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RESUMO GERAL  
 

Com vistas a contribuir para o desenvolvimento de novos produtos para 
o controle de nematoides parasitas de plantas do gênero Meloidogyne, buscou-se 
estudar plantas para identificar aquelas com capacidade de produzir substâncias 
potencialmente úteis nesta área. No primeiro artigo foram estudadas plantas da 
família Annonaceae, o que resultou na seleção da espécie Guatteria autralis pelo 
fato de a mesma ter se mostrado capaz de produzir substâncias ativas contra o 
nematoide das galhas, Meloidogyne incognita. O fracionamento da fração 
solúvel em diclorometano do extrato metanólico das cascas desta espécie 
resultou na purificação de quatro substâncias que, segundo análises por 
ressonância magnética nuclear, trata-se de alcaloides. A três delas já foram 
atribuídas as estruturas de lisicamina, trans-N-feruloiltiramina e 
oxipseudopalmatina, enquanto a quarta substância se encontra em fase de 
identificação. No artigo 2, dando continuidade a trabalho previamente realizado 
de seleção de plantas ativas contra Meloidogyne exigua, buscou-se isolar e 
identificar as substâncias nematicidas presentes nas cascas de Cryptocarya 
aschersoniana. Após várias estapas de fracionamento por métodos 
cromatográficos, isolaram-se duas substâncias ativas contra o nematoide que, 
com base em análises espectroscópicas, foram identificadas como sendo a (E)-6-
estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina. Esta última também se mostrou ativa 
contra o nematoide M. incognita, tendo reduzido o número de ovos deste 
parasita em plantas de tomateiros. O estudo in silico das duas substâncias 
isoladas sugere que o mecanismo de ação contra os nematoides consiste na 
ligação das mesmas a uma cavidade próxima dos sítios ativos da enzima 
aspartato amônia liase, cuja sequência de aminoácidos computacionalmente 
extraída do genoma de Meloidogyne hapla é modelada no presente estudo. 

  
Palavras-chave: Cryptocarya aschersoniana. Annonaceae. Guatteria australis. 
Lauraceae. Nematoide de galhas. Modelagem computacional. 



GENERAL ABSTRACT  
 

To contribute to the development of new products to control plant-
parasitic nematodes in the genus Meloidogyne, the present study aimed to 
identify plants able to produce substances potentially useful in this area. In the 
first manuscript, plants in the family Annonaceae were studied, resulting in the 
selection of the Guatteria australis species, which was able to produce active 
substances against the root-knot nematode, Meloidogyne incognita. Four 
substances were purified by fractionation of the fraction soluble in 
dicloromethane, which was obtained from the methanol extract from barks of G. 
australis. According to analyses by nuclear magnetic resonances they are all 
alkaloids. The structures of lisicamine, trans-N-feruloyltyramine and 
oxypseudopalmatine, were attibuted to three of them, while the fourth 
substances is still in the process of identification. In the second manuscript, 
article 2, continuing a previous work on selection of plants active against 
Meloidogyne exigua, the present study aimed at isolating and identifying the 
nematicidal substances in the barks of Cryptocarya aschersoniana. After several 
stpes of fractionation by chromatographic methods, two substances active 
against the nematode were isolated and identified by spectroscopic analyses as 
(E)-6-styrylpiran-2-one and (R)-goniotalamine. The last substance also reduced 
the number of M. incognita eggs on tomato plants. The in silico study of both 
isolated substances suggests that they act against nematodes by binding to a 
cavity close to the binding site of the enzyme aspartate ammonia lyase, the 
amino acid sequence of which was computationally extract from the genome of 
Meloidogyne hapla and modeled in the present study.  

 
Keywords: Cryptocarya aschersoniana. Annonaceae. Guatteria australis. 
Lauraceae. root-knot nematode. Computational modeling. 
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PRIMEIRA PARTE 

 
1 INTRODUÇÃO  

 
Dentre os inúmeros problemas fitossanitários mundialmente enfrentados 

pelos agricultores, os nematoides do gênero Meloidogyne merecem posição de 

destaque. Estes fitoparasitas são conhecidos como nematoides das galhas, por 

formarem nódulos (galhas) no sistema radicular das plantas hospedeiras. São 

amplamente disseminados em todo o mundo e atacam grande parte dos vegetais 

cultiváveis. É estimado que Meloidogyne spp. cause prejuízos mundiais que 

excedem a 100 bilhões de dólares por ano (SASSER; FRECKMAN, 1987). 

Em países de clima tropical, algumas espécies, como Meloidogyne 

incognita (Kofoid & White) Chitwood, encontram condições de umidade e 

temperatura ideais para a reprodução. Tais fatores dificultam o controle desses 

patógenos, os quais, após terem se estabelecido em determinada área, são de 

difícil erradicação, exigindo, assim, medidas que possibilitem a redução 

populacional dos mesmos para tornar viável o cultivo de determinadas culturas.  

Dentre os métodos disponíveis para a redução populacional de 

nematoides fitoparasitas, o controle químico é aquele comumente empregado. 

Entretanto, os nematicidas comerciais têm seu uso cada vez mais limitado, 

devido às suas altas toxicidades ao ambiente e ao homem, ao alto custo para o 

agricultor em geral, à baixa disponibilidade em países em desenvolvimento e à 

baixa eficácia de controle, depois de repetidas aplicações (DONG; ZHANG, 

2006). 

Com a retirada do mercado de alguns dos principais nematicidas e a 

crescente busca por novas metodologias menos onerosas e que não contaminem 

o homem e o ambiente com substâncias de alta toxicidade, o uso de extratos 

vegetais com propriedades nematicidas no controle de fitonematoides representa 

mais uma alternativa para os produtores, pois eles são práticos, custam menos 
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que os nematicidas convencionais e apresentam baixo risco de contaminação 

para o meio ambiente e para o homem, com substâncias de elevadas 

periculosidades. Dessa forma, várias pesquisas têm sido realizadas nesta área, 

demonstrando os efeitos nematicidas dos extratos de diferentes plantas 

(CHITWOOD, 2002) e de substâncias de origem vegetal (OLIVEIRA et al., 

2007), sendo, portanto, muito promissoras para o desenvolvimento de novos 

produtos economicamente viáveis, de baixa toxicidade ao ambiente e ao homem. 

Em decorrência, o presente trabalho foi realizado com o objetivo geral 

de realizar a prospecção química de metabólitos produzidos por anonáceas e 

lauráceas, ativos para o controle de Meloidogyne spp. Em seguida, buscou-se 

fracionar os extratos das espécies vegetais mais promissores, por meio de 

técnicas cromatográficas, para isolar e identificar as substâncias produzidas 

pelas plantas. Posteriormente, os metabólitos ativos isolados foram submetidos a 

uma abordagem computacional, com vistas a entender a forma de ação dos 

mesmos. 

 

2 OBJETIVOS 

 
a) selecionar espécies da família Annonaceae produtoras de 

substâncias ativas contra M. incognita, já que tal família apresenta 

diversas atividades biológicas, segundo trabalhos preliminares. 

b) isolar e identificar a(s) substância(s) presente(s) no extrato orgânico 

da espécie vegetal com maior poder nematicida.  

c) isolar e identificar a(s) substância(s) ativa(s) contra Meloidogyne 

exigua Goeldi e M. incognita, produzida(s) por Cryptocarya 

aschersoniana Mez (Lauraceae), espécie vegetal escolhida por 

apresentar atividade nematicidade de acordo com trabalhos 

anteriores. 
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d) identificar, por meio de estudos in silico, os alvos enzimáticos da(s) 

substância(s) isolada(s) e ativa(s) contra os referidos nematoides. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Fitonematoides 

 
Nematoides (do grego nematos, ‘filamento’ e eidos, ‘semelhante’) são 

animais que têm o corpo cilíndrico e alongado, sendo encontrados em todos os 

habitats terrestres, marinhos e de água doce. Tais animais podem ser de vida 

livre ou parasitas de outros organismos.  

Dentre os nematoides parasitas, podem-se destacar os fitonematoides, ou 

seja, nematoides parasitas de plantas, que podem ser caracterizados como ecto 

ou endoparasitas (sedentários ou migradores), dentre os quais se destacam 

aqueles do gênero Meloidogyne. É interessante notar que a fase infectante dos 

nematoides deste gênero, juvenil do segundo estádio (J2), tem reservas 

energéticas, pois não se alimenta até chegar ao hospedeiro e formar seu sítio de 

alimentação (CAMPOS, 2003). Tais juvenis são atraídos pelas raízes das plantas 

devido à presença nos mesmos de órgãos sensoriais que funcionam como 

quimiorreceptores especializados para o parasitismo. Uma das características de 

Meloidogyne spp. é a presença de estilete na parte anterior do seu corpo, que tem 

duas funções básicas: a injeção de enzimas e de hormônios nas raízes da planta 

hospedeira e a ingestão de nutrientes e água. Com o desenvolvimento do 

nematoide do gênero Meloidogyne no interior das raízes da planta, ocorrem 

deformações em tais raízes ,que são denominadas galhas. Em decorrência, os 

nematoides deste gênero são vulgarmente conhecidos como nematoides de 

galhas (PERRY; MOENS; STARR, 2009). 

Os nematoides do gênero Meloidogyne são encontrados, principalmente, 

em regiões tropicais, nas quais parasitam grande parte das plantas cultiváveis, o 

que representa uma perda anual de, aproximadamente, 12%, na maioria das 

culturas (CARBONI; MAZZONETTO, 2013; SASSER; FRECKMAN, 1987).  
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Neste gênero estão incluídas, aproximadamente, 100 espécies (KARSSEN; 

MOENS, 2006), dentre as quais se encontram M. incognita e M. exigua. 

Especificamente no Brasil, M. incognita ataca várias culturas de importância 

econômica, como, por exemplo, soja, algodão e café, causando sérios prejuízos 

aos agricultores (RANDIG; CARNEIRO; CASTAGNONE-SERENO, 2004). Já 

M. exigua ataca, principalmente, cafeeiros, sendo considerada uma das espécies 

mais prejudiciais para tal cultura (SOUZA, 2008). 

Além da presença de galhas nas raízes, as plantas atacadas por estes 

fitonematoides apresentam sintomas como a redução e a deformação do sistema 

radicular, a ineficiência das raízes em absorver e transportar água e nutrientes, a 

clorose e o menor desenvolvimento da parte aérea (TIHOHOD, 1993).  

M. incognita é considerada uma das espécies mais agressivas e apresenta 

algumas características que dificultam o seu controle, como ampla gama de 

hospedeiros (ROBERTS, 1995), alta persistência no solo na ausência de plantas 

(REBEL; JAEHN; VIANNA, 1976), existência de raças fisiológicas 

(HARTMAN; SASSER, 1985), ampla distribuição geográfica e associação a 

outros fitopatógenos, o que acarreta o surgimento de doenças complexas que 

aumentam os danos às plantas (LORDELLO, 1964). Quanto a M. exigua, apesar 

do número reduzido de culturas de importância econômica que tal nematoide 

pode atacar, o seu hospedeiro principal, o cafeeiro, é perene e, após a entrada 

deste fitonematoide no campo, o seu controle se torna bastante difícil (FERRAZ 

et al., 2010). 

Quando adultas, as fêmeas de espécies do gênero Meloidogyne têm 

corpo em forma de pêra, enquanto nos machos o corpo tem formato vermiforme. 

Apresentam estiletes variando entre 15 a 24,5 µm de comprimento. A fase 

infectante corresponde ao juvenil de segundo estádio (J2) que mede, em média, 

350 µm. Após penetrar na raiz da planta, o J2 migra até a zona de diferenciação 

celular, onde gera o seu sítio de alimentação. Em condições adequadas, os ciclos 
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de vida de nematoides do gênero Meloidogyne são de, aproximadamente, 30 

dias, o que torna possível a ocorrência de várias gerações em uma única safra 

(WYSS; GRUNDLER; MUNCH, 1992). 

 

3.2 Métodos para o controle de Meloidogyne spp. 

 

Na tentativa de diminuir as populações de fitonematoides, vários 

métodos de controle têm sido empregados (NOVARETTI; MONTEIRO; 

FERRAZ, 1998), dentre os quais se podem citar o uso de cultivares resistentes, o 

controle biológico, a incorporação de matéria orgânica no solo, o emprego de 

plantas antagônicas, a rotação de cultura com plantas não hospedeiras e a 

aplicação de nematicidas sistêmicos (BARROS; MOURA; PEDROSA, 2000; 

BROWN; KERRY, 1987). 

Embora o último método seja, em geral, o mais utilizado após o 

estabelecimento do nematoide, ele apresenta desvantagens, como o aumento do 

custo de produção. Em alguns casos se observa baixa eficiência e, em geral, há 

grande possibilidade de contaminação do ambiente e do homem, já que os 

princípios ativos dos nematicidas comerciais são de elevada toxicidade ao 

homem e a outros animais (OLIVEIRA et al., 2005). Em geral, tal toxicidade se 

deve à inibição da enzima acetilcolinesterase, causando o rápido acúmulo de 

acetilcolina nas sinapses. Com isso, ocorre hiperatividade nervosa e consequente 

colapso do sistema nervoso, podendo levar à morte do organismo. 

Os nematicidas comerciais têm sido utilizados desde o final do século 

XIX, quando o dissulfeto de carbono foi introduzido. Ainda no início do século 

XX ocorreram o desenvolvimento e a consequente introdução no mercado de 

novos produtos voláteis, tais como cloropicrina, 1,3-dicloropropano (1,3-D), 

1,2-dibromo-3-cloropropano (1,2-DBCP), mistura de 1,3-dicloropropano e 1,2-

dicloropropano, formaldeído, metame de sódio (um ditiocarbamato), dazomete e 
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brometo de metila, que teve, em 2005, seu uso revogado nos países 

desenvolvidos através do Protocolo de Montreal. No início do século XX 

surgiram os nematicidas comerciais de uso sistêmico organofosforados 

(fenamifós, etoprofós e fostiazato), juntamente com os carbamatos (carbofurano, 

aldicarbe e oxamil). No final do século XX e no início do século XXI começou 

uma crescente busca por nematicidas mais eficientes, com menores impactos 

ambientais e de custos mais baixos para os produtores. Dessa forma, teve início 

um interesse crescente no desenvolvimento de nematicidas "naturais", derivados, 

principalmente, de extratos de plantas (PERRY; MOENS; STARR, 2009). 

Vale ressaltar que algumas dessas substâncias, como aldicarbe e 

carbofurano, já foram banidas em muitos países, como Estados Unidos, Canadá 

e União Europeia. No Brasil, o aldicarbe está proibido desde 2012, mas, ainda 

assim, o mercado nematicida cresce a cada ano. Em 2011, este mercado 

movimentou cerca de 220 milhões de dólares, o que corresponde a um grande 

crescimento no uso de nematicidas, se comparado ao ano de 2007, quando as 

vendas de tais pesticidas ficaram em torno de 90 milhões de dólares. Este 

mercado é impulsionado, em grande parte, pelas culturas de soja, milho e café 

(MERCADO..., 2014; NEMATICIDAS..., 2014). 

 

3.3 Substâncias de origem natural com atividade nematicida 

 

Nos últimos anos, têm se intensificado os estudos empregando plantas 

que apresentam efeitos antagônicos a nematoides, para serem utilizadas em 

rotação de culturas, plantio intercalar, aplicação direta no solo como tortas ou 

extratos vegetais e, também, para o isolamento das substâncias ativas para 

emprego no desenvolvimento de novos nematicidas (OLIVEIRA et al., 2005). 

Um exemplo consiste nos estudos realizados com a espécie Azadirachta indica 

A. Juss. (Meliaceae), conhecida popularmente como nim, que apresenta 



16 

eficiência no controle de várias pragas e tem se mostrado muito promissora para 

o controle de fitonematoides (JAVED et al., 2006, 2008; MUSABYIMAN; 

SAXENA, 1999).  

Outros exemplos de espécies vegetais com resultados bastante 

expressivos nesta área são erva-de-santa-maria [Chenopodium ambrosioides L. 

(Amaranthaceae)]  (MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006) e mamona 

[Ricinus communis L. (Euphorbiaceae)] (MASHELA; NTHANGENI, 2002). 

Também pode ser mencionada aqui a revisão sobre o tema que foi organizada 

por Chitwood (2002), na qual se observam vários extratos vegetais com 

atividade nematicida. Dentre as várias substâncias oriundas de plantas, ativas 

contra nematoides fitoparasitas, alguns exemplos são mostrados na Figura 1. 
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Figura 1 Estruturas de substâncias de origem vegetal com propriedades nematicidas e as espécies vegetais das quais 
foram isoladas: tridecan-2-ona, Pilocarpus microphyllus (1); 2,4,5-trimetilestireno, Valeriana wallichii D. C. 
(2); monocrotalina, Crotalaria spectabilis L. (3); colchicina, Cathranthus roseus G. Don. (4); taccalonolida E, 
Tacca spp. (5) (ADAMS; DILLMAN; FINLINSON, 2009; CHITWOOD, 2002; KIM et al., 2008; ROMERO et 
al., 2006) 
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3.4 Família Annonaceae Juss. 

 

 Annonaceae Juss. é uma família de plantas dicotiledôneas, de 

distribuição tropical em todo o mundo e que abrange mais de 130 gêneros, nos 

quais estão distribuídas, aproximadamente, 2.500 espécies (CRONQUIST, 

1981). Por isso, é eleita a maior família da ordem Magnoliales. 

No Brasil ocorrem cerca de 250 espécies em 33 gêneros, sendo apenas cinco 

deles (Annona, Rollinia, Uvaria, Melodorum e Asimina) capazes de produzir 

frutos comestíveis. As anonáceas são encontradas em diversos ambientes, como 

matas primárias e secundárias de terra firme, matas alagadas (várzeas e igapós), 

restingas, regiões montanhosas, caatinga e savana, entre outros. De acordo com 

Miralha (1995), o grande centro de distribuição da família é, sem dúvida, a 

região amazônica, seguida do sudeste do Brasil.  

Tal família é constituída, principalmente, por árvores de grande porte, 

que têm cascas aromáticas. As anonáceas são facilmente reconhecidas, pois 

apresentm folhas alternas, dísticas, simples, sem estípulas e com margem inteira. 

As flores são, geralmente, grandes e vistosas. Os frutos, de aparência excêntrica, 

na grande maioria são bagas. Apresentam uma ou muitas sementes, com 

camadas envoltórias carnudas e suculentas (Figura 2). Ademais, tais frutos são 

bem oleosos. Dentre as espécies mais estudadas no aspecto fitoquímico se 

encontram Annona muricata L. (graviola), Annona coriacea Mart. (fruta-do-

conde), Annona crassiflora Mart. (marolo) e Annona squamosa L. (pinha). Entre 

as espécies com valor medicinal se destacam Annona tenuiflora Mart e Xylopia 

cf. frutescens Aubl., pois as infusões de suas folhas são utilizadas como anti-

inflamatório e analgésico (HIRUMA-LIMA et al., 2002). As sementes de 

Xylopia aethiopica A. Rich. e Xylopia aromatica (Lam) Mart. são empregadas 

como condimentos, sendo boas substitutas da pimenta-do-reino [Piper nigrum L. 

(Piperaceae)] (DIAS, 1988). 



19 

 

 

Figura 2 Ilustrações de espécies de anonáceas (Annonaceae, 2014) 

 

A partir da década de 1980, um novo estímulo surgiu para o estudo 

fitoquímico da referida família com o isolamento de uma nova classe de 

substâncias naturais bioativas, conhecidas como ‘acetogeninas de anonáceas’, 

que apresentam uma vasta gama de atividades biológicas, tais como citotóxica, 

antitumoral, pesticida, vermicida, abortiva, antimicrobiana, imunossupressora, 

antiemética, antimalárica e nematicida (CAVÉ et al., 1997; DANG et al., 2011; 

RUPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990). Ademais, de acordo com Cave et 

al. (1986), Martins (1996) e Moreira (1999), os estudos químicos de espécies 

pertencentes à família Annonaceae demonstram que as mesmas acumulam 

diferentes metabólitos secundários com importantes atividades farmacológicas, 

tais como citotóxica (flavanonas), bactericida (alcaloides), antifúngica (terpenos) 

e antitumoral (diterpenos, alcaloides). 
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Além de alcaloides, constituintes como polifenóis, terpenos e 

substâncias aromáticas também são encontrados em espécies vegetais de 

anonáceas. Dentre os esteroides de ocorrência muito comum em Annonaceae, 

podem-se citar o β-sitosterol (6) e o estigmasterol (7) (Figura 3) (LEBOEUF et 

al., 1982). Quanto aos compostos fenólicos de maior ocorrência na referida 

família, podem-se destacar os flavonoides (SIMÕES et al., 2004), dentre os 

quais se podem citar os O-glicosídeos de apigenina (8), o kaempferol (9), a 

quercetina (10) e a luteolina (11) (Figura 3) (SANTOS; SALATINO, 2000). 
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Figura 3 Estruturas de metabólitos secundários produzidos por anonáceas: β-sitosterol (6), estigmasterol (7), apigenina 
(8), kaempferol (9), quercetina (10) e luteolina (11) 
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3.4.1 Acetogeninas 

 

As acetogeninas são metabólitos secundários produzidos apenas pela 

família Annonaceae, sendo essencialmente derivadas de ácidos graxos contendo 

ligações duplas e triplas, sem ramificações (RUPPRECHT; HUI; 

MCLAUGHLIN, 1990). Todas as acetogeninas já conhecidas têm de 32 (C32) a 

34 (C34) átomos de carbono e contêm, em suas cadeias, uma lactona terminal. 

Alguns esqueletos apresentam grupos funcionais oxigenados, como hidroxilas, 

carbonilas cetônicas, anéis de epóxidos e anéis tetra-hidrofurânicos e tetra-

hidropirânicos. Alguns tipos de acetogeninas são caracterizados com base nos 

grupos funcionais presentes. Essa funcionalidade confere uma grande gama de 

atividades biológicas (BERMEJO et al., 2005). 

Segundo Bermejo et al. (2005), já foram isoladas 417 acetogeninas na 

família Annonaceae. Destas, 176 foram relatadas no período entre 1998 e 2004, 

sendo a maioria destes compostos descrita em espécies do gênero Annona. Vale 

destacar que uvaricina (12) (Figura 4) foi a primeira acetogenina isolada de 

anonácea (JOLAD et al., 1982). Tal substância é produzida pela espécie botânica 

Uvaria acuminata Oliv. Outras acetogeninas, como anonacina (13) e 

esquamocina (14) (Figura 4), merecem destaque devido às suas atividades 

biológicas, principalmente a antitumoral (YUAN et al., 2003, 2006).
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Figura 4 Estruturas de acetogeninas produzidas por anonáceas: uvaricina (12), anonacina (13) e esquamocina (14) 
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3.4.2 Alcaloides 

 
Dentre as diversas classes de metabólitos secundários, podemos destacar 

os alcaloides, devido às suas múltiplas atividades farmacológicas, sendo 

amplamente distribuídos nas plantas pertecentes à família Annonaceae. Trata-se 

de substâncias de baixa massa molecular, caráter básico, produzidas, 

principalmente, por plantas, mas podendo ser também biossintetizadas por 

fungos, bactérias e, até mesmo, por animais (HARBORNE, 1984). Nas plantas 

são, geralmente, sintetizados a partir de aminoácidos, podendo existir no estado 

livre, como sais ou óxidos. No sistema nervoso central, os alcaloides podem 

apresentar diversos efeitos, dentre os quais se podem destacar aqueles que 

acarretam atividade depressiva (morfina, escopolamina), estimulante (estricnina, 

cafeína), anticolinérgica (atropina, hiosciamina) e ganglionares (nicotina). Os 

alcaloides também podem ter atividade anestésica (cocaína), antitumoral 

(vimblastina, vincristina), antimalárica (quinina) e antibacteriana (berberina), 

dentre muitas outras (BRUNETON, 1999). 

Os alcaloides podem ser classificados quanto à atividade biológica, à 

estrutura química e à origem biossintética. De acordo com a origem 

biossintética, podem ser divididos em verdadeiros, protoalcaloides e 

pseudoalcaloides. Os alcaloides ditos verdadeiros são aqueles que têm anel 

heterocíclico com um ou mais átomos de nitrogênio, e que são biossintetizados a 

partir de um aminoácido, o que pode ser exemplificado pela nicotina. Os 

protoalcaloides são aqueles cujo(s) átomo(s) de nitrogênio se origina(m) de um 

aminoácido, mas não formam um anel heterocíclico, o que é característico da 

efedrina. Em se tratando dos pseudoalcaloides, são caracterizados por se 

tratarem de compostos nitrogenados derivados de terpenos ou esteroides. Como 

exemplo, tem-se a solasodina. 
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Dentre os alcaloides descritos na literatura, os isoquinolínicos merecem 

destaque devido às várias atividades farmacológicas (WARTHEN; GOODEN; 

JACOBSON, 1969). A origem biossintética dos referidos alcaloides se inicia na 

rota do ácido chiquímico, por meio da qual são formados os aminoácidos 

aromáticos como a L-fenilalanina e L-tirosina (DEWICK, 1997). Os alcaloides 

do tipo benzilisoquinolínico são encontrados com grande frequência na família 

Annonaceae. Em geral, estão distribuídos entre os seguintes grupos de 

alcaloides: berberinas, fenantrenos, cularinas, morfinandienonas, isoquinolonas, 

bisbenzilisoquinolínicos, oxoaporfínicos e os aporfínicos, que são, de longe, os 

mais abundantes no gênero Guatteria. Em 1982, Leboeuf e colaboradores 

publicaram uma revisão sobre a fitoquímica da família Annonaceae, na qual é 

relatada a predominância de alcaloides aporfínicos e oxoaporfínicos dentre os 

metabólitos secundários isolados de espécies pertencentes à referida família. 

 Os alcaloides aporfínicos têm ampla representação dentro do grupo dos 

alcaloides isoquinolínicos, sendo amplamente encontrados em plantas das 

famílias Annonaceae, e ocasionalmente detectados em outras famílias, tais como 

Monimiaceae, Berberidaceae, Ranunculaceae e Lauraceae (GUINAUDEAU; 

LEBOEUF; CAVÉ, 1975). Em vários estudos tem sido relatada vasta atividade 

biológica de alcaloides aporfínicos e oxoaporfínicos (COSTA et al., 2011; 

RINALDI, 2007). 

Dentre os alcaloides oxoaporfínicos, liriodenina (15) (Figura 5) é o mais 

encontrado em espécies da família Annonaceae (SANTOS; MORAIS; BRAZ-

FILHO, 2003), sendo os alcaloides β-carbolínicos (16) (Figura 5) de ocorrência 

menos comum (WANG et al., 2012). 
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Figura 5 Estruturas de alcaloides produzidos por anonáceas: liriodenina (15) e 
estrutura fundamental dos alcaloides β-carbolínicos (16) 

 

3.5 Família Lauraceae Juss. 

 

A família Lauraceae é considerada uma das mais primitivas pertencentes 

à divisão Magnoliophyta. Tal fato se deve às suas características morfológicas e 

anatômicas, que as aproximam de outras famílias, como Calycanthaceae, 

Idiospermaceae e Hernandiaceae (CRONQUIST, 1988). As lauráceas se 

apresentam amplamente distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais do 

planeta, sendo esta família formada por 49 gêneros e de 2.500 a 3.000 espécies 

(WERFF; RICHTER, 1996). No Brasil ocorrem 22 gêneros que habitam, em sua 

maior parte, as florestas pluviais, as restingas e os cerrados (BARROSO et al., 

2002). 

As lauráceas se destacam entre as demais famílias pela sua importância 

econômica, já que algumas espécies são comumente utilizadas na culinária, além 

de serem boas fornecedoras de madeiras de lei. A grande maioria destas espécies 

é de árvores e arbustos, porém, algumas são trepadeiras parasitas pertencentes ao 

gênero Cassytha. As folhas das lauráceas têm cheiro característico quando 

esmagadas, devido à presença de óleos essenciais. Suas folhas são simples, 

geralmente alternas, coriáceas e aromáticas; as flores são bissexuadas 

(hemafroditas), monoicas ou dioicas; os frutos são do 
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tipo baga ou drupa monospermática, enquanto as sementes se apresentam sem 

endosperma e com embrião desenvolvido (SAMPAIO; FERRAZ; CAMARGO, 

2003). 

As lauráceas são importantes produtoras de óleos essenciais que 

alcançam alto valor no mercado, pois são frequentemente utilizadas como fonte 

de matéria-prima em indústrias. Cinnamomum canphora (L.) Presl. e Lindera 

benzoin (L.) Blume são reconhecidas como algumas das principais espécies 

produtoras de óleos essenciais. C. canphora, popularmente conhecida como 

cânfora, é uma das espécies botânicas mais conhecidas desde a Grécia antiga, 

sendo utilizada nas indústrias de perfumaria e medicamentos, devido ao odor 

agradável produzido pelo monoterpeno linalol (17) (Figura 6). Da espécie L. 

benzoin se extrai o óleo de benjoim (COE-TEIXEIRA, 1980), que é muito 

utilizado pelas indústrias de cosméticos.  

Segundo dados encontrados na literatura, a família Lauraceae tem um 

número expressivo de espécies produtoras de compostos bioativos, responsáveis 

por uma gama de atividades biológicas, dentre as quais vale ressaltar as 

propriedades anti-hiperglicêmica (CHAKRABORTY; DAS, 2010), antidiarreica 

(RAO et al., 2008), anti-hiperlipidémica (DHULASAVANT et al., 2010), anti-

inflamatória (GAMBHIRE; JUVEKAR; WANKHEDE, 2009), acaricida 

(REDDY et al., 2009), hepatoprotetora (SELVAM et al., 2010), gastroprotetora 

(ESWARAN et al., 2010), antioxidante (DEVI; KANNAPPAN; ANURADHA, 

2007), antibacteriana (PAREKH; CHANDA, 2007), inibidora de amilase-α 

(KAR; CHOUDHARY; BANDYOPADHYQY, 2003), imunomoduladora 

(CHAURASIA; PANDEY; TRIPATHI, 2010), inseticida (ALLAHVAISI et al., 

2011), anti-HIV, anti-histamínica e antitumoral (KIMURA; BABA; OKUDA, 

2000a, 2000b). 

Além dos vários compostos voláteis produzidos pelas lauráceas, podem-

se citar, ainda, os alcaloides, como aqueles do tipo oxoaporfínico [dicentrinona 



28 

 

(18)] e aporfínico, [talbaicalidina (19)] (ZANIN; LORDELLO, 2007). Tais 

plantas produzem, também, lactonas sesquiterpénicas, como o partenolídeo (20) 

(BEDOYA; ABAD; BERMEJO, 2008) (Figura 6). 

 

 

Figura 6 Estruturas de metabólitos produzidos por lauráceas: linalol (17), 
alcaloides dicentrinona (18) e talbaicalidina (19) e partenolídeo (20) 

 

3.6 Química computacional 

 

A química computacional corresponde a uma área de pesquisa que 

emergiu rapidamente no final do século XX e início do século XXI. Ela desperta 

grande interesse, pois se trata de uma valiosa ferramenta para auxiliar nos 

estudos experimentais. Tal área utiliza técnicas computacionais capazes de 

calcular propriedades físicas e químicas de sistemas moleculares, o que pode ser 

de grande valia para o planejamento e a descoberta de novas moléculas 

bioativas. Os avanços na química computacional foram impulsionados pelo 
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grande e rápido desenvolvimento dos recursos computacionais, o que permitiu 

uma considerável redução do tempo de processamento de dados (BULTINCK; 

TOLLENAERE; WINTER, 2003). 

 

3.6.1 Modelagem computacional de enzimas 

 

As proteínas são encontradas em todas as células, sendo as suas funções 

diretamente relacionadas às suas organizações espaciais nativas, o que permite 

afirmar que, para compreender o seu funcionamento, é de grande importância 

conhecer as suas estruturas tridimensionais que, por sua vez, são totalmente 

dependentes das suas sequências de resíduos de aminoácidos (NOVAES; 

SCOTT, 2009). Logo, quando não há qualquer informação sobre a estrutura 

tridimensional de uma proteína de interesse, o primeiro passo para a modelagem 

computacional da mesma é a busca pela sua sequência de aminoácidos. Para 

tanto, existem os bancos primários e secundários de sequências de aminoácidos 

de proteínas, ou de sequências de genes que codificam a produção de proteínas. 

Os principais bancos de dados primários são o Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), o European Bioinformatics Institute 

em parceria com o European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) 

(http://www.ebi.ac.uk/), o DDBJ (para sequências de nucleotídeos) 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/) e o Uniprot (para sequências de aminoácidos) 

(http://www.uniprot.org/).  

No que diz repeito aos bancos de dados secundários, os mesmos são 

derivados dos primários. Vale destacar alguns exemplos, como o Blocks 

(sequências sem gaps, alinhadas de acordo com as regiões mais conservadas em 

proteínas do mesmo grupo) (http://blocks.fhcrc.org/), o GDB (o banco de dados 

oficial do projeto genoma humano) (http://www.gdb.org/), o PROSITE (um 

banco de dados de famílias e domínios de proteínas) (http://prosite.expasy.org/) 
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e o REBASE (banco de dados com informações sobre enzimas de restrição, 

metilases, de origem microbiana, sequências de reconhecimento, sítios de 

clivagem, especificidade de metilação, disponibilidade comercial e referências) 

(http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html) 

(http://eot.bu.edu/ccb/ProteinDatabases/index.htm). 

Uma vez selecionada a sequência de aminoácidos de interesse, faz-se 

necessário modelá-la. Para tanto, são utilizadas técnicas de predição das 

estruturas tridimensionais (3D) de proteínas por métodos computacionais, dentre 

as quais se podem citar a modelagem por homologia, a predição de 

enovelamento (threading) e a predição por primeiros princípios (ab initio) como 

sendo as principais (FLOUDAS et al., 2006). 

 

3.6.2 Testes virtuais 

 

Devido ao grande número de substâncias orgânicas conhecidas e ao 

elevado custo das etapas de seleção daquelas com as atividades biológicas 

desejadas, a pré-seleção de compostos antes da submissão dos mesmos a testes 

in vitro e in vivo se tornou uma necessidade em programas de desenvolvimento 

de novos produtos para emprego no controle de pragas e doenças em geral 

(BLEICHER et al., 2003; WALTERS; MURCKO, 2000). Para tanto, o 

computador se mostra uma importante ferramenta, pois ele permite a utilização 

de métodos cada vez mais sofisticados para a seleção ds substâncias. Por serem 

realizados no computador, tais testes são denominados virtual screening ou, 

simplesmente, testes virtuais. Em vários casos, apenas após a seleção virtual, os 

compostos são submetidos aos testes de atividade biológica experimental 

(SHOICHET, 2004). Dentre as vantagens da aplicação do virtual screening está 

a economia de recursos, uma vez que esta etapa do trabalho é realizada apenas 

no computador, sem o consumo de qualquer material (KLEBE, 2006). 
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De modo geral, os métodos empregados em virtual screening podem ser 

agrupados em três categorias: (a) filtros uni e bidimensionais (1D e 2D), que se 

baseiam nas propriedades físico-químicas e na conectividade dos compostos 

(filtros drug-like); (b) filtros tridimensionais (3D), que se baseiam na 

distribuição espacial de características específicas (filtros farmacofóricos) e (c) e 

filtros de interação molecular, que se baseiam em medidas de afinidade entre o 

composto e seu alvo biológico (filtros de docking). 

Os filtros de compostos drug-like são baseados no conceito de que as 

substâncias ativas, em geral, apresentam determinadas propriedades que os 

distinguem dos demais compostos orgânicos. Estas propriedades podem ser de 

natureza físico-química, como a massa molecular ou o coeficiente de partição do 

composto, ou podem ser relativas à conectividade molecular, como a ausência de 

grupos funcionais sabidamente tóxicos ou a presença de um grupo funcional, 

que pode promover uma determinada atividade biológica (MORRIS; BRUNEU, 

2000; OPREA, 2002; SADOWSKI, 2000). Uma das principais vantagens dos 

filtros drug-like é que estes podem ser calculados muito rapidamente, sendo 

possível o processamento de milhares de compostos por segundo, em um 

computador pessoal (CHARIFSON; WALTERS, 2002). Outra vantagem é que 

estes filtros são capazes de reduzir significativamente o número de compostos 

em bancos de dados comercialmente disponíveis. Estes dois aspectos tornam os 

filtros drug-like os primeiros a serem aplicados em bancos de dados para a 

eliminação precoce de compostos indesejados. Este procedimento pode ser em 

parte especulativo e subjetivo, uma vez que estes filtros são sabidamente 

imprecisos e os limites que separam compostos desejados de indesejados são 

definidos arbitrariamente. Assim, para reduzir o número de resultados falso-

positivos ou falso-negativos, é importante examinar periodicamente os 

compostos eliminados pelo filtro. 
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Os filtros farmacofóricos são empregados para a seleção com base no 

arranjo espacial das propriedades estéricas e eletrônicas necessárias para garantir 

interações não covalentes ótimas entre um ligante e seu alvo biológico 

específico, para que a resposta biológica seja ativada ou inibida. Logo, um 

farmacóforo é um conceito abstrato que incorpora as habilidades de interação 

molecular comuns em uma série de compostos e o alvo biológico 

correspondente (GOOD; MASON; PICKETT, 2000; KLEBE et al., 2000; 

WERMUTH et al., 1998). Uma vez definido um farmacóforo, o mesmo deve ser 

capaz de explicar as atividades dos compostos ativos e a falta de atividade de 

análogos inativos. Adicionalmente, é desejável que ele possa ser empregado na 

previsão da atividade a ser observada para novas estruturas. Até que um 

farmacóforo tenha sido validado e apresente alta probabilidade de previsão, 

qualquer farmacóforo proposto é chamado de “hipótese” ou de “modelo 

farmacofórico”. Estes podem ser obtidos a partir das estruturas dos compostos 

ativos ou/e dos receptores (TRIBALLEAU; BERTRAND; ACHER, 2006). 

Quanto aos filtros de docking (ancoragem), eles são baseados na 

estimativa da afinidade entre um ligante e seu receptor biológico, o que fornece 

uma previsão do modo de ligação mais favorável entre um composto e uma 

determinada proteína alvo, bem como apresenta a avaliação quantitativa desta 

interação. Esta metodologia pode ser dividida em duas etapas distintas, que 

podem ser executadas separadamente ou de forma concomitante. Na primeira 

delas, os possíveis modos de ligação entre o ligante e a proteína são gerados, 

variando-se tanto a conformação quanto a orientação do ligante em relação à 

proteína. Na segunda etapa, faz-se uma avaliação quantitativa de cada um destes 

possíveis modos de ligação, para a seleção da mais favorável. Existem diversos 

programas de docking disponíveis, que fazem uso de diferentes estratégias. 

Embora alguns apresentem melhores resultados que outros em situações 

específicas, no geral apresentam desempenhos similares (RESTER, 2006). 
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Dentre os programas existentes podem ser citados AUTODOCK (MORRIS et 

al., 1998) e GLIDE (PEROLA; WALTERS; CHARIFSON, 2005; SCHULZ-

GASCH; STAHL, 2003). 

 

3.6.3 Dinâmica molecular 

 
Outro método empregado no estudo computacional de vários sistemas, 

inclusive os formados por proteínas, consiste na simulação por dinâmica 

molecular, que estuda os movimentos em um sistema de partículas por 

simulação da evolução temporal das conformações dos constituintes do sistema. 

Tal simulação permite uma compreensão das interações que acontecem em 

âmbito molecular, podendo ser usadas para responder a questões sobre as 

propriedades de um sistema biológico modelo, de maneira mais simples que nos 

sistemas experimentais disponíveis.  

Este método pode ser empregado tanto em sistemas de elétrons, átomos 

ou moléculas, como em sistemas biológicos mais complexos, baseando-se no 

conhecimento do potencial de interação entre as partículas e nas equações de 

movimentos que governam a dinâmica dessas partículas (PASCUTTI, 2004), 

com o objetivo de se observar as propriedades termodinâmicas, estruturais, 

espectroscópicas, de transporte, estruturas de solvatação e agregações 

intermoleculares (BORIN, 1999). 

As simulações por dinâmica molecular são amplamente utilizadas para 

se obter informações sobre as propriedades de proteínas em solução. Em tais 

simulações, o solvente (água), geralmente, é considerado explicitamente, 

enquanto a estrutura inicial da proteína pode ser oriunda de dados 

cristalográficos, de ressonância magnética nuclear ou de modelagem 

computacional. Em todos os casos, a proteína pode ser complexada a ligantes 

e/ou a cofatores, cujos posicionamentos inciais nos complexos podem ser 
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especificados com base em dados cristalográficos ou em etapas de docking 

previamente realizadas. A proteína (complexada ou não com o ligante) passa por 

um estágio inicial de minimização de energia e posterior termalização 

(aquecimento), para seguir para a fase de produção, durante a qual são coletados 

os dados. Como resultado das simulações é possível observar as modificações 

estruturais ocorridas devido à interação do complexo proteína-ligante, bem como 

a descrição detalhada dos movimentos individuais das partículas em função do 

tempo. Devido ao elevado custo computacional, apenas os melhores complexos 

proteína-ligante obtidos após o docking são selecionados para etapas de 

simulação por dinâmica molecular (ROCHA, 2011). 
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Resumo – Frações solúveis em diclorometano, provenientes dos extratos 

metanólicos de plantas da família Annonaceae, foram submetidas a testes in 

vitro contra o nematoide de galhas, Meloidogyne incognita. O melhor resultado 

foi observado para a espécie vegetal Guatteria australis, cujo extrato aumentou 

a mortalidade dos juvenis do segundo estádio (J2) do nematoide para de 34,9%, 

o que foi estatisticamente igual à mortalidade causada pelo nematicida 

comercial Carbofuran (31,1%). Dessa forma, objetivou-se isolar e identificar as 

substâncias produzidas por tal espécie, com vistas a contribuir para o 

desenvolvimento de novos métodos de controle de nematoides fitoparasitas. 

Para tanto, a fração solúvel em diclorometano das cascas de G. australis foi 

submetida a fracionamento empregando-se técnicas cromatográficas. Tal 

procedimento resultou na purificação de quatro substâncias identificadas como 

alcalóides, por meio de análises espectrométricas de ressonância magnética 

nuclear (RMN), sendo três delas caracterizadas como lisicamina, trans-N-

feruloiltiramina e 8-oxopseudopalmatina.  

 
Termos para indexação: Produtos naturais, atividade biológica, alcaloide, 

nematoide. 
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Bioprospecting of Annonaceae active against M. incognita and purification 

of metabolites produced by Guatteria australis  

 

Abstract    Dichloromethane soluble fractions from the methanol extracts of 

plants in the family Annonaceae have been assayed in vitro for activity against 

the root-knot nematode Meloidogyne incognita. The best result was observed for 

the plant species Guatteria australis, which increased the mortality of second-

stage juveniles (J2) of the nematode to 34.9%, which was statistically equal to 

that observed for the commercial nematicide carbofuran (31.1%). Thus, we 

aimed to isolate and identify substances produced by this plant species in order 

to contribute to the development of new methods for controlling plant-parasite 

nematodes. Therefore, the dichloromethane fraction of the bark of G. australis 

was subjected to fractionation employing chromatographic techniques. This 

procedure resulted in the purification of four alkaloids according to NMR 

spectroscopic analysis. Three of them correspond to lysicamine, trans-N-

feruloyltyramine and 8-oxopseudopalmatine. 

 
Index terms: Natural products, biological activity, alkaloid, nematode. 
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Introdução 

 

Dentre os inúmeros problemas fitossanitários mundialmente enfrentados 

pelos agricultores, os nematoides do gênero Meloidogyne merecem posição de 

destaque. Estes fitoparasitas são conhecidos como nematoides de galhas por 

formarem engrossamentos localizados no sistema radicular das plantas 

hospedeiras. São amplamente disseminados em todo o mundo e atacam 

praticamente todos os vegetais cultiváveis. É estimado que Meloidogyne spp. 

cause prejuízos, em todo o mundo, que excedem os 100 bilhões de dólares por 

ano (Sasser et al., 1987).  

Em países de clima tropical, algumas espécies como Meloidogyne 

incognita (Kofoid & White) Chitwood encontram condições de umidade e 

temperatura ideais para a reprodução. Tais fatores, aliados à alta capacidade 

reprodutiva, dificultam o controle desses patógenos, os quais, após terem se 

estabelecido, são de difícil erradicação da área contaminada, exigindo, assim, 

medidas que possibilitem a redução populacional para tornar viável o cultivo de 

determinadas culturas (Dias-Arieira et al., 2003). 

Dentre os métodos disponíveis para a redução populacional de 

nematoides fitoparasitas, o controle químico é a opção comumente empregada. 

Entretanto, o mesmo, muitas vezes, não se apresenta eficiente. Ademais, os 

produtos comerciais utilizados apresentam alta toxicidade ao ambiente e ao 

homem e, ainda, elevado custo para o agricultor em geral. Desse modo, algumas 

possibilidades para contornar tal problema têm sido investigadas, dentre as quais 

cabe mencionar o emprego de produtos de origem vegetal, já que as plantas são 

capazes de produzir substâncias com atividade nematicida (Oliveira et al., 2007), 

sendo, portanto, muito promissoras para o desenvolvimento de novos produtos 

de baixa toxicidade e menos onerosos. 
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Vale ressaltar que, dentre as várias famílias botânicas conhecidas por 

produzirem metabólitos tóxicos a diversos organismos, Annonaceae tem-se 

destacado.  De acordo com dados encontrados na literatura, estudos fitoquímicos 

da referida família são cada vez mais crescentes, já que as anonáceas acumulam 

diferentes metabólitos secundários com vasta gama de atividades biológicas, 

dentre as quais se podem citar a citotóxica, a antitumoral, a abortiva, a 

imunossupressora, a antiemética, a pesticida, a vermicida, a antimicrobiana, a 

antimalárica e a nematicida (Rupprecht et al., 1990; Cavé, et al., 1997; Dang, et 

al., 2011).  

Inicialmente, buscou-se, no presente trabalho, selecionar plantas da 

família Annonaceae que fossem ativas contra M. incognita. A seguir, o objetivo 

foi isolar e identificar a(s) substância(s) produzida(s) pela espécie vegetal que 

demonstrasse(m) maior(es) toxicidade(s) ao referido nematoide.  

 

Material e Métodos 

 

Diferentes partes de plantas pertencentes à família Annonaceae (Tabela 

1) foram coletadas nos dias 21 de março de 2011 e 12 abril de 2011, entre 11h e 

12h30min, e das 8h às 12h, respectivamente, sob a supervisão de um mateiro do 

Departamento de Ciências Florestais (UFLA).  Os materiais vegetais frescos 

foram secos em estufa com ventilação forçada, a 40 oC, por 48, 72 e 96 horas, 

para folhas, cascas e frutos (bagas), respectivamente. Todos os materiais secos 

foram moídos em moinho do tipo Willey. Partes dos materiais coletados também 

foram empregadas na confecção de exsicatas, que foram depositadas no 

Herbário Esal da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG, Brasil 

(Tabela 1). 

Uma alíquota dos materiais vegetais secos e moídos (50 g) foi submetida 

a sete extrações estáticas com metanol (MeOH), sendo cada uma delas realizada 
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por 24 horas. Para a primeira extração se utilizaram 300 mL do referido 

solvente, enquanto para as demais o volume foi de 200 mL. As fases líquidas, 

que foram separadas dos materiais insolúveis por filtração em algodão hidrófilo, 

foram reunidas e concentradas em evaporador rotatório até secura. Os extratos 

obtidos após a remoção do solvente foram submetidos à partição líquido/líquido, 

sendo o procedimento conduzido de acordo com Alvarez et al. (2009). Para 

tanto, misturas de 20 mL de água com 20 mL de diclorometano (CH2Cl2) foram 

adicionadas às alíquotas de 5,0 g de cada extrato vegetal. Após agitação (10 

minutos), as misturas foram mantidas em repouso (10 minutos) e, em seguida, as 

fases solúveis em CH2Cl2 foram removidas. O procedimento de extração das 

fases aquosas foi realizado por mais duas vezes. As fases solúveis em CH2Cl2 

oriundas do mesmo material vegetal foram reunidas e tratadas com pequena 

quantidade de sulfato de sódio anidro para a remoção de água residual. Após 

filtração em algodão hidrófilo, as soluções foram concentradas em evaporador 

rotatório até a secura e liofilizadas por 24 horas. 

Para a realização dos testes in vitro com juvenis do segundo estádio 

(J2) de M. incognita, uma alíquota de cada fração solúvel em CH2Cl2 (2 mg) 

das partes vegetais das espécies selecionadas (Tabela 1) foi dissolvida em 2,0 

mL de Tween 80® a 0,01 g mL-1,  o que resultou em soluções com 

concentrações iguais a 1.000 µg mL-1. Para a obtenção dos J2 de M. incognita, 

raça 3, a serem utilizados nos experimentos, raízes de tomateiros infectados, 

mantidos em casa de vegetação, foram removidas dos substratos, lavadas, 

cortadas e trituradas em liquidificador, por 20 segundos, com solução de 

hipoclorito de sódio a 0,5 % (m/v), seguindo a técnica de Hussey e Barkey 

(1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). Os ovos retidos em peneira de 

0,025 mm de abertura (500 mesh ASTM) foram recolhidos e mantidos em 

câmara de eclosão formada por uma tela fina de 0,025 mm de abertura e funil 

de vidro. Os J2 eclodidos até 96 horas após a montagem da câmara foram 
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descartados. Recolheram-se, para emprego nos testes, somente os J2 que 

eclodiram 120 horas após a montagem da câmara.  

Para o teste de mortalidade de J2 de M. incognita, utilizaram-se placas 

de polipropileno contendo 96 cavidades de 350 µL. Para tanto, em cada 

cavidade se depositaram 20 µL de uma suspensão aquosa contendo de 20 a 30 J2 

de M. incognita e, em seguida, adicionaram-se 100 µL de cada solução das 

frações solúveis em diclorometano na concentração de 1000 µg mL-1. O 

experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, 

empregando-se cinco repetições por amostra. Como testemunhas foram 

utilizados Tween 80® a 0,01 g mL-1 e carbofuran (300 µg mL-1), o qual também 

foi solubilizado em Tween 80® a 0,01 g mL-1. As placas foram mantidas em 

câmara incubadora tipo BOD, a 25,0 ºC, por 48 horas. Em seguida, contaram-se 

os J2 móveis e imóveis, e se adicionou uma gota de solução recém-preparada de 

hidróxido de sódio (NaOH)  1,0 mol L-1 a cada cavidade. Os J2 retos e imóveis 

foram considerados mortos, enquanto os retorcidos e móveis foram considerados 

vivos. Os valores obtidos foram transformados em percentagem de J2 mortos e 

submetidos à análise de variância (ANOVA), empregando-se o programa 

computacional SISVAR. As médias foram comparadas segundo o teste de Scott 

e Knott (1974), a 5% de probabilidade. Dessa forma, definiram-se quatro 

categorias de toxicidade ou atividades nematicidas (AN) das frações, solúveis 

em diclorometano, testadas, a saber: categorias I = sem atividade, intervalo 

0≤AN≤2,2;  II = baixa atividade, intervalo 4,5≤AN≤7,7; III = atividade 

moderada, intervalo 10,5≤AN≤13,3 e IV = alta atividade, equivalente ao 

nematicida comercial Carbofuran, AN = 34,8 (Tabela 3).          

Após a análise dos resultados dos biotestes, a fração solúvel em CH2Cl2 

(FR-1), proveniente do extrato das cascas de G. australis, foi selecionada para 

dar continuidade ao trabalho, já que tal fração se apresentou ativa contra M. 

incognita. Para tanto, a referida fração foi submetida a sucessivos 
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fracionamentos por cromatografia em coluna do tipo flash (4x17 cm), 

empregando-se sílica gel 60 (230-400 mesh, Merck) como fase estacionária e 

combinações de hexano/acetato de etila (Hex/AcOEt) (97:03; 95:5; 80:20; 

40:60; 600 mL de cada), AcOEt (600 mL), AcOEt/MeOH (95:5) e MeOH (730 

mL), como eluentes. As frações obtidas foram analisadas por cromatografia em 

camada delgada (CCD) e combinadas de acordo com as similaridades 

cromatográficas, para serem concentradas até a secura em evaporador rotatório e 

liofilizadas, o que resultou em 25 subfrações: FR-1-1 a FR-1-25. A subfração 

FR-1-17 (40 mg), dissolvida em 6,0 mL de  Hex/AcOEt (20:80), foi submetida a 

fracionamento por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), realizada em 

cromatógrafo Shimadzu equipado com detector UV/VIS em arranjo de diodos 

(DAD), modelo SPD-M20A, e coluna analítica de sílica Gemini (5µm, 250 x 4,6 

mm, Phenomenex), à qual foi acoplada pré-coluna contendo a mesma fase 

estacionária. Empregou-se Hex/AcOEt (20:80) como eluente. Tal processo 

resultou na obtenção da nova subfração FR-1-17-4. A amostra FR-1-17-4 

também foi fracionada por CLAE, utilizando-se Hex/AcOEt (20:80) como 

eluente. Para tanto, aproximadamente 2 mg da amostra foram solubilizados em 

0,7 mL de  Hex/AcOEt (20:80). As frações geradas (FR-1-17-4-1 e FR-1-17-4-2) 

foram concentradas em evaporador rotatório e analisadas em CLAE-DAD.  

As frações FR-1-2 e FR-1-3 foram combinadas (massa total igual a 40 

mg) e se fracionou o material resultante por cromatografia em coluna do tipo 

flash (1x15 cm), utilizando-se Hex/AcOEt (97:03, 100 mL), AcOEt (50 mL) e 

MeOH (100 mL) como eluentes. Este procedimento resultou na obtenção das 

frações FR-1-3-1 a FR-1-3-7. 

De forma análoga, a amostra FR-1-11 (58 mg) foi fracionada por 

cromatografia em coluna (1x15 cm), empregando-se Hex/AcOEt (85:15, 100 

mL), AcOEt (100 mL) e MeOH (100 mL) como eluentes. As frações coletadas, 

após análises por CCD, foram combinadas de acordo com as similaridades 
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cromatográficas. Em seguida, foram concentradas até a secura, em evaporador 

rotatório e liofilizadas, dando origem às subfrações FR-1-11-1 a FR-1-11-9. 

A fração FR-1-21 (48,2 mg) também foi fracionada por cromatografia 

em coluna (1x16 cm) com o emprego de Hex/AcOEt (30:70, 100 mL), AcOEt 

(100 mL), AcOEt/MeOH (1:1, 100 mL) e MeOH (100 mL) como eluentes. 

Todos os referidos eluentes continham 1 % (v/v) de trietilamina. Coletaram-se 

frações que, após análises por CCD, foram combinadas de acordo com as 

similaridades cromatográficas, concentradas até a secura em evaporador 

rotatório e liofilizadas. Isto resultou na obtenção das frações FR-1-21-1 a FR-1-

21-11. 

Com vistas a obter mais material vegetal (cascas) de G. australis, foi 

realizada uma nova coleta do material botânico no dia 16 de julho de 2012, entre 

16 e 17 horas. Da mesma forma que descrito anteriormente, a nova fração 

solúvel em diclorometano (FR-2) foi submetida a teste com J2 de M. incognita e 

fracionada por cromatografia em coluna (3x17cm), utilizando-se Hex/AcOEt 

(3:1), AcOEt (100%), AcOEt/MeOH (9:1), MeOH (100%) e H2O como eluentes. 

Coletaram-se frações que foram combinadas, concentradas até a secura em 

evaporador rotatório e liofilizadas, resultando nas amostras FR-2-1 a FR-2-7.  

A amostra FR-2-3 (116 mg) foi fracionada em coluna de sílica-gel (1x17 

cm) com o emprego de CH2Cl2/AcOEt (4:6, 100 mL) e MeOH (100 mL) como 

eluentes. Em seguida, as frações coletadas foram analisadas por CCD, 

combinadas de acordo com as similaridades cromatográficas, concentradas até a 

secura em evaporador rotatório e liofilizadas, resultando nas amostras FR-2-3-1 

a FR-2-3-9. Após o ajuste das condições em CLAE-DAD, a amostra Fr-2-3-6 

(23 mg) foi dissolvida em 0,4 mL de  Hex/AcOEt (10:40) e fracionada por 

CLAE, utilizando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. As frações geradas 

foram, em seguida, concentradas em evaporador rotatório, resultando nas frações 

Fr-2-3-6-1 a Fr-2-3-6-6. 
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A fração Fr-2-3-6-2 (2 mg) também foi fracionada por CLAE-DAD, 

empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. Tal procedimento gerou 

frações que foram concentradas em evaporador rotatório: Fr-2-3-6-2-1 e Fr-2-3-

6-2-2. 

A amostra Fr-2-3-6-4 (2 mg)  também foi fracionada por CLAE-DAD, 

empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. As frações coletadas foram 

concentradas em evaporador rotatório: Fr-2-3-6-4-1 a Fr-2-3-6-4-2. De forma 

análoga, a fração Fr-2-3-6-6 (2 mg) foi fracionada por CLAE-DAD, 

empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. Obtiveram-se as seguintes 

frações: Fr-2-3-6-6-1 e Fr-2-3-6-6-2. 

Após o processo de purificação, as identificações estruturais das 

substâncias isoladas foram feitas por meio de espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN), em aparelho Varian Inova 600 equipado com 

cryoprobe (1H: 600 MHz; 13C: 151 MHz) e software VnmrJ 3.0. Para tanto, 

empregou-se clorofórmio deuterado (CDCl3, Aldrich) como solvente. 

Realizaram-se experimentos uni e bidimensionais de 1H e 13C, empregando-se os 

picos dos solventes ou do tetrametilsilano (TMS) como referência. 

 

Resultados e discussão 

 

Das dez espécies de plantas da família Annonaceae empregadas neste 

trabalho, foram obtidos 20 extratos metanólicos e as correspondentes frações 

orgânicas (solúveis em diclorometano) (Tabela 2), que apresentaram variadas 

toxicidades para os J2 de M. incognita. As frações provenientes das espécies 

Annona cacans (folhas), Annona coriacea (cascas), Annona sylvatica (cascas e 

folhas), Duguetia lanceolata (frutos), Xylopia brasiliensis (cascas) e Xylopia 

sericea (folhas e frutos) demonstraram atividade nematicida baixa (categoria II). 

Já os extratos de Annona coriacea (folhas) e Duguetia lanceolata (cascas) 
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apresentaram atividade nematicida moderada (categoria III), enquanto os extatos 

de Guatteria australis (cascas) apresentaram atividade nematicida alta (categoria 

IV), com percentagem de J2 mortos (34,9%) estatisticamente igual à observada 

para o carbofuran (31,1%), que se trata de um nematicida comercializado com o 

nome de Furadan (Tabela 3).  

Como as concentrações finais nas células da placa eram de 833 e 250 

µg/mL, para as frações testadas e para o carbofuran, respectivamente, acredita-se 

que haja grande potencial para o uso de G. australis no desenvolvimento de 

novos nematicidas. Afinal, provavelmente, a concentração da substância ativa na 

fração da referida planta deve ser de tal modo a acarretar concentração final 

inferior a 250 µg/mL na célula. Logo, esta espécie vegetal foi selecionada para 

dar continuidade ao trabalho. Para tanto, foram realizadas várias etapas de 

fracionamento por cromatografia em coluna, sempre monitoradas por análises 

por CCD, de forma a se dar preferência para a continuidade do processo de 

fracionamento às frações com menores complexidades cromatográficas e 

maiores massas. Para tornar tal processo mais eficiente, também foram feitas 

várias análises e purificações por CLAE-DAD que, em geral, apresentaram 

resultados melhores que a cromatografia em coluna e CCD. As massas das 

frações obtidas em cada etapa do processo podem ser observadas nas Tabelas 4, 

5, 6 e 7.  

Vale mencionar que, para dar prosseguimento ao trabalho, foi necessário 

obter maior quantidade da fração solúvel em diclorometano (FR-2) do extrato 

das cascas de G. australis, que também apresentou atividade nematicida (Tabela 

8), o que confirmou os resultados anteriores, embora a percentagem de J2 

mortos tenha sido menor que a do material anteriormente estudado. Tal variação 

parece normal, já que dados da literatura revelam que a produção de metabólitos 

secundários e a consequente atividade biológica são bastante influenciadas por 

fatores ambientais, tais como clima, tipo de solo, além do local, época e horário 
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da coleta (Cechinel Filho, 1998). Também vale mencionar que a atividade 

observada para o carbofuran neste teste foi bem mais elevada que a descrita 

anteriormente, o que também parece um resultado razoável, se for levado em 

consideração o fato de que a concentração do referido nematicida também foi 

maior. No teste anterior (Tabela 3) era de 250 µg/mL, enquanto a concentração 

utilizada no novo teste (Tabela 8) foi de 350 µg/mL.  

O procedimento adotado para o fracionamento da amostra FR-2 foi 

similar ao empregado para a FR-1 (Tabelas 9 e 10).  Em decorrência, a 

purificação da fração solúvel em CH2Cl2 das cascas de G. australis permitiu 

isolar quatro substâncias: FR-1-21-4 (substância 1), FR-1-17-4-2 (substância 2), 

FR-2-3-6-2-2 (substância 3) e FR-2-3-6-6-2 (substância 4), como pode ser 

observado nos esquemas gerais (Figuras 1 e 2).  

Os dados de RMN extraídos dos espectros de 1H e 13C, bem como das 

correlações homo e heteronucleares, permitiram atribuir a estrutura do alcaloide 

lisicamina à substância 1. Tal atribuição foi confirmada pela comparação dos 

dados de RMN com aqueles disponíveis na literatura para a mencionada 

substância (Tabela 11). Dentre os sinais observados, cabe destacar, inicialmente, 

aqueles acima de 7,20 ppm no espectro de 1H, que são característicos de 

sistemas aromáticos, enquanto os singletos em 4,08 e 4,00 ppm, no mesmo 

espectro, sugerem a presença de grupos metóxi. O sinal em 182,9 ppm no 

espectro de 13C é condizente com a presença de uma carbonila na estrutura, 

enquanto o alto valor de deslocamento químico do dupleto em 8,88 ppm no 

espectro de 1H é bastante comum em sistemas aporfínicos (Figura 3). 

A partir dos dados de RMN extraídos dos espectros de 1H e 13C, e das 

correlações homo e heteronucleares, foi possível atribuir a estrutura da trans-N-

feruloiltiramina à substância 2. Tal elucidação foi confirmada por meio de 

comparação dos dados de RMN da substância purificada com aqueles 

disponíveis na literatura (Tabela 12). Dentre os dados obtidos, vale mencionar 
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que no espectro de 1H se podem observar sinais acima de 6,6 ppm, o que 

indicava a presença de sistemas aromáticos. Os sinais em 6,16 e 7,53 ppm,  com 

constantes de acoplamento iguais a 15,4 Hz, pareciam característicos de 

hidrogênios olefínicos vicinais, acoplados entre si em configuração trans. E 

ainda, o sinal em, aproximadamente, 3,9 ppm sugeria a presença de grupo 

metóxi na estrutura. O sinal em 166,11 ppm no espectro de 13C indicava a 

presença de ácido carboxílio, éster carboxílico ou amida na estrutura (Figura 3). 

Os dados de RMN extraídos dos espectros de 1H e 13C, bem como das 

correlações homo e heteronucleares, também permitiram atribuir a estrutura do 

alcaloide 8-oxopseudopalmatina à substância 4. Tal atribuição foi confirmada 

pela comparação dos dados de RMN com aqueles disponíveis na literatura para a 

referida substância (Tabela 13). Dentre os sinais observados, cabe destacar, 

inicialmente, aqueles entre 3,95 e 4,30 ppm no espectro de 1H, que são 

característicos de prótons pertencentes a grupos metóxi aromáticos, enquanto os 

singletos entre 6,75 e 7,81 ppm correspondem a prótons aromáticos. O sinal em 

161,5 ppm no espectro de 13C é condizente com a presença de uma carbonila de 

um grupo amida na estrutura, enquanto os valores de deslocamentos químicos 

para os carbonos em 28,2 e 39,7 ppm sugerem a presença de grupos metil em 

sistemas cíclicos contendo átomos de nitrogênio, corroborando a estrutura de um 

alcaloide (Figura 3). 

Quanto à substância 3, aparentemente se trata de um alcaloide com 

estrutura química inédita, o que implicará no emprego de outras técnicas de 

identificação para complementar os dados de RMN. 

 

Conclusões 

 

Dentre as frações solúveis em CH2Cl2 de extratos de  anonáceas testadas 

contra M. incognita, aquelas provenientes das espécies A. cacans (folhas), A. 
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coriacea (cascas e folhas), A. sylvatica (cascas e folhas), D. lanceolata (cascas e 

frutos), X. brasiliensis (cascas), X. sericea (folhas e frutos) e G. australis 

(cascas) apresentaram atividade nematicida. No entanto, foi possível selecionar 

G. australis (cascas), já que tal espécie se mostrou bastante promissora para o 

desenvolvimento de novos produtos para o controle do referido nematoide. O 

fracionamento da referida fração resultou no isolamento de quatro alcaloides, 

sendo identificados três até o presente momento: lisicamina, trans-N-

feruloiltiramina e 8-oxopseudopalmatina. O quarto alcaloide isolado ainda se 

encontra em fase de identificação. Estudos posteriores deverão ser realizados 

para avaliar a atividade nematicida das substâncias isoladas contra M. incognita. 
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Tabela 1 Espécies de plantas da família Annonaceae e suas partes vegetais 

utilizadas para a prospecção de moléculas ativas contra Meloidogyne 
incognita 

Nome científico Parte coletada Número de exsicataa 
Annona cacans Warm. Folhas 27639 
Annona coriacea Mart. Cascas e folhas 27640 
Annona neolaurifolia H. Rainer Cascas e folhas 27638 

Annona sylvatica A.St.-Hil. 
Cascas 
Folhas 

27647 

Duguetia arenicola Maas Folhas 27637 

Duguetia lanceolata A. St.-Hil. 
Folhas, frutos e 

cascas 
27629 

Guatteria australis A.St.-Hil. 
 

Cascas e folhas 27645 

Xylopia brasiliensis Spreng. 
 

Cascas e folhas 27636 

Xylopia emarginata Mart. 
 

Cascas e folhas - 

Xylopia sericea A.St.-Hil. 
 

Folhas, cascas e 
frutos 

27646 
a As exsicatas foram depositadas no Herbário Esal, da Universidade Federal de Lavras, 
Lavras, MG, Brasil. 
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Tabela 2 Espécies vegetais empregadas no presente estudo e massas (fresca e seca) das partes empregadas no processo, 
dos extratos metanólicos obtidos e das frações solúveis em diclorometano dos mesmos 

Espécies Aa Bb Cc Dd Ee Ff Gg Hh 
Annona cacans Warm. Folhas 669 242 50,1 9,4 5,14 1,13 21,9 

Folhas 952 354 50,6 6,0 5,00 1,09 2,9 Annona coriacea Mart. 
 Cascas 730 174 50,3 3,1 2,03 0,12 5,7 

Folhas 590 175 50,5 6,9 5,02 1,54 30,6 Annona neolaurifolia H. Rainer 
 Cascas 818 266 49,8 6,4 5,01 1,29 25,8 

Folhas 1.023 437 50,5 11,4 5,05 0,97 19,2 Annona sylvatica A.St.-Hil. 
 Cascas 1.381 415 52,2 6,35 5,00 0,42 8,4 
Duguetia arenicola Maas Folhas 553 277 50,2 8,9 5,05 0,81 16,1 

Folhas 606 263 50,4 9,0 5,03 1,61 32,0 
Cascas 964 290 53,9 7,3 5,02 0,42 8,3 

Duguetia lanceolata A. St.-Hil. 
 

Frutos 1.354 367 50,6 6,8 4,99 0,96 19,4 
Folhas 519 215 50,1 6,1 5,09 1,02 19,9 Guatteria australis A.St.-Hil. 

 Cascas 1247 311 49,5 3,4 2,50 0,16 6,3 
Folhas 697 275 50,3 9,4 5,07 2,13 41,9 Xylopia brasiliensis Spreng. 

 Cascas 1.116 377 50,0 5,4 2,49 0,90 36,1 
Folhas 916 450 50,5 13,0 5,07 0,92 18,1 Xylopia emarginata Mart. 

 Cascas 905 329 50,4 7,5 5,03 1,78 35,3 
Folhas 669 873 50,3 10,9 4,95 0,78 15,8 
Cascas 952 454 51,1 12,6 5,28 1,12 21,1 

Xylopia sericea A.St.-Hil. 
 

Frutos 730 233 52,5 14,0 5,22 2,40 46,0 
a Parte da planta empregada no presente estudo; b massa (g) fresca da parte coletada; c massa (g) da parte coletada, após secagem em 
estufa, a 40 oC; d massa (g) da parte coletada, após secagem em estufa, que foi empregada no preparo do extrato metanólico; e massa 
(g) do extrato metanólico; f massa (g) do extrato metanólico que foi empregada na partição entre água e diclorometano; g massa (g) 
da fração solúvel em diclorometano do extrato metanólico da planta; h rendimento (%) da fração solúvel em diclorometano, em 
relação à massa de extrato metanólico empregado na partição entre água e diclorometano 
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Tabela 3 Mortalidade in vitro de juvenis do segundo estádio (J2) de Meloidogyne 
incognita expostos às frações solúveis em diclorometano dos extratos 
metanólicos de anonáceas 

Tratamentos Partes coletadas J2 mortos (%)* 
Annona cacans  folhas 5,4 II 

cascas 4,5 II Annona coriacea  
folhas 10,5 III 
folhas 0,00 I Annona neolaurifolia  

 cascas 2,2 I 
cascas 5,8 II Annona sylvatica  

 folhas 7,6 II 
Duguetia arenicola  folhas 1,6 I 

cascas 13,3 III 
folhas 0,0 I 

Duguetia lanceolata  
 
 frutos 5.5 II 

cascas 34,8 IV Guatteria australis  
 folhas 2,1 I 

cascas 6,1 II Xylopia brasiliensis  
 folhas 1,9 I 

folhas 0,0 I Xylopia emarginata  
 cascas 0,0 I 

cascas 0,0 I 
folhas 4,7 II 

Xylopia sericea  
 

frutos 7,7 II 
Tween 80 (controle) 0,0 I 
Carbofuran (controle) 31,11IV 

* Médias seguidas pelos mesmos números não diferem estatisticamente entre si, de 
acordo com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 
Categoria relacionada à atividade nematicida: I = sem atividade, II = baixa atividade, III 
= atividade moderda, IV = alta atividade 
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Tabela 4 Códigos e massas das frações obtidas após fracionamento, em coluna 
de sílica, da fração solúvel em CH2Cl2 do extrato metanólico das cascas 
de Guateria australis 

Eluente Código Massa(mg) 
Hex/AcOEt (97:03) FR1-1 1,0 

FR1-2 35,2 
FR1-3 6,4 

 

FR1-4 3,4 
Hex/AcOEt (97:03) e 
Hex/AcOEt (95:05) 

FR1-5 6,7 

FR1-6 22,7 Hex/AcOEt (95:05) 
FR1-7 8,4 
FR1-8 19,1 
FR1-9 24,1 
FR1-10 15,1 
FR1-11 58,4 

 
Hex/AcOEt (80:20) 

FR1-12 27,7 
Hex/AcOEt (80:20) e 
Hex/AcOEt (40:60) 

FR1-13 40,8 

FR1-14 22,4 
FR1-15 57,6 

 
Hex/AcOEt (40:60) 

FR1-16 22,8 
Hex/AcOEt (40:60) e 

AcOEt (100%) 
FR1-17 45,8 

FR1-18 15,4 AcOEt (100%) 
FR1-19 17,9 

AcOEt (100%) e 
AcOEt/MeOH (95:05) 

 
FR1-20 

 
37 

FR1-21 48,2 AcOEt/MeOH (95:05) 
FR1-22 13,8 

AcOEt/MeOH (95:05) e 
MeOH (100%) 

 
FR1-23 

 
150,9 

FR1-24 20,1 MeOH (100%) 
FR1-25 46,2 

H2O FR1-26 8,3 
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Tabela 5 Códigos e massas das frações obtidas após fracionamento das amostras 
FR-1-2 e FR-1 3  

Eluente Código Massa (mg) 
FR-1-3-1 19,4 Hex/AcOEt (97:03) 

FR-1-3-2 14,0 
Hex/AcOEt (97:03) e AcOEt 100% FR-1-3-3 0,8 
AcOEt 100% FR-1-3-4 1,2 
AcOEt 100% FR-1-3-5 0,5 

MeOH 100% FR-1-3-6 5,8 
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Tabela 6 Códigos e massas das frações obtidas após fracionamento da amostra 
FR-1-11 

Eluente 
Frações 

agrupadas 
Código Massa (mg) 

1-5 FR-1-11-1 3,1 
6-8 FR-1-11-2 6,0 

9 e 10 FR-1-11-3 11,0 
11-15 FR-1-11-4 23,7 

 
 
Hex/AcOEt (85:15) 

16-18 FR-1-11-5 1,3 
Hex/AcOEt (85:15) e AcOEt 
100% 

19-22 FR-1-11-6 1,0 

23 e 24 FR-1-11-7 7,2 AcOEt 100% 
25-31 FR-1-11-8 7,0 

AcOEt 100% e MeOH 100 % MeOH FR-1-11-9 3,6 
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Tabela 6 Códigos e massas das frações obtidas após fracionamento da amostra 
FR-1-11 

Eluente 
Frações 

agrupadas 
Código Massa (mg) 

1-5 FR-1-11-1 3,1 
6-8 FR-1-11-2 6,0 

9 e 10 FR-1-11-3 11,0 
11-15 FR-1-11-4 23,7 

 
 
Hex/AcOEt (85:15) 

16-18 FR-1-11-5 1,3 
Hex/AcOEt (85:15) e AcOEt 
100% 

19-22 FR-1-11-6 1,0 

23 e 24 FR-1-11-7 7,2 AcOEt 100% 
25-31 FR-1-11-8 7,0 

AcOEt 100% e MeOH 100 % MeOH FR-1-11-9 3,6 
 

 

Tabela 7 Códigos, massas e aspectos das frações obtidas após 
fracionamento da amostra FR-1-21  

Eluente Código Massa (mg) 
FR-1-21-1 1,4 Hex/AcOEt (30:70) /1% de 

trietilamina FR-1-21-2 1,5 
Hex/AcOEt (30:70) /1% de 
trietilamina e AcOEt/1% de 

trietilamina 

FR-1-21-3 4,2 

FR-1-21-4 1,0 AcOEt/1% de trietilamina 
FR-1-21-5 1,3 
FR-1-21-6 30,5 
FR-1-21-7 2,8 
FR-1-21-8 2,9 
FR-1-21-9 2,4 

 
 

AcOEt/MeOH  (1:1) /1% de 
trietilamina 

FR-1-21-10 2,0 
MeOH 100% FR-1-21-11 5,4 
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Tabela 8 Mortalidade de juvenis do segundo estádio (J2) de Meloidogyne 
incognita expostos às frações provenientes do particionamento do 
extrato metanólico entre água e diclorometano (CH2Cl2) 

Tratamento J2 mortos (%) 
Carbofuran (controle) 91,7 c 
Fração aquosa 7,7 a 
Fração insolúvel 8,4 a 
Fração CH2Cl2 21,4 b 

*Médias seguidas com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si, de acordo 
com o teste de Scott e Knott, a 5% de significância 
 

 

Tabela 9 Códigos, massas e características das frações obtidas após 
fracionamento da amostra FR2 por cromatografia em coluna de 
sílica do tipo flash 

Eluente Código Massa (mg) 
Hex/AcOEt (3:1) --------- --------- 
Hex/AcOEt (3:1) FR2-1 213,6 
Hex/AcOEt (3:1) e  AcOEt (100%) FR2-2 33,1 
AcOEt (100%) FR2-3 116,1 
AcOEt/MeOH (9:1) FR2-4 73,3 
AcOEt/MeOH(9:1) FR2-5 147,3 
MeOH (100%) FR2-6 55,5 
H2O FR2-7 23,2 

 

 

Tabela 10 Códigos e massas das frações obtidas após fracionamento da amostra 
Vi-02-105-03 por cromatografia em coluna de sílica do tipo flash 

Eluente Código Massa (mg) 
FR2-3-1 1x10-4 
FR2-3-2 4x10-4 
FR2-3-3 16,9 
FR2-3-4 15,8 
FR2-3-5 12,8 
FR2-3-6 23,2 
FR2-3-7 3,0 

 
 
 
CH2Cl2/AcOEt (4:6) 

FR2-3-8 9,3 
MeOH (100%) FR2-3-9 36,1 
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Tabela 11 Dados de RMN de 1H (600 MHz) e de 13C (151 MHz) obtidos para a amostra substância 1 (lisicamina isolada 
no presente trabalho) e dados da literatura para o alcaloide lisicamina. Em todos os casos, CDCl3 foi utilizado 
como solvente 

Dados espectrais da lisicamina 
Substância 1 Literatura (300 

MHz)1 
Literatura (500 MHz) 2 Posição do átomo de 

carbono 
 1H  13C 1H  1H  13C 
1 --- 156,9 --- --- 157,5 

1-OCH3 4,11 (3 H, s) 56,2 4,08 (3 H, s, OCH3) 4,10 (3H, s, OCH3) 56,3 
2-OCH3 4,03 (3H, s) 60,7 4,00 (3 H, s, O CH3) 4,02 (3H, s, OCH3) 60,2 

2 --- 152,1 --- --- 152,8 
3a --- 135,6 --- --- 135,5 
3 7,24 (1 H, s) 106,4 7,20 (1H, sl) 7,24 (1H, s) 106,6 
4 7,82 (1 H, d, J= 5,3 Hz) 123,6 7,78 (1H, dl, J=5,2 Hz) 7,84 (1H, d, J=5,0 Hz) 123,8 
5 8,92 (1 H, d, J=5,2 Hz)  8,88 (1H, d, J=5,2 Hz) 8,92 (1H, d, J=5,0Hz) 144,9 
6a --- 145,1 --- --- 145,4 
7a --- 132,1 --- --- 132,2 
7 --- 182,7 --- --- 182,9 
8 8,60 (1 H, ddd, J1=0,4 Hz, 

J2= 1,6 Hz, J3= 7,9 Hz) 
128,9 8,56 (1H, dd, J=7,9 e 

1,2 Hz) 
8,61 (1H, dd, J=5,6 e 

0,7 Hz) 
129,0 

9 7,59 (1 H , ddd, J1= 1,1, J2= 
7,2 Hz, J3= 7,8 Hz) 

128,8 7,56 (1H, td, J=7,9 e 
1,2 Hz) 

7,60 (1H, ddd, J=8,4, 
8,4, 1,4 Hz) 

128,6 

10 7,78 (1 H , ddd, J1= 1,6, J2= 
7,2 Hz, J3= 8,3 Hz) 

134,3 7,76 (1H, td, J=7,9 e 
1,2 Hz) 

7,78 (1H, ddd, J=8,4, 
8,4 e 1,4 Hz) 

134,2 

11 9,19 (1 H, ddd, J1=0,6 Hz, 
J2= 1,1 Hz, J3=8,3 Hz) 

128,5 9,16 (1H, dl, J=7,9 Hz) 9,19 (1H, dd, J=5,5 e 
0,7 Hz) 

128,4 

11a --- 134,4 --- --- 134,4 
1a --- 120,0 --- --- 120,0 
1b --- 122,3 --- --- 122,3 

1 Siqueira, et al. (1998) 

2 Khairana, et al. (2012) 
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Tabela 12 Dados de RMN de 1H (600 MHz) e de 13C (151 MHz) obtidos para a amostra substância 2 (trans- N-
feruloiltiramina isolada no presente trabalho) e dados da literatura para o alcaloide trans-N-feruloiltiramina. 
Todos foram obtidos em CDCl3 

Dados espectrais para a trans-N-feruloiltiramina  
Substância 2 Literatura 

(200 MHz, CDCl3)
1 

Literatura 
(400 MHz, CDCl3)

2 

 
Posição do átomo de 

carbono 
1H  13C 1H  13C 1H  13C 

1 (C) 166,11 --- 167,04 --- 169,5 --- 
2 (CH) 118,03 6,16 (1H, d, J=15,4 Hz) 117,47 6,16 (d, J=15,8 Hz) 118,8 6,40 (d, J=15,6 Hz) 
3 (CH) 142,05 7,53 (1H, d, J=15,4 Hz) 140,89 7,37 (d, J=15,8 Hz) 142,0 7,90 (d, J=15,6 Hz) 
4 (C) 127,26 --- 126,82 --- 128,2 --- 

5 (CH) 109,48 6,97 (1H, d, J=1,8 Hz) 109,70 6,90 (d, J=2,1 Hz) 111,6 7,06 (d, J=2,0 Hz) 
6 (C) 146,57 --- 147,2 --- 144,2 --- 
7 (C) 147,37 5,79 (1H, s) 147,69  149,7  

8 (CH) 114,60 6,89 (1H, d, J=8,2 Hz) 115,17 6,68 (d, J=8,3 Hz) 116,5 6,78 (d, J=8,0 Hz) 
9 (CH) 122,09 7,04 (1H, dd, J=1,6 e 8,2 Hz) 121,89 6,93 (brd, J=8,3 Hz) 123,2 7,00 (dd, J=8,0 e 1,6 Hz) 

3,62 (1H, d, J=6,8 Hz) 40,89 3,43 (t, J=7,2 Hz) 42,5 3,45 (t, J=7,2 Hz) 1’ (CH2) 40,83 
3,60 (1H, d, J=6,8 Hz)  ---  --- 

2’ (CH2) 34,72 2,81 (1H, t, J=6,8 Hz) 34,41 2,67 (t, J=7,2 Hz) 35,8 2,73 (t, J=7,6 Hz) 
3’ (C) 130,89 --- 129,68  131,5  

4’/8’(CH) 129,87 7,09 (1H, m) 129,53 6,96 (d, J=8,3 Hz) 131,3 7,03 (d, J=8,2 Hz) 
  7,08 (1H, m)  ---  --- 

6,80 (1H, m) 114,91 6,68 (d, J=8,3 Hz) 116,5 6,71 (d, J=8,6 Hz) 5’/7’ (CH2) 115,48 
6,79 (1H, m)  ---  --- 

6’ (C) 154,28 --- 155,17 --- 156,8 --- 
OCH3 55,89 3,91 (1H, s) 55,56 3,79 (s) 56,4 3,84 (s) 
NH --- 5,52 (1H, t, J=5,6 Hz)  ---  --- 

1Cavalcante et al. (2010) 

2Wang et al. (2012) 
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Tabela 13 Dados de RMN de 1H (600 MHz) e de 13C (151 MHz) obtidos para a 
substância 4 (8-oxopseudopalmatina) isolada no presente trabalho e 
dados da literatura para o referido alcaloide. Todos foram obtidos em 
CDCl3 

Substância 4 Literatura 
(400 MHz, CDCl3)

1 
Posição do 
átomo de 
carbono 

 
δ 13C δ

 1H δ 13C δ
 1H 

14 161,5  161,5  
10 153,5  153,3  
16 150,2  149,9  
11 149,0  148,9  
17 148,4  148,3  
6 136,2   136,1  
13 132,1  132,1  
4 128,4  128,3  
5 122,4  122,4  
8 118,6  118,4  
15 110,5  6,75 (s, 1H) 110,6 6,75 s 
12 107,8  7,81 (s, 1H) 108,0 7,84 s 
18 107,6  7,25 (s, 1H) 107,9 7,26 s 
9 105,9  6,95 (s, 1H) 105,7 6,95 s 
7 101,1  6,84 (s, 1H) 101,1 6,86 s 

OCH3 56,2 4,03 (s, 3H) 56,2 4,03 s 
OCH3 56,2 4,02 (s, 3H) 56,1 4,02 s 
OCH3 56,2 3,99 (s, 3H) 56,3 3,99 s 
OCH3 56,2 3,95 (s, 3H) 56,2 3,95 s 

2 39,7  4,37 (t, J=6,2 
Hz, 2H) 

39,8 4,38 m 

3 28,2  2,95 (t, J=6,2 
Hz, 2H) 

28,1 2,95 m 

1 Costa, et al., 2010 
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1) Fracionamento em 
coluna de sílica gel do 
tipo flash. 

2) Fracionamento em 
coluna de sílica gel do 
tipo flash. 

3) Análise por CCD. 

Fracionamento em  
coluna de sílica 

gel do tipo flash. 

Fracionamento em  
coluna de sílica 
gel do tipo flash. 

25 frações 

Fracionamento  
por CLAE-DAD 

Fracionamento em coluna de sílica 
gel do tipo flash. 

Análise por CCD 

Fracionamento em coluna de sílica 
gel do tipo flash. 

1) Análise por CCD, 
2) Evaporador rotatório. 

141 frações 

26 novas frações 

FR1-17-4 
 

FR1  
(800 mg) 

FR1-17 

FR-1-17-4-2 
(trans-N-feruloiltiramina) 

Vi-02-134-02  + 
 Vi-02-134-03 

31 frações 

1) Análise por CCD, 
2) Evaporador rotatório. 

FR1-11 

1) Análise por CCD, 
2) Evaporador rotatório. 

9 frações 

FR1-21 

11 frações 
 

FR1-21-4 
 (lisicamina) 

6 frações 

 

Figura 1 Esquema geral do processo de purificação da fração solúvel em CH2Cl2 
(FR1) das cascas de Guateria australis (primeira coleta) 
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1) Fracionamento  
     por CLAE-DAD, 

2) Evaporador rotatório. 
 

1) Fracionamento por CLAE-DAD, 
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7 frações 

FR2-3-6  
 (23 mg) 

9 frações 

FR2 (800 mg) 

FR2-3  
(116 mg) 

FR2-3-6-4 
 (2 mg) 

 

2 frações 
 

FR2-3-6-6 
(2 mg) 

 

FR2-3-6-2 
(2 mg) 

6 frações 

FR-2-3-6-2-2  
(pura, não identificada) FR2-3-6-6-2 

 (oxopseudopalmatina) 
 

Figura 2 Esquema geral do processo de purificação da fração solúvel em CH2Cl2 
(FR2) das cascas de Guateria australis (segunda coleta) 
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Figura 3 Estruturas dos alcaloides, lisicamina (substância 1), trans-N-feruloiltiramina (substância 2) e 8-
oxopseudopalmatina (substância 4) presentes na fração solúvel em CH2Cl2 do extrato bruto das cascas de 
Guateria australis 
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ANEXOS 

Anexo Título Página 
FIGURA 1A Espectro de RMN 1H da substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em 

CDCl3, 600 MHz 
77 

FIGURA 1B Espectro de RMN 13C de substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em 
CDCl3, 151 MHz 

78 

FIGURA 1C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da substância 2 
(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600 MHz 

79 

FIGURA 1C’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da 
substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600 MHz 

 

FIGURA 1D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) da substância 2 
(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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FIGURA 1D’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) 
da substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 

 

FIGURA 1E Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) da substância 2 
(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 

81 

FIGURA 1E’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) 
da substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 

 

FIGURA 2A Espectro de RMN 1H da substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600 
MHz 
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FIGURA 2B Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da substância 1 
(lisicamina) em CDCl3, 600 MHz 
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FIGURA 2B’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da 
substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600 MHz 

 

FIGURA 2C Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de 1-21-4 
(lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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FIGURA 2C’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) 
de 1-21-4 (lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 

 

FIGURA 2D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) da substância 1 
substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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FIGURA 3A Espectro de RMN 1H da substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em 
CDCl3, 600 MHz 
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FIGURA 3A’ Primeira ampliação do espectro de RMN 1H da substância 4 (8-
oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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FIGURA 3 A’’ Segunda ampliação do espectro de RMN 1H de substância 4 (8-
oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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FIGURA 3B Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de substância 4 
(8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 

89 

FIGURA3B’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de 
substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 

90 

FIGURA 3C  Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C a longa distância 
(HMBC) de substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 

600x151 MHz 
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FIGURA 3C’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C a longa 
distância (HMBC) de substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em 

CDCl3, 600x151 MHz 
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FIGURA 3D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de substância 4 
(8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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FIGURA 3D’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) 
de substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600x151 MHz 

94 



81 

 

 

Figura 1A Espectro de RMN 1H de substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em 
CDCl3, 600 MHz 
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Figura 1B Espectro de RMN 13C de substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em 
CDCl3, 151 MHz 

 

 

Figura 1C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de substância 2 
(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 1C’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de 
substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600 MHz 

 

 

Figura 1D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de substância 2 
(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 1D’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) 
de substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 

 

 
Figura 1E Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de substância 2 

(trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 1E’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de 

substância 2 (trans-N-feruloiltiramina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 2A Espectro de RMN 1H de substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600 

MHz 
 

 
Figura 2B Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de substância 1 

(lisicamina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 2B’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de 

substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600 MHz 
 

 

Figura 2C Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de substância 1 
(lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 2C’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) 

de substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
 

 
Figura 2D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de substância 1 

(lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 2D’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de 

substância 1 (lisicamina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 3A Espectro de RMN 1H da substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em 
CDCl3, 600 MHz 
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Figura 3’ Ampliação do espectro de RMN 1H da substância 4 (8-
oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 3A’’ Ampliação do espectro de RMN 1H da substância 4 (8-
oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 3B Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da substância 4 (8-
oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 3B’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) da 
substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600 MHz 
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Figura 3C Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C a longa distância (HMBC) 
da substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 3C’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C a longa 
distância (HMBC) da substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em 
CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 3D Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) da substância 4 
(8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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Figura 3D’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) da 
substância 4 (8-oxopseudopalmatina) em CDCl3, 600x151 MHz 
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SUBSTANCES ACTIVE AGAINST Meloidogyne SPP. PRODUCED BY 

Cryptocarya aschersoniana Mez. (Lauraceae Juss.) 

 

Abstract  

 

In a previous study, substances with nematicidal properties were detected in the 

bark of Cryptocarya aschersoniana. Continuing such study, the methanol extract 

from this plant underwent fractionation guided by in vitro assays with the plant-

parasitic nematode Meloidogyne exigua.  Two active compounds were isolated 

and identified by spectroscopic methods as (E)-6-estirilpiran-2-one and (R)-

goniotalamina. The latter compound was also active against Meloidogyne 

incognita, reducing the number of eggs of this nematode in tomato plants. In 

silico studies carried out with both substances and the enzyme aspartate 

ammonia lyase, which was extracted from the genome of Meloidogyne hapla 

and modeled using computational methods, suggested that these substances act 

against nematodes by binding to a cavity close to the active site of this enzyme. 

 

Keywords: Lauraceae; root-knot nematode; (R)-goniothalamin; (E)-6-

estyrylpyran-2-one; docking.  
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INTRODUÇÃO 

 

Um dos grandes problemas enfrentados pela agricultura mundial diz 

respeito aos nematoides parasitas de plantas, principalmente aqueles do gênero 

Meloidogyne, que estão distribuídos pelo mundo todo e atacam praticamente 

todas as plantas cultiváveis, acarretando prejuízos que excedem os 10 bilhões de 

dólares por ano, em todo o mundo (WILLIAMSON e KUMAR, 2006). No caso 

específico do Brasil, as espécies Meloidogyne exigua Goeldi e Meloidogyne 

incognita (Kofoid and White) Chitwood são responsáveis por elevadas perdas 

para culturas de grande importância econômica e social, como café e soja 

(RANDIG et al., 2004; DIAS et al., 2010).  

Para controlar os referidos nematoides, geralmente se faz uso de 

nematicidas comerciais que, além de aumentarem os custos de produção, podem 

contaminar o ambiente e o homem com substâncias de elevada toxicidade. Uma 

das possibilidades para contornar tal problema diz respeito ao emprego de 

produtos de origem vegetal, já que algumas plantas são capazes de produzir 

metabólitos com ação nematicida (OLIVEIRA et al., 2007). Dessa forma, as 

plantas representam um grande potencial para o desenvolvimento de novos 

produtos de baixa toxicidade e menos onerosos para o controle de 

fitonematoides. Em decorrência, o Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da 

UFLA realizou uma série de testes para identificar espécies vegetais produtoras 

de substâncias ativas contra M. exigua. Com isso, foi possível selecionar 

Cryptocarya aschersoniana Mez (Lauraceae Juss.), cujos extratos apresentaram 

ação nematicida sobre o referido nematoide.  

Estudos fitoquímicos têm demonstrado que o gênero Cryptocarya é 

reconhecido por produzir vasta gama de compostos bioativos, dentre os quais se 

destacam flavonoides, piranos, alcaloides aporfínicos e benzilisoquinolínicos e 

lignanas. Tais compostos têm atividades citotóxicas, antioxidantes, 



103 

 

antituberculose (CHOU et al., 2010; 2011) e antitumoral (MERAGELMAN et 

al., 2009; GIOCONDO et al., 2009), dentre outras. Apesar disso, nenhum relato 

foi encontrado, na literatura, sobre a produção de substâncias com atividade 

nematicida por parte de espécies do referido gênero. Consequentemente, o 

objetivo inicial do presente trabalho foi isolar e identificar as substâncias ativas 

contra Meloidogyne spp. produzidas por C. aschersoniana. Em seguida, com o 

uso de técnicas computacionais, buscou-se identificar o alvo enzimático de tais 

substâncias nos nematoides. 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Materiais e equipamentos utilizados  

 

Foram empregados como solventes Hex, AcOEt, MeOH, Tween 80 e 

CHCl3 de grau analítico (P.A.), EtOH UV/HPLC espectroscópico (Vetec), CDCl3 

(Aldrich) e água destilada.  

Para as análises por cromatografia em camada delgada (CCD), 

utilizaram-se placas de alumínio recobertas com sílica gel (Merck) impregnada 

com indicador de fluorescência UV 254 nm. As substâncias foram reveladas nas 

placas de CCD com luz UV, vapor de iodo e solução de ácido fosfomolíbdico a 

0,05 g mL-1 em etanol. Empregou-se sílica gel do tipo flash (230-400 mesh, 

Merck) nos fracionamentos por cromatografia em coluna (CC). As análises por 

espectroscopia no UV-Vis foram realizadas em espectrofotômetro SP-22, 

Biospectro. Para a realização dos testes in vitro, utilizou-se o nematicida 

comercial carbofuran (2,2-dimetil-2,3-di-hidro-1-benzofuran-7-ilcarbamato de 

metila, Aldrich 98 %), como testemunha positiva.  
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Preparo do extrato vegetal 

 

Cascas do caule de C. aschersoniana foram coletadas no campus da 

Universidade Federal de Lavras (UFLA), no dia 1º de junho de 2009, de um 

único indivíduo com, aproximadamente, 20 m de altura, que não apresentava 

doenças nem frutos. As cascas coletadas foram secas em estufa com ventilação e 

renovação de ar, por 48 horas, na temperatura de 40 ºC. Em seguida, foram 

moídas, originando 1 kg de material que, em seguida, foi submetido à extração 

exaustiva com MeOH por maceração estática. Para a primeira extração foram 

utilizados 2.700 mL de MeOH, enquanto para as cinco seguintes foram 

utilizados, aproximadamente, 1.300 mL de MeOH. Os filtrados obtidos foram 

reunidos e a solução resultante foi concentrada até a secura em evaporador 

rotatório e, em seguida, liofilizada, dando origem a 63,92 g de extrato bruto 

seco. Uma alíquota (2 mg) do extrato seco foi dissolvida em 1,0 mL de Tween 

80® a 0,01 g mL-1, para ser submetida a testes in vitro com juvenis do segundo 

estádio (J2) de M. exigua. 

 

Fracionamento do extrato bruto 

 

Inicialmente, o estrato bruto das cascas de C. archersoniana (60 g) foi, 

subsequentemente, submetido a extrações com Hex (4 x 300 mL), AcOEt (4 x 

300 mL) e MeOH (4 x 300 mL). As três frações líquidas obtidas foram 

concentradas em evaporador rotatório e liofilizadas, dando origem a resíduos 

dos quais foram removidas alíquotas de 2 mg para serem dissolvidas em 1,0 mL 

de Tween 80® a 0,01 g mL-1 e  serem submetidas a testes in vitro com J2 de M. 

exigua. 

Uma parte (9,80 g) da fração solúvel em AcOEt foi misturada com 20 g 

de sílica gel e adicionada ao topo de uma coluna com aproximadamente 7 x 15 
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cm de sílica gel, por meio da qual se eluíram sucessivamente 500 mL de cada 

uma das seguintes combinações de eluentes: Hex/AcOEt (95:5), Hex/AcOEt 

(65:35), AcOEt (puro), AcOEt/MeOH (90:10), MeOH (puro) e água. Coletaram-

se frações de 500 mL (F1-F4) e de 250 mL (F5-F8), que foram cobinadas de 

acordo com os perfis observados por análise por CCD, o que resultou em oito 

novas frações após remoção dos solventes em evaporador rotatório e 

liofilização. Alíquotas de 1 mg de todas as oito frações (F1-F8) foram 

dissolvidas em 1,0 mL de Tween 80® a 0,01 g mL-1, para serem submetidas a 

teste in vitro com J2 de M. exigua. 

Parte (1 g) da terceira fração (F3) foi fracionada em coluna com 5x15 

cm de sílica, empregando-se os seguintes eluentes: Hex/AcOEt (80:20, 1000 

mL), Hex/AcOEt (70:30, 1000 mL), AcOEt (255 mL), MeOH (255 mL) e água. 

As frações obtidas foram combinadas de acordo com os seus perfis 

cromatográficos e concentradas conforme descrito anteriormente. Alíquotas de 

cada uma das 17 frações resultantes (F3-1 a F3-17) foram dissolvidas em Tween 

80® a 0,01 g mL-1, até a concentração de 500 µg mL-1, para serem submetidas a 

teste in vitro com J2 de M. exigua. Especificamente no caso das frações F3-5 e 

F3-7, os testes foram repetidos com concentrações de 125, 250 e 500 µg mL-1.  

 

Teste in vitro com J2 de Meloidogyne exigua 

 

Raízes de cafeeiro (Coffea arabica L.), infestadas com M. exigua, foram 

coletadas no campo, lavadas com água, cortadas e trituradas em liquidificador, 

por 40 segundos, com solução de hipoclorito de sódio a 0,5 % (m/v), seguindo a 

técnica de Hussey e Barkey (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). Os 

ovos retidos em peneira de 0,025 mm de abertura (500 mesh ASTM) foram 

recolhidos e mantidos em câmara de eclosão formada por uma tela fina de 0,025 

mm de abertura e funil de vidro. Os J2 eclodidos até 24 horas após a montagem 
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da câmara foram descartados. Recolheram-se, para emprego nos testes, somente 

aqueles que eclodiram 48 horas após a montagem da câmara.  

Para o teste foram empregadas placas de polipropileno contendo 96 

cavidades de 350 µL. Para tanto, em cada cavidade se depositaram 20 µL de 

uma suspensão aquosa contendo de 20 a 30 J2 e, em seguida, adicionaram-se 

100 µL de cada uma das amostras a serem testadas. Os experimentos foram 

realizados em delineamento inteiramente casualizado, empregando-se quatro 

repetições por amostra. Como testemunhas foram utilizados Tween 80® a 0,01 g 

mL-1 e água. As placas foram mantidas em BOD, a 25,5 ºC, por 48 horas. Em 

seguida, contaram-se os J2 móveis e imóveis, e se adicionou uma gota de 

solução recém-preparada de NaOH  1,0 mol L-1 a cada cavidade. Os J2 retos e 

imóveis foram considerados mortos, enquanto os retorcidos e móveis foram 

considerados vivos. Os valores obtidos foram transformados em percentagem de 

J2 mortos e submetidos à análise de variância (ANAVA), empregando-se o 

programa computacional SISVAR (Ferreira, 2011). As médias foram 

comparadas segundo o teste de Scott e Knott (1974), a 5% de probabilidade 

(Tabela 1). 

 

Identificação das substâncias isoladas (F3-5 e F3-7) 

  

Alíquotas das frações F3-5 (1,2 mg) e F3-7 (1,7 mg), que se mostraram 

ativas contra J2 de M. exigua e estavam homogêneas segundo análies por CCD, 

foram dissolvidas em EtOH UV/HPLC, até as concentrações de 5,0 e 7,08 µg 

mL-1, respectivamente, para serem analisadas por espectroscopia no UV-Vis 

(200 a 800 nm), empregando-se cubetas de quartzo, com 1 cm de caminho ótico. 

Posteriormente, uma alíquota de cada uma das duas frações também foi 

depositada em janela de ATR, para serem analisadas por espectroscopia no IV 
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(4000 a 400 cm-1), em espectrofotômetro Digilab Excalibur, modelo Series FTS 

3000. Foram realizadas 16 varreduras, com resolução de 4 cm-1. 

Aproximadamente 30 mg de cada amostra foram dissolvidos em 0,7 mL 

de CDCl3, para serem analisadas por espectroscopia de RMN 1H e 13C, em 

espectrômetro AVII 400, Bruker, de 400 MHz. Realizaram-se experimentos uni e 

bidimensionais, empregando-se o pico do solvente ou TMS como referência. 

Para medir o desvio do plano da luz polarizada (α), na raia D do sódio, a 

25 oC, foi utilizado um polarímetro Perkin Elmer 341, com caminho ótico de 1 

dm. Para tanto, a substância foi solubilizada em CHCl3 até a concentração de 1,7 

g 100 mL-1. 

 

Teste in vitro das substâncias F3-5 e F3-7 contra J2 de M. incognita 

 

Raízes de tomateiros cultivados em casa de vegetação infestada com M. 

incognita raça 3 foram submetidas à extração e eclosão de ovos conforme o 

procedimento adotado para M. exigua, mencionado anteriormente. Para a 

realização do teste in vitro com J2 de M. incognita, foram solubilizados 0,7 e 0,6 

mg das frações F3-5 e F3-7, em 1,12 e 0,96 mL de Tween 80® a 0,01 g mL-1, 

respectivamente, o que resultou em soluções com concentrações iguais a 625 µg 

mL-1, para ambas as amostras. Como testemunhas foram utilizados Tween 80® a 

0,01 g mL-1, água e carbofuran nas concentrações de 200 e 250 µg mL-1. 

Empregaram-se cinco repetições para cada um dos seis tratamentos. A 

montagem e a avaliação do teste, bem como as análises estatísticas, também 

foram conduzidas segundo procedimentos adotados para M. exigua. 
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Efeito das frações F3-5 e F3-7 sobre a população de M. incognita em 

tomateiros  

 

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) foram 

semeadas em substrato orgânico Tropstrato ® (substrato para plantas à base de 

casca de pinus, turfa e vermiculita expandida, enriquecido com macro e 

micronutrientes, desenvolvido pela pesquisa e aprovado para a produção de 

hortaliças; Vida Verde Indústria e Comércio de Insumos Orgânicos Ltda., Mogi 

Mirim, SP), contido em células de bandejas de isopor de 72 cavidades côncavas, 

com 5 x 5 cm de abertura e 11 cm de profundidade. O desbaste foi feito dez dias 

após a germinação, de forma que só houvesse uma planta por célula. Passados 

30 dias após o semeio, quando as plantas se apresentavam com, 

aproximadamente, 20 cm de altura e sem qualquer patologia aparente, deu-se 

início ao experimento. Para tanto, inicialmente, suspendeu-se a substância F3-5 

e dissolveu-se a substância F3-7 em solução aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL 

até a concentração de 998,4 µg mL-1, para ambas as substâncias.  Em seguida, 

adicionaram-se, ao substrato de cada planta, 5,6 mL de suspensão aquosa 

contendo, aproximadamente, 500 J2 de M. incognita (obtidos conforme descrito 

anteriormente), por meio de quatro furos de 0,4 cm de largura por 1,5 cm de 

profundidade, ao redor do caule da planta. Logo em seguida, adicionaram-se, 

através dos mesmos furos, 2,0 mL das soluções, sendo 0,5 mL por cada furo. As 

testemunhas empregadas foram água, Tween 80 a 0,01 g/mL e solução aquosa de 

carbofuran a 416 µg/mL (Furadan 350 SC; FMC, Campinas, SP). As plantas 

foram mantidas, por 48 horas, em sala sem incidência direta de luz solar e, em 

seguida, foram transferidas para casa de vegetação. As mudas foram regadas 

diariamente, de acordo com a necessidade das mesmas. Sempre que necessário, 

as plantas foram adubadas com o fertilizante Biofert Universal (Terral, Inhaúma, 

MG), contendo micro e macronutrientes, e tratadas com produtos Ampligo 
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(Singenta, São Paulo, SP) ou/e Actara Plus (Singenta, São Paulo, SP), para o 

controle de pragas como a traça-do-tomateiro e a mosca branca. Para o controle 

de doenças fúngicas como o oídeo, empregou-se o fungicida Folicur (Bayer, 

Socorro – SP). No trigésimo segundo dia após a inoculação do nematoide, 

removeram-se as partes aéreas das plantas e as raízes foram lavadas com água, 

tomando-se o cuidado de evitar a perda de massas de ovos. Após remoção do 

excedente de água, pesaram-se as massas frescas das raízes e se contaram as 

galhas. Em seguida, as raízes foram submetidas a processo de extração de ovos, 

conforme já descrito, para que os ovos pudessem ser contados nas suspensões 

finais com o uso de um microscópio de lentes invertidas. O experimento foi 

realizado em delineamento inteiramente casualizado, com seis repetições por 

tratamento. Os valores obtidos foram submetidos à análise estatística, conforme 

já citado. 

 

Identificação in silico de alvos enzimáticos da substância F3-7 

 

Com o software ChemSketch 12.01 (Advanced Chemistry Development, 

Inc., Toronto, Canadá) desenhou-se a estrutura da substância F3-7, a mais ativa 

contra os nematoides. A sua estrutura tridimensional foi salva no formato mol 

que, em seguida, foi convertido para o formato sdf, com a utilização do 

programa OpenBabel 2.3.0 (O'BOYLE et al., 2011). Em seguida, a estrutura foi 

submetida a uma busca conformacional usando o software Open3Dalign 2.23 

(TOSCO et al., 2011). Para tanto, realizaram-se 1.000 simulações por dinâmica 

molecular, usando o campo de força MMFF94, a 1.000 ºC, com 1.000 etapas de 

1 fs em cada simulação e considerando o solvente (água) implicitamente pelo 

emprego do modelo GBSA. Para tanto, a constante dielétrica da água (ε = 80,4) 

foi utilizada. A conformação mais estável em cada simulação foi otimizada 

usando o campo de força MMFF94s e classificada de acordo com energia final. 
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A conformação mais estável da F3-7 foi submetida à busca por ligantes de 

enzimas similares por meio do programa ReverseScreen3D (KINNINGS & 

JACKSON, 2011).  

Dentre os resultados obtidos, selecionou-se a enzima aspartato amônia 

liase, cujas sequências de aminoácidos de estruturas conhecidas foram, em 

seguida, obtidas do RCSB Protein Data Bank (http://www.pdb.org) e EMBL-

EBI (http://www.ebi.ac.uk/). Tais sequências foram alinhadas com o programa 

SeaView 4.4.1 (GOUY et al., 2010) e, após remoção daquelas que eram 

similares entre si, as resultantes foram utilizadas na busca por sequências de 

aminoácidos similares nos bancos de dados do INRA-Meloidogyne incognita 

(http://www6.inra.fr/meloidogyne_incognita) e do Nematode.net v 3.0 

(http://nematode.net/NN3_frontpage.cgi). A maior similaridade foi observada 

para uma sequência de aminoácidos oriunda do genoma de Meloidogyne hapla 

Chitwood, que foi selecionada para a etapa posterior do trabalho.  

 

Modelagem molecular da aspartato amônia liase de M. hapla 

 

A sequência de aminoácidos do genoma de M. hapla, selecionada 

conforme descrito anteriormente, foi automaticamente modelada por homologia 

com o sistema Swiss-Model (ARNOLD et al.,2006). Também se fez modelagem 

por threading com o programa I-TASSER (ZHANG, 2008), mas, neste caso, 

foram utilizadas as estruturas tridimensionais das enzimas aspartato amônia liase 

3E04 (KAVANAGH, et al.) e 1YFM (Weaver, et al., 1998), para refinar a 

modelagem. Todos os modelos gerados pelo sistema I-TASSER foram alinhados 

com as quatro cadeias das enzimas homotetraméricas 3E04 e 1YFM, utilizando-

se o programa Swiss PDB Viewer 4.0.4 (GUEX & PEITSCH, 1997), o que 

permitiu gerar nove homotetrâmeros diferentes para a aspartato amônia liase de 

M. hapla. 
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Os nove homotetrâmeros obtidos tiveram as disposições espaciais de 

suas cadeias laterais refinadas pelo emprego do programa computacional 

SCWRL4 (KRIVOV et al., 2009) e, em seguida, foram adicionados os átomos 

de hidrogênio com o plugin autoPSF do programa VMD v 1.9.1 (HUMPHREY 

et al., 1996), que empregou o arquivo de topologia (top_all27_prot_lipid.rtf, 

VANOMMESLAEGHE et al., 2010) com o campo de força do Charmm. Em 

seguida, os homotetrâmeros tiveram suas estruturas otimizadas pelo emprego do 

programa NAMD 2.9, utilizando-se o arquivo de parâmetros para o campo de 

força do Charmm (par_all27_prot_lipid.prm, VANOMMESLAEGHE et al., 

2010). O solvente (água) foi implicitamente considerado pelo emprego do 

modelo Generalized Born Implicit Solvent (GBIS). As estruturas resultantes 

foram submetidas a mais duas rodadas de otimização das cadeias com o 

programa SCWRL4 e otimização de toda a estrutura com o programa NAMD 

2.9. As estruturas finais obtidas foram avaliadas quanto às características 

estereoquímicas e energéticas, bem como quanto ao ambiente de cada resíduo de 

aminoácido. Para tanto, utilizaram-se os programas FoldX 2.5.2 

(SCHYMKOWITZ et al., 2005) e Goap (ZHOU & SKOLNICK, 2011). A 

melhor estrutura (ita2-1YFM), segundo ambos os programas, foi selecionada 

para as etapas seguintes do trabalho. 

 

Dinâmica molecular com a aspartato amônia liase de M. hapla 

 

A estrutura tridimensional da aspartato amônia liase de M. hapla (ita2-

1YFM), modelada e selecionada, conforme descrito acima, foi colocada em 

caixa de água e teve a carga total neutralizada com a adição de oito cátions Na+. 

Para tanto, empregou-se o programa VMD v 1.9.1, com o qual se fez com que a 

distância mínima entre os limites da caixa e a enzima fosse de 15 Å. O sistema 

resultante foi otimizado (5.000 interações) com o programa computacional 
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NAMD 2.9 (campo de força do Charmm) e, em seguida, submetido à simulação 

por dinâmica molecular por 4 ns com o mesmo programa, sob condições 

periódicas de fronteira. Para tanto, foi considerado o ensemble isobárico-

isotérmico (NPT), temperatura de 300 K controlada com a dinâmica de 

Langevin e etapas de 2 fs. O algoritmo Particle Mesh Ewald (PME) foi 

empregado para calcular as interações eletrostáticas, enquanto a pressão foi 

controlada com o piston de Nosé-Hoover Langevin. 

 

Docking para identificar os sítios de ligação da enzima 

 

As estruturas da enzima aspartato amônia liase de M. hapla (ita2-

1YFM), presentes nos últimos 1.000 quadros (1 ns) do processo de simulação 

por dinâmica molecular (item anterior), foram alinhadas com o programa VMD 

1.9.1 e convertidas ao formato pdbqt pelo script em Python 

prepare_receptor4.py, do programa computacional AutodockTools 1.5.6rc2 

(SASSER, 1991). Utilizando-se o mesmo programa computacional, prepararam-

se os arquivos pdbqt para o fumarato e para F3-7. Em seguida, cada uma destas 

duas substâncias foi submetida a ancoramentos às cegas, em todas as estruturas 

da enzima no formato pdbqt, utilizando o programa computacional Autodock 

Vina 1.1.2 (Trott and Olson, 2010). Para ambas as substâncias, cada 

ancoramento foi feito em região correspondente a uma caixa com as seguintes 

dimensões: 28,539 (x),  24,329 (y) e 26,329 (z) Å. As mudanças de regiões 

foram sempre feitas por meio das movimentações de valores correspondentes a 

metade das dimensões da caixa, de forma a cobrir todas as possibilidades na 

enzima, que tinha dimensão aproximada de 142 (x), 97 (y) e 158 (z) Å. Logo, 

para cada quadro, foram feitos 693 ancoramentos da substância F3-7 e mais 693 

do fumarato. À exceção do parâmetro exhaustiveness do programa Autodock 

Vina, que foi ajustado para 4, todos os outros foram utilizados com os valores 
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normais do programa. Dentre todos os ancoramentos, para cada uma das duas 

substâncias (fumarato e F3-7) foram selecionados os 1.000 ancoramentos com as 

maiores afinidades da substância pela enzima, o que permitiu observar que estes 

ancoramentos estavam localizados em 10 regiões da enzima para a F3-7 e 16 

para o fumarato. Fizeram-se, então, novos ancoramentos das substâncias em tais 

regiões, utilizando todas as 1.000 estruturas da enzima. Para tanto, empregou-se 

o programa Autodock Vina com o parâmetro exhaustiveness igual a 64. Para 

cada uma das duas substâncias, selecionaram-se as quatro regiões na enzima, 

para as quais se observavam as maiores afinidades. 

 

Docking para comparar as afinidades de F3-5 e F3-7 com as de ligantes de 

aspartato amônia liases 

 

As estruturas da substância F3-5, bem como do citrato, (S)-malato, (R)-

3-nitro-2-hidroxipropanoato, (S)-3-nitro-2-hidroxipropanoato, oxalatoacetato, 

(S,S)-2,3-dicarboxilatoaziridina, meso-tartarato e  1,2,4,5-

benzenotetracarboxilato, foram preparadas e submetidas a buscas 

conformacionais, seguidas de conversão das conformações mais estáveis ao 

formato pdbqt, conforme já mencionado para a F3-7 e fumarato. Em seguida, 

todas estas substâncias, inclusive F3-7 e fumarato, foram ancoradas com o 

programa Autodock Vina 1.1.2, nas regiões da enzima, anteiormente, 

selecionadas. Para tal ancoramento, que foi realizado com todas as estruturas da 

enzima presentes nos últimos 1.00 quadros da simulação por dinâmica 

molecular, utilizou-se o valor de 32 para o parâmetro exhaustiveness do 

programa Autodock Vina. Em seguida, todos os ancoramentos feitos pelo 

programa foram submetidos a ranqueamentos com os programas Plants 1.2 

(Korb et al., 2009), AutoDock 4.2.3 (Morris et al., 2009) e Paradocks 1.0.1 
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(Muegge, 2006). Empregaram-se sempre os valores normais para os diversos 

parâmetros de tais programas. 

 

Resultados e Discussão  

 

Preparo do extrato vegetal 

 

Ao se submeter 1.000 g de cascas secas e moídas de C. aschersoniana à 

extração com metanol, obtiveram-se 63,92 g de extrato bruto, com rendimento 

de, aproximadamente, 6,39%. De acordo com os dados da literatura, o referido 

valor está condizente com aqueles obtidos para processos similares, cujos 

rendimentos estão em torno de 10% a 15% (Castilho & Kaplan, 2008). Pode-se 

observar, na Tabela 1, que o extrato bruto das cascas de C. aschersoniana, na 

concentração de 2.000 µg mL-1, causou a mortalidade de todos os J2 de M. 

exigua. Tal resultado confirma a ação nematicida do referido extrato e, 

consequentemente, o grande potencial da espécie botânica em estudo para o 

desenvolvimento de produtos ativos para o controle de nematoides fitoparasitas. 
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Tabela 1 Mortalidade de juvenis do segundo estádio (J2) de Meloidogyne exigua 
expostos ao extrato metanólico das cascas de Cryptocarya 
aschersoniana e às suas frações solúveis em Hex, AcOEt e MeOH 

Tratamentos J2 mortos (%)* 

Extrato bruto 100,0 a 

Fração solúvel em AcOEt 100,0 a 

Fração solúvel em Hex 100,0 a 

Fração solúvel em MeOH 0,0 b 

Tween 80 a 0,01 g mL-1 0,7 b 

Água 0,0 b 

*Médias seguidas com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si, de acordo 
com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 
 

 

Fracionamento do extrato bruto 

 

O fracionamento do extrato bruto de C. aschersoniana por extração com 

solventes de diferentes polaridades resultou em três frações (Figura 1), dentre as 

quais aquela solúvel em MeOH era a de maior massa, correspondendo a cerca de 

57,7% do extrato bruto. Entretanto, de acordo com o teste in vitro com J2 de M. 

exigua, apenas as frações solúveis em Hex e AcOEt apresentavam ação 

nematicida. Os valores de J2 mortos foram iguais a 100%, para ambas as frações 

em concentração de 2.000 µg mL-1. Optou-se por dar continuidade ao processo 

de purificação da substância ativa com a fração solúvel em AcOEt, pelo fato de a 

mesma ter apresentado maior massa (20,66 g; 32,3%). 
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Figura 1 Fluxograma do fracionamento por extração com solventes do estrato 
bruto das cascas de Cryptocarya aschersoniana 

 

O fracionamento da fração solúvel em AcOEt gerou oito frações, que 

foram nomeadas de F1 a F8. Embora tanto a  fração F3 quanto a F4 tenham 

causado elevada mortalidade de J2 de M. exigua (Tabela 2), optou-se por dar 

continuidade ao trabalho apenas com F3, pois a mesma  apresentava um perfil 

cromatográfico pouco complexo e massa suficiente (6,88 g) para as próximas 

etapas do trabalho. Dela foram obtidas 17 novas frações (F3-1 a F3-17), dentre 

as quais as denominadas F3-5 e F3-7 se apresentavam cromatograficamente 
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puras, com massas de 298 e 163 mg, que correspondiam a rendimentos de 

29,8% e 16,3%, respectivamente, em relação à massa empregada de F3. 

 

 

Tabela 2 Percentual de juvenis do segundo estádio (J2) de Meloidogyne exigua 
mortos após contato com as frações provenientes do fracionamento 
fração solúvel em AcOEt 

Tratamentos J2 mortos (%)* 

F1 6,7 b 

F2 5,7 b 

F3 100,0 a 

F4 97,0 a 

F5 6,0 b 

F6 6,0 b 

F7 1,0 b 

F8 10,5 b 

Tween 80 a 1%, (v/v) 3,2 b 

Água 3,2 b 
*Médias seguidas com a mesma letra não diferem estatisticamente entre si, de acordo 
com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 

 

 

O teste in vitro com J2 de M. exigua, empregando F3-5 e F3-7 em 

diferentes concentrações (125, 250 e 500 µg mL-1; Tabela 3), permitiu observar 

que ambas interferem fortemente na motilidade do nematoide. Ademais, os 

resultados confirmaram que as substâncias isoladas de C. aschersoniana são as 

responsáveis pela atividade nematicida da referida planta, sendo F3-7 mais ativa 

que F3-5. No caso específico da F3-7, vale mencionar que a mesma se mostrou 

mais ativa que o carbofuran, que é um nematicida comercial, pois, nas mesmas 

condições e na concentração de 260 µg mL-1, tal nematicida causava mortalidade 



118 

 

de 50% dos J2 de M. exigua, enquanto a F3-7, na concentração de 250 µg mL-1, 

causava mortalidade 69,7% dos J2. 

 

 

Tabela 3 Mortalidade e motilidade de juvenis do segundo estádio (J2) de 
Meloidogyne exígua, após contato com as frações F3-7 e F3-5, 
oriundas do fracionamento da amostra F3 

Tratamentos J2 imóveis (%)* J2 mortos (%)* 

F3-5 (125 µg mL-1) 41,8 d 11,5 e 

F3-5 (250 µg mL-1) 82,5 c 31,3 d 

F3-5 (500 µg mL-1)# 91,0 b 36,6 c 

F3-7 (125 µg mL-1) 8,5 e 8,0 e 

F3-7 (250 µg mL-1) 97,5 a 69,5 b 

F3-7 (500 µg mL-1) 97,9 a 94,3 a 

Água 5,6 e 0,0 f 

Tween 80 a 1% (v/v) 3,9 e 0,0 f 
*Médias seguidas com a mesma letra, em cada coluna, não diferem estatisticamente 
entre si, de acordo com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 
# Observou-se dificuldade para solubilizar a substância, o que pode ter interferido nos 
resultados obtidos 

 

 

Identificação das substâncias isoladas 

 

A substância F3-5 se apresentou como um composto amorfo amarelo. A 

análise por espectroscopia no UV-Vis demonstrou a presença de cromóforos 

absorvendo acima de 200 nm, em regiões que indicavam a presença de anel 

aromático no sistema. Isto foi corroborado pelo espectro de infravermelho 

obtido, que também indicava a presença de uma carboxila, provavelmente na 

forma de um éster. Quanto às análises por RMN, observaram-se 13 sinais de 

carbono no espectro de RMN 13C, sendo todos acima de 100 ppm (105,03 - 
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161,81 ppm), o que sugeria a presença de vários carbonos sp2. Havia, 

nitidamente, um sinal em 161,81 ppm, o que era indicativo de carbonila ligada a 

átomo de oxigênio (função éster ou ácido carboxílico) ou nitrogênio (função 

amida). Os sinais no espectro de RMN 1H em 7,35 e 7,50 ppm sugeriam 

presença de prótons pertencentes a sistemas aromáticos, enquanto a presença dos 

picos entre 6,63 e 7,50 ppm, com constante de acoplamento 16,0 Hz, indicava a 

presença de 1H olefínicos vicinais, em configuração trans.  Somando-se os 

dados dos espectros unidimensionais aos obtidos com os mapas de contorno de 

HSQC e HMBC, que correspondem à correlação bidimensional (13C x 1H) a 

curta e a longa distância, respectivamente, e de COSY (correlação bidimensional 
1H x 1H), obteve-se como resultado a conclusão de que F3-5 se tratava da pirona 

natural (E)-6-estirilpiran-2-ona (Figura 2, Tabela 4), o que está em pleno acordo 

com os dados espectroscópicos descritos na literatura para esta substância 

(Thibonnet et al., 2002)  

O anel pirânico pertencente a (E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5) consiste 

em intermediário-chave na biossíntese de vários metabólitos, sendo encontrado 

em animais, insetos, bactérias e plantas (McGlaken; Fairlamb, 2005). Várias 

atividades biológicas estão associadas a compostos que têm o referido anel em 

sua estrutura, dentre as quais se podem citar a antibiótica, a antifúngica, a 

neurotóxica, a citotóxica, a anti-HIV e a antioxidante (Mora et al., 2005; Rosa, et 

al., 2007; Li et al., 2009; GUO, et al., 2009; Valente, 2010). Segundo estudo 

realizado por Chaves (2012), a substância (E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5), 

produzida pelos frutos de Aniba panurensis (Meisn.) Mez (Fabaceae), apresenta 

atividade anseolítica e anticonvulsionante. Entretanto, nenhum relato foi 

observado, na literatura, sobre a atividade nematicida desta substância. 
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Figura 2 Estruturas químicas da (E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5) e da (R)-
goniotalamina (F3-7), isoladas da fração solúvel em AcOEt, do 
extrato metanólico das cascas de Cryptocarya aschersoniana 
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Tabela 4 Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) para a (E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5) obtidos no presente 
trabalho e oriundos da literatura 

(F3-5), 400 MHz, (CDCl3), Referência1, 200 MHz, (CDCl3) Posição do átomo de 

carbono δ 13C δ
 1H δ 13C δ

 1H 

5 105,03 6,15 (d, J=6,68 Hz, 1H) 104,90 6,10 (d, J=6,7 Hz, 1 H) 

7 114,30 6,63 (d, J=16 Hz, 1H) 114,10 6,57 (d, J=16,0 Hz, 1H) 

3 118,77 6,22 (dd, J=9,2 Hz, J=0,5 Hz, 1H) 118,60 6,16 (d, J=9,3 Hz, 1H) 

12 127,44 (2C) 7,50 (dd, J=7,1 Hz, J=8,8 Hz, 2H) 127,30 (2C) 7,38-7,47 (m, 2H) 

11 e 13 128,93 (2C) 7,35 (m, 2H) 128,80 (2C) 7,23-7,35 (m, 2H) 

10 e 14 129,45 7,35 (m, 1H) --- 7,23-7,35 (m, 1H) 

8 135,30 7,50 (dd, J=10Hz, J=16,0 Hz, 1H) 135,10 7,38-7,47 (m, 1H) 

9 135,32 --- 135,20 --- 

4 143,70 7,35 (m, 1H) 143,60 7,23-7,35 (m, 1H) 

6 159,66 --- 159,50 --- 

2 161,81 --- 161,70 --- 
1 Thibonnet et al., 2002 
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Assim como a substância F3-5 [(E)-6-estiril-piran-2-ona], a substância 

F3-7 se apresentou como um composto amorfo amarelo, cujo espectro no UV-

Vis também sugeria a presença de anel aromático. Consequentemente, a 

interpretação dos dados de infravermelho também apontava nesta direção e 

ainda sugeriam a presença de carboxila na estrutura, provavelmente na forma de 

um éster. No espectro de RMN 1H da substância F3-7 (Tabela 5) se observaram 

sinais na região entre δH 7,26 e 7,40, com característica de multipleto e 

totalizando 5H, sugerindo a presença de 1H aromáticos. A presença dos picos 

entre 6,24 e 6,70 ppm, com constantes de acoplamentos iguais a 15,8 Hz, 

indicava a presença de 1H olefínicos vicinais, em configuração trans.  

Ademais, o sinal em 163,90 ppm no espectro de 13C indicava a presença 

de um grupo éster na estrutura (Figura 2), o que foi corroborado pelo 

deslocamento químico de 13C em 77,9, que é característico de carbono sp3 ligado 

ao átomo de oxigênio de grupo éster. Tais dados, bem como outros que puderam 

ser obtidos dos espectros uni e bidimensionais de RMN, permitiram atribuir a 

F3-7 a estrutura de uma estiril-lactona conhecida como goniotalamina (Figura 

2), o que está em perfeita consonância com os dados espectroscópicos da 

literatura para esta substância (Tabela 5). Quanto à estereoquímica absoluta da 

estrutura, comparou-se o valor de [α]D obtido no presente trabalho (+107,4) com 

aquele descrito para a (R)-goniotalamina, por de Fátima, et al. (2003), o que 

permitiu observar que F3-7 também tinha configuração R.  
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Tabela 5 Dados de RMN de 1H (400 MHz) e de 13C (100 MHz) para a (R)-goniotalamina (F3-7), obtidos no presente 
trabalho e oriundos da literatura 

F3-7, 400 MHz (CDCl3) Literatura 1, 200 MHz 

(CDCl3) 
Literatura 2, 300 MHz2 (CDCl3) Posição do átomo 

de carbono 
 δ 13C δ

 1H δ 13C δ
 1H δ 13C δ

 1H 
5 29,80 2,52-2,55 (m, 2H) 29,80 2,54 (m) 29,90 2,57 (m, 2H) 
6 77,90 5,07-5,12 (m, 1H) 77,9 5,10 (qd, 

J=7,1 Hz) 
77,80 5,12 (m, 1H) 

3 121,60 6,07-6,10 (dt, J=1,9 
Hz, J=9,8 Hz, 1H) 

121,50 6,09 (dt, 
J=10,4 Hz) 

121,40 6,10 (dt, J=1,6 Hz, J=9,8 Hz, 1H) 

7 125,70 6,24-6,3 (dd, J=6,5 
Hz, J=15,8 Hz, 1H) 

125,60 6,27 (dd, 
J=16,6 Hz) 

125,50 6,29 (dd, J=6,3 Hz, J=16 Hz, 1H) 

12 126,70 7,26-7,35 (m, 1H) 126,60 126,50 
10 e 14 128,30 

(2C) 
7,39-7,40 (m, 2H) 128,50 

(2C) 
128,20 
(2C) 

11 e 13 128,70 
(2C) 

7,39-7,4 (m, 2H) 128,60 
(2C) 

 
 

7,3 (m) 
 128,40 

(2C) 

 
 

7,31(m, 5H) 

8 133,10 6,7 (d, J=15,8 Hz, 1H) 133,10 6,73 (d, J=16 
Hz) 

132,80 6,75 (d, J=16 Hz 1H) 

9 135,80 --- 135,70 --- 135,50 --- 
4 144,70 6,9-6,94 (dt, J=9,8 Hz, 

J=4,3 Hz,1H) 
144,70 6,93 (dt 

J=10,4 Hz) 
144,40 6,94 (dt, J=9,8 Hz, 

J=4,3 Hz, 1H) 
2 163,90 --- 163,90 --- 163,50 --- 

1 Cavalheiro & Yoshida, 2000 

2 Wattanapiromsakul et al., 2005 
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A (R)-goniotalamina foi a primeira estiril-lactona isolada de fonte 

natural. Embora Hlubucek e Robertson, em 1967, tenham reportado a 

identificação da (R)-goniotalamina, produzida pela espécie vegetal Cryptocarva 

caloneura (Lauraceae), como tal substância também foi obtida de quatro 

espécies do gênero Goniothalamus (Annonaceae), segundo trabalho publicado 

em 1972, foi denominada goniotalamina (Cunha Júnior, 2002). Assim como a 

(E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5), a (R)-goniotalamina (F3-7) pertence a um grupo 

de substâncias naturais com vasta atividade biológica (Cunha Júnior, 2002), 

dentre as quais vale destacar a antimicrobiana, a larvicida, a anti-inflamatória e a 

antifúngica (Dumitrescu et al, 2010). Ademais, (R)-goniotalamina apresenta 

atividade antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais, incluindo uterina 

cervical (HeLa), gástrica (HGC-27) e renal (786-0), além de carcinomas 

mamários (MCF-7, T47D e MDA-MB-231), leucemias (HL-60, Jurkat e CEM-

SS) e carcinoma hepatocelular (Pihie et al 1998; Inayat-Hussain et al, 1999 e 

2003; de Fátima et al, 2005 e 2008; Rajab et al, 2005; Chen et al, 2005). 

Entretanto, nenhum relato de atividade nematicida foi encontrado na literatura 

para a (R)-goniotalamina (F3-7). 

 

Avaliação do efeito de (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalamina 

(F3-7) sobre M. incognita 

 

Buscou-se averiguar a atividade nematicida das substâncias isoladas de 

C. aschersoniana, (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalamina (F3-7), 

contra M. incognita, porque este nematoide tem distribuição mais vasta e uma 

gama de hospedeiros muito maior do que M. exigua. Apesar de a atividade in 

vitro da (R)-goniotalamina (F3-7) contra J2 de M. incognita (Tabela 6) ter sido 

menor que a observada para M. exigua (Tabela 3), a substância ainda se mostrou 
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promissora para o desenvolvimento de novos nematicidas comerciais, com 

resultados estatisticamente iguais ao observado para o carbofuran.  

 

 

Tabela 6 Mortalidade de juvenis do segundo estádio (J2) de Meloidogyne 
incognita expostos a (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-
goniotalamina (F3-7) 

Tratamentos J2 mortos (%)* 
(R)-goniotalamina (624 µg mL-1) 85,3 a 

(E)-6-estirilpiran-2-ona (624 µg mL-1)# 1,5 c 
Carbofuran (200 µg mL-1) 56,37 b 
Carbofuran (250 µg mL-1) 88,52 a 

Água 1,6 c 
Tween 80 a 1% (v/v) 3,2 c 

*Médias seguidas com a mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, de acordo 
com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 
# Observou-se dificuldade para solubilizar a substância, o que pode ter interferido nos 
resultados obtidos 
 

 

 De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, (R)-

goniotalamina (F3-7) foi capaz de reduzir o número de ovos, enquanto a (E)-6-

estiril-piran-2-ona (F3-5) apresentou número de galhas por massa de raiz 

estatisticamente menor que o observado para a (R)-goniotalamina (F3-7). 
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Tabela 7 Efeito das substâncias (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalamina (F3-7) sobre a população de 
Meloidogyne incognita em tomateiros 

Tratamentos Número de 
galhas 

Número de ovos 
totais 

Número de ovos por massa (1/g) 

(R)-goniotalamina 182 b 8450 b 2996 b 
(E)-6-estirilpiran-2-ona 210 b 17758 d 3924 c 

Tartarato 190 b 12566 c 2918 b 
Carbofuran 51 a 997 a 355 a 

Água 209 b 19550 d 5974 d 
Tween 80 a 1% (v/v) 212 b 17591 d 5075 d 

*Médias seguidas com a mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott e Knott (P ≤ 0,05) 
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Identificação in silico de alvos enzimáticos da (R)-goniotalamina (F3-7) e da 

(E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5) 

 

Uma vez comprovada a atividade nematicida das substâncias isoladas e, 

consequentemente, o potencial das mesmas para serem empregadas no 

desenvolvimento de novos produtos para o controle de nematoides fitoparasitas, 

buscou-se identificar os possíveis alvos enzimáticos das mesmas em 

Meloidogyne spp. Para tanto, inicialmente, buscaram-se ligantes de enzimas com 

semelhanças estruturais em relação à (R)-goniotalamina (F3-7), que se mostrou 

a mais ativa contra os nematoides. Obtiveram-se vários resultados, sendo a 

aspartato amônia liase aquela com maior valor de 3D score (KINNINGS & 

JACKSON, 2011). Isto sugeria que, dentre as possibilidades existentes, tal 

enzima era aquela com o maior potencial para corresponder ao alvo biológico da 

(R)-goniotalamina (F3-7). 

Como não havia, na literatura, qualquer informação sobre a produção da 

aspartato amônia liase por parte de nematoides, utilizaram-se as sequências de 

aminoácidos de tal enzima, produzida por outros organismos, como é o caso da 

1J3U (FUJII, et al., 2003) e  1JSW (SHI, et al., 1997), que são, respectivamente, 

produzidas por Bacilus spp. e  Escherichia coli, para a procura por sequências 

similares nos genomas de Meloidogyne spp. Os melhores resultados foram 

obtidos para as buscas realizadas no genoma de M. hapla, no qual se encontrou 

uma sequência com 476 resíduos de aminoácidos, enquanto as enzimas aspartato 

amônia liase produzidas por outros organismos tinham entre 402 e 492 resíduos 

de aminoácidos. Logo, o valor obtido parecia bastante razoável. Além disso, 

segundo alinhamentos das sequências feitos com o algoritmo Clustal W 2 

(LARKIN, et al., 2007), no programa SeaView 4.3.3 (GOUY, et al., 2010), a 

sequência oriunda do genoma de M. hapla apresentava similaridades entre 46% 

e 77%, em relação às aspartato amônia liase conhecidas.  



128 

 

Como a sequência de aminoácidos oriunda do genoma de M. hapla era 

bastante longa, foi impossível modelá-la por métodos ab initio, já que estes só 

apresentam resultados satisfatórios com sequências mais curtas (UNGER, et al., 

1989). A modelagem por homologia também apresentou problema, pois não foi 

possível encontrar um molde que permitisse a modelagem de todos os resíduos 

de aminoácidos da sequência. Logo, o trabalho teve de ser realizado 

especificamente com a modelagem por threading. Como as aspartato amônia 

liases conhecidas eram homotetraméricas, construíram-se homotetrâmeros a 

partir de todos os modelos obtidos e, em seguida, as estruturas foram várias 

vezes otimizadas antes dos seus ranqueamentos. A melhor estrutura, segundo 

ambos os métodos utilizados, foi submetida à simulação por dinâmica molecular 

para relaxamento da estrutura e para a geração de conformações a serem 

empregadas na etapa de identificação dos sítios de ligação da enzima. 

No docking às cegas, com as 1.000 conformações da enzima, 

correspondentes ao último 1 ns do processo de dinâmica molecular, observou-se 

que a (R)-goniotalamina (F3-7) se ligava preferencialmente em uma cavidade 

próxima a cada sítio de ligação da enzima que, segundo dados da literatura 

(VEETIL, et al., 2012) para a enzima aspartato amônia liase, eram formados nas 

junções de três das quatro cadeias do homotetrâmero (Figura 3). 
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Figura 3 Estrutura da (R)-goniotalamina (F3-7) ancorada na proximidade de um 
dos sítios ativos da enzima homotetramérica aspartato amônia liase, 
modelada a partir de sequência de aminoácidos extraída 
computacionalmente do genoma de Meloidogyne hapla. Na parte de 
cima estão apresentados apenas a (R)-goniotalamina, na representação 
VDW e os resíduos de aminoácidos que fazem parte do sítio ativo 
(representação New Cartoon à esquerda e MSMS à direita). Na parte de 
baixo são utilizadas as mesmas representações, mas todos os resíduos 
de aminoácidos da enzima são mostrados. As figuras foram preparadas 
com o programa computacional VMD 1.9.1 

 

As afinidades da (R)-goniotalamina (F3-7) e da (E)-6-estiril-piran-2-ona 

(F3-5), que foram ancoradas nas cavidades próximas aos sítios ativos da enzima 

(Figura 4), foram comparadas com as afinidades de substâncias inibidoras de 

aspartato amônia liase (REYNS & LÉ0NIS, 1975; BEECKMANS & DRIESSCHE, 
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1998; GREENHUT, et al., 1985), que foram ancoradas nos sítios da enzima ou em 

regiões próximas aos mesmos. Observou-se, claramente, que, em geral, tanto a (R)-

goniotalamina quanto a (E)-6-estiril-piran-2-ona têm elevada afinidade pela enzima, 

quando comparadas às outras substâncias, o que sugere que as substâncias isoladas 

de C. arshersoniana apresentem potencial para o desenvolvimento de potentes 

inibidores da aspartato amônia liase de Meloidogyne spp. 

 

 

Figura 4 Afinidades das substâncias pela enzima aspartato amônia liase, de 
acordo com os cálculos realizados com os programas computacionais 
Autodock Vina 1.1.2, Autodock 4.2.3, Plants 2.1 e Paradocks 1.0.1. 
Citra: citrato; Estiril: (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5); Fumarato: 
fumarato; gonio: (R)-goniotalamina (F3-7); malatoS: (S)-malato; 
nitroR: (R)-3-nitro-2-hidroxipropanoato; nitoS: (S)-3-nitro-2-
hidroxipropanoato; oxalo: oxalato; ssdica: (S,S)-2,3-
dicarboxilatoaziridina; tartra: meso-tartarato; tetracar: 1,2,4,5-
benzenotetracarboxilato 
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Assim como previsto computacionalmente, a (R)-goniotalamina (F3-7) 

se mostrou muito mais ativa contra M. incognita que o fumarato, que foi 

utilizado como modelo nos testes in vitro e in vivo realizados com o nematoide. 

Entretanto, para a (E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) não foi observada tal 

correlação, o que pode ser decorrência da baixa solubilidade de tal substância ou 

da interação com outro alvo.  

 

Conclusões  

 

No presente trabalho, a espécie vegetal Cryptocarya aschersoniana se 

mostrou promissora para o desenvolvimento de novos produtos para o controle 

de Meloidogyne spp., uma vez que apresentou ação nematicida in vitro contra M. 

exigua. O fracionamento do extrato bruto das cascas da referida planta por 

métodos cromatográficos resultou no isolamento de duas substâncias, sendo 

identificadas, por meio de análises espectrométricas, como sendo (E)-6-

estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina. Os testes in vitro confirmaram ação 

nematicida para ambas as substâncias, ressaltando (R)-goniotalamina como a 

mais ativa. As referidas substâncias foram submetidas a teste, para averiguar 

seus efeitos sobre J2 de M. incognita em plantas de tomateiro. Os resultados 

demonstram que (R)-goniotalamina é capaz de reduzir o número de ovos de tal 

nematoide. O estudo in silico de (E)-6-estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina, 

com o objetivo de compreender seu mecanismo de ação, permitiu selecionar a 

enzima aspartato amônia liase de M. hapla como o melhor alvo. Ademais, tal 

estudo demonstrou que (R)-goniotalamina e (E)-6-estirilpiran-2-ona têm melhor 

afinidade pela enzima, quando comparadas às outras substâncias, sugerindo que 

tais substâncias produzidas por C. arshersoniana apresentam grande potencial 

para o desenvolvimento de inibidores eficientes da enzima aspartato amônia 

liase de Meloidogyne spp. 
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ANEXOS 
 

Anexo Título Página 
FIGURA 1A Espectro de RMN 1H de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-ona ) em CDCl3, 400 

MHz 
134 

FIGURA 1A' Primeira ampliação do espectro de RMN 1H de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-
ona ) em CDCl3, 400 MHz 

135 

FIGURA 1A'' 
 

Segunda ampliação do espectro de RMN 1H de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-
ona ) em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 1B' Espectro de RMN 13C de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 100 
MHz 
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FIGURA 1B' Ampliação do espectro de RMN 13C de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-ona) em 
CDCl3, 100 MHz 
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FIGURA 1C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-5 (E)-6-estiril-
piran-2-ona) em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 1C' Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-5 
(E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 1D' Espectro de RMN DEPT 135 de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 
100 MHz 
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FIGURA 1D'' Ampliação do espectro de RMN DEPT 135 de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-
ona) em CDCl3, 100 MHz 
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FIGURA 1E Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de F3-5 (E)-6-estiril-
piran-2-ona) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 1E '  Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de F3-5 
(E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 1F Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de F3-5 (E)-6-estiril-
piran-2-ona) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 1F' Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de F3-5 
(E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 2A Espectro de RMN 1H de F3-7 (R)-goniotalamina) em CDCl3, 400 MHz 147 
FIGURA 2A' Primeira ampliação do espectro de RMN 1H de F3-7 (R)-goniotalamina) 

em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 2A'' Segunda ampliação do espectro de RMN 1H de 1-21-4 (R)-goniotalamina) 
em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 2B Espectro de RMN 13C de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-ona) em CDCl3, 100 
MHz 
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FIGURA 2B' Primeira ampliação do espectro de RMN 13C de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-
ona) em CDCl3, 100 MHz 
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FIGURA 2B'' Segunda ampliação do espectro de RMN 13C de F3-5 (E)-6-estiril-piran-2-
ona) em CDCl3, 100 MHz 
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FIGURA 2C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-7 (R)-
goniotalamina em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 2C' Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-7 
(R)-goniotalamina em CDCl3, 400 MHz 
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FIGURA 2D Espectro de RMN DEPT 135 de F3-7 (R)-goniotalamina em CDCl3, 100 
MHz 
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FIGURA 2D' Ampliação do espectro de RMN DEPT 135 de F3-7 (R)-goniotalamina em 
CDCl3, 100 MHz 
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FIGURA 2E Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de F3-7 (R)-
goniotalamina) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 2E' Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMBC) de F3-7 
(R)-goniotalamina) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 2F Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de F3-7 (R)-
goniotalamina) em CDCl3, 400x100 MHz 
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FIGURA 2F' Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de F3-7 
(R)-goniotalamina) em CDCl3, 400x100 MHz 
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Figura 1A Espectro de RMN 1H de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 
400 MHz  
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Figura 1A’ Primeira ampliação do espectro de RMN 1H de F3-5 [(E)-6-

estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 1A’’ Segunda ampliação do espectro de RMN 1H de F3-5 [(E)-6-
estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 1B Espectro de RMN 13C de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 

100 MHz 
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Figura 1B’ Ampliação do espectro de RMN 13C de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-

ona] em CDCl3, 100 MHz 
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Figura 1C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-5 [(E)-6-

estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400 MHz  
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Figura 1C’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de 

F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 1D  DEPT 135 de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 100 MHz 
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Figura E Mapa da correlação heteronuclear a longa distância 1H x 13C (HMBC) 

de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400x100 MHz 
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Figura E’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear a longa distância 1H x 
13C (HMBC) de F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400x100 
MHz 
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Figura 1F Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMQC) de F3-5 [(E)-6-

estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400x100 MHz  
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Figura 1F’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HMQC) de 

F3-5 [(E)-6-estirilpiran-2-ona] em CDCl3, 400x100 MHz 
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Figura 2A Espectro de RMN 1H de F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 400 

MHz 
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Figura 2A’ Primeira ampliação do espectro de RMN 1H de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 400 MHz 
 
 
 
 



153 

 

 
Figura 2A’’ Segunda ampliação do espectro de RMN 1H de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 2B Espectro de RMN 13C de F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 100 

MHz 
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Figura 2B’ Primeira ampliação do espectro de RMN 13C de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 100 MHz 
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Figura 2B’’ Segunda ampliação do espectro de RMN 13C de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 100 MHz 
 
 
 



157 

 

 
Figura 2C Mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 2C’ Ampliação do mapa da correlação homonuclear 1H x 1H (COSY) de 

F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 400 MHz 
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Figura 2D DEPT 135 de F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 100 MHz
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Figura 2E Mapa da correlação heteronuclear a longa distância 1H x 13C (HMBC) 

de F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 400x100 MHz 
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Figura 2E’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear a longa distância 1H 

x 13C (HMBC) de F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 400x100 
MHz 
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Figura 2F Mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de F3-7 [(R)-

goniotalamina] em CDCl3, 400x100 MHz  
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Figura 2F’ Ampliação do mapa da correlação heteronuclear 1H x 13C (HSQC) de 

F3-7 [(R)-goniotalamina] em CDCl3, 400x100 MHz 


