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RESUMO GERAL

Com vistas a contribuir para o desenvolvimento @es produtos para
o controle de nematoides parasitas de plantasmErgi@eloidogyne buscou-se
estudar plantas para identificar aquelas com cdpdeide produzir substancias
potencialmente (teis nesta area. No primeiro afigam estudadas plantas da
familia Annonaceae, o que resultou na selecdopixeGuatteria autralispelo
fato de a mesma ter se mostrado capaz de produmstéscias ativas contra o
nematoide das galhadfeloidogyne incognita O fracionamento da fracéo
solavel em diclorometano do extrato metandlico dascas desta espécie
resultou na purificacdo de quatro substancias gegundo analises por
ressonancia magnética nuclear, trata-se de aleslo# trés delas ja foram
atribuidas as estruturas de lisicaminarans-N-feruloiltiramina e
oxipseudopalmatina, enquanto a quarta substanciansentra em fase de
identificacdo. No artigo 2, dando continuidadeabatho previamente realizado
de selecdo de plantas ativas corittaloidogyne exiguabuscou-se isolar e
identificar as substancias nematicidas presentescaacas deéCryptocarya
aschersoniana Apls varias estapas de fracionamento por métodos
cromatograficos, isolaram-se duas substanciassativatra o nematoide que,
com base em analises espectroscdpicas, foramfidadéis como sendo B)(6-
estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina. Esta Ultiraanbém se mostrou ativa
contra o nematoidé. incognita tendo reduzido o nimero de ovos deste
parasita em plantas de tomateiros. O estidailico das duas substancias
isoladas sugere que o mecanismo de acdo contr&roatsides consiste na
ligacdo das mesmas a uma cavidade proxima dos dtivos da enzima
aspartato aménia liase, cuja sequéncia de amirgsag@dmputacionalmente
extraida do genoma diéeloidogyne hapl& modelada no presente estudo.

Palavras-chaveCryptocarya aschersonian@nnonaceaeGuatteria australis
Lauraceae. Nematoide de galhas. Modelagem compnogdci



GENERAL ABSTRACT

To contribute to the development of new productscomtrol plant-
parasitic nematodes in the genlMiloidogyne the present study aimed to
identify plants able to produce substances potgntiseful in this area. In the
first manuscript, plants in the family Annonaceagrevstudied, resulting in the
selection of theGuatteria australisspecies, which was able to produce active
substances against the root-knot nematodeloidogyne incognita Four
substances were purified by fractionation of thection soluble in
dicloromethane, which was obtained from the methartact from barks of.
australis According to analyses by nuclear magnetic resoemnhey are all
alkaloids. The structures of lisicaminetrans-N-feruloyltyramine and
oxypseudopalmatine, were attibuted to three of thewhile the fourth
substances is still in the process of identifigatiin the second manuscript,
article 2, continuing a previous work on selectioh plants active against
Meloidogyne exiguathe present study aimed at isolating and identifythe
nematicidal substances in the bark€ofptocarya aschersonianafter several
stpes of fractionation by chromatographic methas®) substances active
against the nematode were isolated and identifiedpectroscopic analyses as
(E)-6-styrylpiran-2-one and (R)-goniotalamine. Thstlaubstance also reduced
the number oM. incognitaeggs on tomato plants. Tl silico study of both
isolated substances suggests that they act agansatodes by binding to a
cavity close to the binding site of the enzyme dsp@ ammonia lyase, the
amino acid sequence of which was computationaltyaek from the genome of
Meloidogyne hapland modeled in the present study.

Keywords: Cryptocarya aschersonianaAnnonaceae.Guatteria australis
Lauraceae. root-knot nematode. Computational magleli
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Dentre os inimeros problemas fitossanitarios mimeiate enfrentados
pelos agricultores, os nematoides do géméetoidogynemerecem posicado de
destaque. Estes fitoparasitas sdo conhecidos cemataides das galhas, por
formarem nodulos (galhas) no sistema radicular pdastas hospedeiras. Sao
amplamente disseminados em todo o mundo e atacardeyparte dos vegetais
cultivaveis. E estimado quileloidogynespp. cause prejuizos mundiais que
excedem a 100 hilhSes de délares por ano (SASSERCKMAN, 1987).

Em paises de clima tropical, algumas espécies, chblamidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood, encontram condicfes de umidade e
temperatura ideais para a reproducdo. Tais fattifiesitam o controle desses
patégenos, 0s quais, ap6s terem se estabelecidiemmminada area, sdo de
dificil erradicacdo, exigindo, assim, medidas quesspbilitem a reducéo
populacional dos mesmos para tornar viavel o aulliv determinadas culturas.

Dentre os métodos disponiveis para a reducdo popod de
nematoides fitoparasitas, o controle quimico é laquemumente empregado.
Entretanto, os nematicidas comerciais tém seu asa ez mais limitado,
devido as suas altas toxicidades ao ambiente e@merh, ao alto custo para o
agricultor em geral, a baixa disponibilidade ermsesiem desenvolvimento e a
baixa eficacia de controle, depois de repetidagcagiies (DONG; ZHANG,
2006).

Com a retirada do mercado de alguns dos principaisaticidas e a
crescente busca por novas metodologias menos asezague ndo contaminem
o0 homem e o ambiente com substancias de alta daxiej o uso de extratos
vegetais com propriedades nematicidas no contefgaahematoides representa
mais uma alternativa para os produtores, pois slespraticos, custam menos
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gue os nematicidas convencionais e apresentam hato de contaminacéo
para o meio ambiente e para o homem, com subssardga elevadas
periculosidades. Dessa forma, varias pesquisassidmrealizadas nesta area,
demonstrando os efeitos nematicidas dos extratosdiflgentes plantas
(CHITWOOD, 2002) e de substancias de origem veg@&alVEIRA et al.,
2007), sendo, portanto, muito promissoras paraserd@lvimento de novos
produtos economicamente viaveis, de baixa toxiedadambiente e ao homem.
Em decorréncia, o presente trabalho foi realizamo o objetivo geral
de realizar a prospec¢do quimica de metabdlitodugidos por anonéceas e
lauraceas, ativos para o controle Meloidogynespp. Em seguida, buscou-se
fracionar os extratos das espécies vegetais maisigsores, por meio de
técnicas cromatogréaficas, para isolar e identifiaar substancias produzidas
pelas plantas. Posteriormente, os metabdlitossatsalados foram submetidos a
uma abordagem computacional, com vistas a entemderma de a¢éo dos

mesmos.

2 OBJETIVOS

a) selecionar espécies da familia Annonaceae produtode
substancias ativas contkh incognitg ja que tal familia apresenta
diversas atividades bioldgicas, segundo trabalhelgmnares.

b) isolar e identificar a(s) substancia(s) presentegsgxtrato organico
da espécie vegetal com maior poder nematicida.

c) isolar e identificar a(s) substancia(s) ativa(shtoMeloidogyne
exigua Goeldi e M. incognitg produzida(s) porCryptocarya
aschersonianaMez (Lauraceae), espécie vegetal escolhida por
apresentar atividade nematicidade de acordo corballras

anteriores.
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d) identificar, por meio de estudas silico, os alvos enzimaticos da(s)

substancia(s) isolada(s) e ativa(s) contra osidefenematoides.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Fitonematoides

Nematoides (do gregnematos ‘filamento’ e eidos ‘semelhante’) séo
animais que tém o corpo cilindrico e alongado, semtontrados em todos os
habitats terrestres, marinhos e de agua doce.ah#sais podem ser de vida
livre ou parasitas de outros organismos.

Dentre os nematoides parasitas, podem-se deswfilorematoides, ou
seja, nematoides parasitas de plantas, que podecarseterizados como ecto
ou endoparasitas (sedentarios ou migradores), ederstr quais se destacam
aqueles do génendeloidogyne E interessante notar que a fase infectante dos
nematoides deste género, juvenil do segundo est@llh tem reservas
energéticas, pois ndo se alimenta até chegar pedwiso e formar seu sitio de
alimentacao (CAMPOS, 2003). Tais juvenis sdo atsaftblas raizes das plantas
devido a presenca nos mesmos de o6rgdos sensoud@ifugcionam como
guimiorreceptores especializados para o parasititm@ das caracteristicas de
Meloidogynespp. € a presenca de estilete na parte anterewdoorpo, que tem
duas funcg@es basicas: a injecdo de enzimas e déhis nas raizes da planta
hospedeira e a ingestdo de nutrientes e agua. Catasenvolvimento do
nematoide do génerbleloidogyneno interior das raizes da planta, ocorrem
deformacdes em tais raizes ,que sdo denominadaasga&lm decorréncia, os
nematoides deste género sdo vulgarmente conhecmlo® nematoides de
galhas (PERRY; MOENS; STARR, 2009).

Os nematoides do génewteloidogynesdo encontrados, principalmente,
em regides tropicais, nas quais parasitam grande gas plantas cultivaveis, o
que representa uma perda anual de, aproximadanig2te, na maioria das
culturas (CARBONI; MAZZONETTO, 2013; SASSER; FRECKIM, 1987).
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Neste género estdo incluidas, aproximadamente, espécies (KARSSEN;
MOENS, 2006), dentre as quais se encontfdmincognita e M. exigua
Especificamente no BrasiM. incognitaataca varias culturas de importancia
econdmica, como, por exemplo, soja, algodédo e cafésando sérios prejuizos
aos agricultores (RANDIG; CARNEIRO; CASTAGNONE-SERGE, 2004). Ja
M. exiguaataca, principalmente, cafeeiros, sendo considanath das espécies
mais prejudiciais para tal cultura (SOUZA, 2008).

Além da presenca de galhas nas raizes, as plaatzsdas por estes
fitonematoides apresentam sintomas como a redugddeéormacao do sistema
radicular, a ineficiéncia das raizes em absortesresportar agua e nutrientes, a
clorose e 0 menor desenvolvimento da parte aétefDEOD, 1993).

M. incognitaé considerada uma das espécies mais agressipessergda
algumas caracteristicas que dificultam o seu clntmomo ampla gama de
hospedeiros (ROBERTS, 1995), alta persisténciaolmma auséncia de plantas
(REBEL; JAEHN; VIANNA, 1976), existéncia de racagsidlogicas
(HARTMAN; SASSER, 1985), ampla distribuicdo geografe associacdo a
outros fitopatégenos, o que acarreta o surgimeataakncas complexas que
aumentam os danos as plantas (LORDELLO, 1964). Qu#. exigua apesar
do numero reduzido de culturas de importancia eom® que tal nematoide
pode atacar, 0 seu hospedeiro principal, o cafeéiferene e, apds a entrada
deste fitonematoide no campo, o seu controle & toastante dificil (FERRAZ
et al., 2010).

Quando adultas, as fémeas de espécies do gdfemdogynetém
corpo em forma de péra, enquanto nos machos o tempformato vermiforme.
Apresentam estiletes variando entre 15 a 2#4vb de comprimento. A fase
infectante corresponde ao juvenil de segundo es{dd) que mede, em média,
350 um. ApGs penetrar na raiz da planta, o J2 naitfrax zona de diferenciacéo

celular, onde gera o seu sitio de alimentagéo. @rdicdes adequadas, os ciclos
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de vida de nematoides do génévieloidogynesdo de, aproximadamente, 30
dias, 0 que torna possivel a ocorréncia de vaeaaces em uma Unica safra
(WYSS; GRUNDLER; MUNCH, 1992).

3.2 Métodos para o controle d&1€oidogyne spp.

Na tentativa de diminuir as populagbes de fitoneidas, varios
métodos de controle tém sido empregados (NOVARETMIDNTEIRO;
FERRAZ, 1998), dentre os quais se podem citar alastultivares resistentes, o
controle bioldgico, a incorporacdo de matéria oigmo solo, o emprego de
plantas antagbnicas, a rotacdo de cultura com gdanfio hospedeiras e a
aplicacdo de nematicidas sistémicos (BARROS; MOUREDROSA, 2000;
BROWN; KERRY, 1987).

Embora o dltimo método seja, em geral, 0 maiszatlpo apds o
estabelecimento do nematoide, ele apresenta dagesst como o aumento do
custo de producdo. Em alguns casos se observadfaiéncia e, em geral, ha
grande possibilidade de contaminacdo do ambiente @omem, ja que os
principios ativos dos nematicidas comerciais sdoeldwada toxicidade ao
homem e a outros animais (OLIVEIRA et al., 2005 geral, tal toxicidade se
deve a inibicdo da enzima acetilcolinesterase,areles 0 rapido acumulo de
acetilcolina nas sinapses. Com isso, ocorre hipatatie nervosa e consequente
colapso do sistema nervoso, podendo levar a morteganismo.

Os nematicidas comerciais tém sido utilizados desfleal do século
XIX, quando o dissulfeto de carbono foi introduziéinda no inicio do século
XX ocorreram o desenvolvimento e a consequentedogtdo no mercado de
novos produtos volateis, tais como cloropicring-dicloropropano (1,3-D),
1,2-dibromo-3-cloropropano (1,2-DBCP), mistura ¢&-dicloropropano e 1,2-

dicloropropano, formaldeido, metame de sédio (umaiirbamato), dazomete e



15

brometo de metila, que teve, em 2005, seu uso aeMDONOS paises
desenvolvidos através do Protocolo de Montreal. iNoio do século XX
surgiram 0s nematicidas comerciais de uso sisténdoganofosforados
(fenamifos, etoprofés e fostiazato), juntamente osnsarbamatos (carbofurano,
aldicarbe e oxamil). No final do século XX e nccinido século XXI comegou
uma crescente busca por nematicidas mais eficiectes menores impactos
ambientais e de custos mais baixos para os predutDessa forma, teve inicio
um interesse crescente no desenvolvimento de redaati'naturais”, derivados,
principalmente, de extratos de plantas (PERRY; MOEBTARR, 2009).

Vale ressaltar que algumas dessas substancias, eddicarbe e
carbofurano, ja foram banidas em muitos paisespdestados Unidos, Canada
e Unido Europeia. No Brasil, o aldicarbe esta joililesde 2012, mas, ainda
assim, o mercado nematicida cresce a cada ano. @, 2ste mercado
movimentou cerca de 220 milh6es de doélares, o quesponde a um grande
crescimento no uso de nematicidas, se comparadmaale 2007, quando as
vendas de tais pesticidas ficaram em torno de 9808 de ddlares. Este
mercado é impulsionado, em grande parte, pelasraslde soja, milho e café
(MERCADO..., 2014; NEMATICIDAS..., 2014).

3.3 Substancias de origem natural com atividade neaticida

Nos ultimos anos, tém se intensificado os estudymegando plantas
que apresentam efeitos antagbnicos a nematoides, seaem utilizadas em
rotacdo de culturas, plantio intercalar, aplicagéeta no solo como tortas ou
extratos vegetais e, também, para o isolamentosdbastancias ativas para
emprego no desenvolvimento de novos nematicidasMEIRA et al., 2005).
Um exemplo consiste nos estudos realizados comexied\zadirachta indica

A. Juss. (Meliaceae), conhecida popularmente conm, mue apresenta
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eficiéncia no controle de varias pragas e tem ss&ramo muito promissora para
0 controle de fitonematoides (JAVED et al., 200602 MUSABYIMAN;
SAXENA, 1999).

Outros exemplos de espécies vegetais com resultddasante
expressivos nesta area sao erva-de-santa-n@nenppodium ambrosioidds
(Amaranthaceae)] (MELLO; MACHADO; INOMOTO, 2006) mamona
[Ricinus communid.. (Euphorbiaceae)] (MASHELA; NTHANGENI, 2002).
Também pode ser mencionada aqui a revisdo solema que foi organizada
por Chitwood (2002), na qual se observam variogatd vegetais com
atividade nematicida. Dentre as varias substarmiamdas de plantas, ativas

contra nematoides fitoparasitas, alguns exemplosnsdstrados na Figura 1.



Figura 1Estruturas de substancias de origem vegetal copripdades nematicidas e as espécies vegetais das qu
foram isoladas: tridecan-2-onRjlocarpus microphyllug1); 2,4,5-trimetilestirenoyaleriana wallichii D. C.
(2); monocrotalinaCrotalaria spectabilisL. (3); colchicina,Cathranthus roseu&. Don. (4); taccalonolida E,
Taccaspp. (5) (ADAMS; DILLMAN; FINLINSON, 2009; CHITWO®, 2002; KIM et al., 2008; ROMERO et
al., 2006)

17
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3.4 Familia Annonaceae Juss.

Annonaceae Juss. é uma familia de plantas didotileas, de
distribuicao tropical em todo o mundo e que abrange de 130 géneros, nos
guais estdo distribuidas, aproximadamente, 2.5Q@@#ces (CRONQUIST,
1981). Por isso, éeceleita a maior familia da ordeviagnoliales.
No Brasil ocorrem cerca de 250 espécies em 33 g&neendo apenas cinco
deles Annona Rollinia, Uvaria, Melodorume Asiming capazes de produzir
frutos comestiveis. As anonaceas sao encontradasvensos ambientes, como
matas primarias e secundérias de terra firme, nadagadas (varzeas e igapos),
restingas, regides montanhosas, caatinga e sasfatn@,outros. De acordo com
Miralha (1995), o grande centro de distribuicofalamilia €, sem davida, a
regido amazonica, seguida do sudeste do Brasil.

Tal familia é constituida, principalmente, por &esde grande porte,
gue tém cascas aromaticas. As anonaceas sao fatglmeconhecidas, pois
apresentm folhas alternas, disticas, simples, stiputas e com margem inteira.
As flores sdo, geralmente, grandes e vistosas.uissf de aparéncia excéntrica,
na grande maioria s&o bagas. Apresentam uma ouasnsimentes, com
camadas envoltérias carnudas e suculentas (Figurd@mais, tais frutos sado
bem oleosos. Dentre as espécies mais estudadaspeota fitoquimico se
encontramAnnona muricatal.. (graviola), Annona coriaceaMart. (fruta-do-
conde)Annona crassifloravart. (marolo) éAnnona squamosa (pinha). Entre
as espécies com valor medicinal se destaganona tenuifloraVart e Xylopia
cf. frutescendAubl., pois as infusdes de suas folhas sédo ufidigacomo anti-
inflamatério e analgésico (HIRUMA-LIMA et al., 20D2As sementes de
Xylopia aethiopicaA. Rich. eXylopia aromatica(Lam) Mart. sdo empregadas
como condimentos, sendo boas substitutas da pirdertaino Piper nigrumL.
(Piperaceae)] (DIAS, 1988).
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Figura 2 llustracdes de espécies de anonaceas ifaoceae, 2014)

A partir da década de 1980, um novo estimulo supgita 0 estudo
fitoquimico da referida familia com o isolamento dma nova classe de
substancias naturais bioativas, conhecidas conetogeninas de anonaceas’,
gue apresentam uma vasta gama de atividades loaé)dais como citotoxica,
antitumoral, pesticida, vermicida, abortiva, antirabiana, imunossupressora,
antiemética, antimalarica e nematicida (CAVE et #97; DANG et al., 2011;
RUPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990). Ademais, de acordom Cave et
al. (1986), Martins (1996) e Moreira (1999), osudss quimicos de espécies
pertencentes a familia Annonaceae demonstram qumeasnas acumulam
diferentes metabdlitos secundarios com importaatieglades farmacolégicas,
tais como citotdxica (flavanonas), bactericidadhlies), antifingica (terpenos)

e antitumoral (diterpenos, alcaloides).
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Além de alcaloides, constituintes como polifenéigrpenos e
substancias aromaticas também sdo encontrados pétiess vegetais de
anonaceas. Dentre os esteroides de ocorréncia switam em Annonaceae,
podem-se citar @g-sitosterol 6) e o estigmasterolf) (Figura 3) (LEBOEUF et
al.,, 1982). Quanto aos compostos fendlicos de maéorréncia na referida
familia, podem-se destacar os flavonoides (SIMOE&l.e 2004), dentre os
quais se podem citar d3-glicosideos de apigenina (8), o kaempferol (9), a
quercetina (10) e a luteolina (11) (Figura 3) (SANS[ SALATINO, 2000).
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Figura 3Estruturas de metabdlitos secundéarios produzidosponaceass-sitosterol (6), estigmasterol (7), apigenina
(8), kaempferol (9), quercetina (10) e luteolind) (1
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3.4.1 Acetogeninas

As acetogeninas sdo metabdlitos secundarios pubshiAapenas pela
familia Annonaceae, sendo essencialmente deridalasidos graxos contendo
ligacbes duplas e ftriplas, sem ramificacbes (RURRMRE HUI;
MCLAUGHLIN, 1990). Todas as acetogeninas ja cordtexitém de 32 () a
34 (G, atomos de carbono e contém, em suas cadeiaslagtoaa terminal.
Alguns esqueletos apresentam grupos funcionaispaips, como hidroxilas,
carbonilas cetbnicas, anéis de epodxidos e anéiz-higlrofuranicos e tetra-
hidropiranicos. Alguns tipos de acetogeninas sd@acbtarizados com base nos
grupos funcionais presentes. Essa funcionalidadéem uma grande gama de
atividades biol6gicas (BERMEJO et al., 2005).

Segundo Bermejo et al. (2005), ja foram isoladas @detogeninas na
familia Annonaceae. Destas, 176 foram relatadgeriodo entre 1998 e 2004,
sendo a maioria destes compostos descrita em espltigénerédnnona.Vale
destacar que uvaricina (12) (Figura 4) fop@meira acetogenina isolada de
anonacea (JOLAD et.all982). Tal substancia é produzida pela espétanioa
Uvaria acuminata Oliv. Outras acetogeninas, como anonacina (13) e
esquamocina (14) (Figura 4), merecem destaque aledsd suas atividades
biolégicas, principalmente a antitumoraVYUAN et al.,, 2003, 2006)
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Figura 4Estruturas de acetogeninas produzidas por anonaseaina (12), anonacina (13) e esquamocina (14)
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3.4.2 Alcaloides

Dentre as diversas classes de metabdlitos secasdpademos destacar
os alcaloides, devido as suas multiplas atividatfesnacolégicas, sendo
amplamente distribuidos nas plantas pertecentesgid Annonaceae. Trata-se
de substincias de baixa massa molecular, caratsicopaproduzidas,
principalmente, por plantas, mas podendo ser tambi&ssintetizadas por
fungos, bactérias e, até mesmo, por animais (HARBERL984). Nas plantas
sao, geralmente, sintetizados a partir de aminoacigbdendo existir no estado
livre, como sais ou 6xidos. No sistema nervosoragnds alcaloides podem
apresentar diversos efeitos, dentre o0s quais senpaikstacar aqueles que
acarretam atividade depressiva (morfina, escopak@mestimulante (estricnina,
cafeina), anticolinérgica (atropina, hiosciaminayjanglionares (nicotina). Os
alcaloides também podem ter atividade anestésicgaifta), antitumoral
(vimblastina, vincristina), antimalarica (quinine) antibacteriana (berberina),
dentre muitas outras (BRUNETON, 1999).

Os alcaloides podem ser classificados quanto édatie bioldgica, a
estrutura quimica e a origem biossintética. De dicocom a origem
biossintética, podem ser divididos em verdadeirgsotoalcaloides e
pseudoalcaloides. Os alcaloides ditos verdadeiéios agjueles que tém anel
heterociclico com um ou mais atomos de nitrogénimje sao biossintetizados a
partir de um aminoacido, o que pode ser exemplificpela nicotina. Os
protoalcaloides sdo aqueles cujo(s) atomo(s) degéitio se origina(m) de um
aminoacido, mas ndo formam um anel heterociclicqu® é caracteristico da
efedrina. Em se tratando dos pseudoalcaloides, cafiacterizados por se
tratarem de compostos nitrogenados derivados pertes ou esteroides. Como

exemplo, tem-se a solasodina.



25

Dentre os alcaloides descritos na literatura, ogusolinicos merecem
destaque devido as varias atividades farmacolodWasRTHEN; GOODEN,;
JACOBSON, 1969). A origem biossintética dos refesidicaloides se inicia na
rota do &cido chiquimico, por meio da qual sdo fafos os aminoacidos
aromaticos como a L-fenilalanina e L-tirosina (DEM 1997). Os alcaloides
do tipo benzilisoquinolinico sédo encontrados coande frequéncia na familia
Annonaceae. Em geral, estdo distribuidos entre emirtes grupos de
alcaloides: berberinas, fenantrenos, cularinasfimamdienonas, isoquinolonas,
bisbenzilisoquinolinicos, oxoaporfinicos e os ajpicbs, que séo, de longe, os
mais abundantes no géne@uatteria Em 1982, Leboeuf e colaboradores
publicaram uma revisdo sobre a fitoquimica da famiihnonaceae, na qual é
relatada a predominancia de alcaloides aporfinicaosoaporfinicos dentre os
metabolitos secundarios isolados de espécies pertass a referida familia.

Os alcaloides aporfinicos tém ampla representdeétyo do grupo dos
alcaloides isoquinolinicos, sendo amplamente ermados em plantas das
familias Annonaceae, e ocasionalmente detectadasitras familias, tais como
Monimiaceae, Berberidaceae, Ranunculaceae e Lawa@UINAUDEAU;
LEBOEUF; CAVE, 1975). Em varios estudos tem sidategla vasta atividade
biolégica de alcaloides aporfinicos e oxoaporfisig€ OSTA et al., 2011;
RINALDI, 2007).

Dentre os alcaloides oxoaporfinicos, liriodenind) ((Figura 5) € o mais
encontrado em espécies da familia Annonaceae (SANMDRAIS; BRAZ-
FILHO, 2003), sendo os alcaloid@sarbolinicos (16) (Figura 5) de ocorréncia
menos comum (WANG et.aR012).
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Figura 5Estruturas de alcaloides produzidos por anonadieiastenina (15) e
estrutura fundamental dos alcaloigesarbolinicos (16)

3.5 Familia Lauraceae Juss.

A familia Lauraceae é considerada uma das maistwais pertencentes
a divisdo Magnoliophyta. Tal fato se deve as saaacteristicas morfolégicas e
anatdbmicas, que as aproximam de outras familiagjoc€@alycanthaceae,
Idiospermaceae e Hernandiaceae (CRONQUIST, 1988). |dAiraceas se
apresentam amplamente distribuidas nas regidescdrepe subtropicais do
planeta, sendo esta familia formada por 49 géreedes 2.500 a 3.000 espécies
(WERFF; RICHTER, 1996). No Brasil ocorrem 22 géseayae habitam, em sua
maior parte, as florestas pluviais, as restingas eerrados (BARROSO et al.,
2002).

As lauraceas se destacam entre as demais famglmsya importancia
econdmica, ja que algumas espécies sdo comuméizizdais na culinaria, além
de serem bhoas fornecedoras de madeiras de leandigmaioria destas espécies
€ dearvorese arbustosporém, algumas séo trepadeiras parasitas pentesczo
géneroCassytha As folhas das lauraceas tém cheiro caracterisjicando
esmagadas, devido a presencadldes essenciaisSuas folhas sdo simples,
geralmente alternas, coridceas e aromaticas; awsfledo bissexuadas

(hemafroditas), monoicas ou dioicas; 0s frutos saalo
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tipo bagaoudrupamonospermatica, enquanto s&snents se apresentam sem
endosperma e com embrido desenvolvido (SAMPAIO; RER CAMARGO,
2003).

As lauraceas sao importantes produtoras de O6lessn@ais que
alcancam alto valor no mercado, pois sédo frequesriterutilizadas como fonte
de matéria-prima em inddstria€innamomum canphoré..) Presl. eLindera
benzoin(L.) Blume sdo reconhecidas como algumas das paixiespécies
produtoras de 6leos essencidis. canphora popularmente conhecida como
canfora, é uma das espécies botanicas mais conhedabde a Grécia antiga,
sendo utilizada nas industrias de perfumaria e caettntos, devido ao odor
agradavel produzido pelo monoterpeno lindlbl) (Figura 6). Da espécik.
benzoinse extrai o 6leo de benjoim (COE-TEIXEIRA, 198Que é muito
utilizado pelas industrias de cosméticos.

Segundo dados encontrados na literatura, a fabmdlimaceae tem um
namero expressivo de espécies produtoras de comspaisiativos, responsaveis
por uma gama de atividades biologicas, dentre assquale ressaltar as
propriedades anti-hiperglicémica (CHAKRABORTY; DA&)10), antidiarreica
(RAO et al., 2008), anti-hiperlipidémica (DHULASAWN et al., 2010), anti-
inflamatéria (GAMBHIRE; JUVEKAR; WANKHEDE, 2009), caricida
(REDDY et al., 2009), hepatoprotetora (SELVAM et 2010), gastroprotetora
(ESWARAN et al., 2010), antioxidante (DEVI; KANNARR; ANURADHA,
2007), antibacteriana (PAREKH; CHANDA, 2007), imibra de amilase-
(KAR; CHOUDHARY; BANDYOPADHYQY, 2003), imunomoduladora
(CHAURASIA; PANDEY; TRIPATHI, 2010), inseticida (ALAHVAISI et al.,
2011), anti-HIV, anti-histaminica e antitumoral KURA; BABA; OKUDA,
2000a, 2000Db).

Além dos varios compostos volateis produzidos pelasiceas, podem-

se citar, ainda, os alcaloides, como aqueles @oaxpaporfinico [dicentrinona
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(18) e aporfinico, [talbaicalidina (1P)(ZANIN; LORDELLO, 2007). Tais
plantas produzem, também, lactonas sesquiterpéioa® 0 partenolideo (20)
(BEDOYA; ABAD; BERMEJO,2008) (Figura 6).
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Figura 6 Estruturas de metabdlitos produzidos por lauracéaalol (17),
alcaloides dicentrinona (18) e talbaicalidina (@®artenolideo (20)

3.6 Quimica computacional

A quimica computacional corresponde a uma area edgusa que
emergiu rapidamente no final do século XX e inttdoséculo XXI. Ela desperta
grande interesse, pois se trata de uma valiosanfenta para auxiliar nos
estudos experimentais. Tal area utiliza técnicampeacionais capazes de
calcular propriedades fisicas e quimicas de sistenmdeculares, o que pode ser
de grande valia para o planejamento e a descoldertmovas moléculas
bioativas. Os avan¢cos na quimica computacionalnformpulsionados pelo
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grande e rapido desenvolvimento dos recursos c@tipuis, 0 que permitiu
uma consideravel reducdo do tempo de processarmdentados (BULTINCK;
TOLLENAERE; WINTER, 2003).

3.6.1 Modelagem computacional de enzimas

As proteinas sdo encontradas em todas as célefaf) as suas funcdes
diretamente relacionadas as suas organiza¢cfGesiaspativas, 0 que permite
afirmar que, para compreender o seu funcionameéntte grande importéancia
conhecer as suas estruturas tridimensionais quesy# vez, sdo totalmente
dependentes das suas sequéncias de residuos deacidus (NOVAES;
SCOTT, 2009). Logo, quando ndo ha qualquer infofmagobre a estrutura
tridimensional de uma proteina de interesse, ogirimpasso para a modelagem
computacional da mesma € a busca pela sua sequineminoacidos. Para
tanto, existem os bancos primarios e secundaricegi@éncias de aminoacidos
de proteinas, ou de sequéncias de genes que aadifigroducado de proteinas.
Os principais bancos de dados primarios sdao o @Gé&nba
(http://www.nchi.nim.nih.gov/genbank/), o Europe&iinformatics Institute
em parceria com o European Molecular Biology Latwoga (EMBL-EBI)
(http://lwww.ebi.ac.uk/), o DDBJ (para sequéncias duicleotideos)
(http://lwww.ddbj.nig.ac.jp/) e o Uniprot (para séquias de aminoacidos)
(http://www.uniprot.org/).

No que diz repeito aos bancos de dados secundasosiesmos séo
derivados dos primarios. Vale destacar alguns ekmmpomo o Blocks
(sequéncias segaps alinhadas de acordo com as regifes mais conserea
proteinas do mesmo grupo) (http://blocks.fhcrc)pi@/GDB (0 banco de dados
oficial do projeto genoma humanohttp://www.gdb.org), o PROSITE (um

banco de dados de familias e dominios de protefhtip)//prosite.expasy.ory/
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e 0 REBASE (banco de dados com informacdes solwgnas de restricéo,
metilases, de origem microbiana, sequéncias denlecamento, sitios de
clivagem, especificidade de metilacdo, disponibdiel comercial e referéncias)
(http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)
(http://eot.bu.edu/ccb/ProteinDatabases/index.htm).

Uma vez selecionada a sequéncia de aminoacidosteledse, faz-se
necessario modela-la. Para tanto, sdo utilizadesicts de predicdo das
estruturas tridimensionais (3D) de proteinas pdodas computacionais, dentre
as quais se podem citar a modelagem por homolaigpredicdo de
enovelamentotkreading e a predigdo por primeiros principi@b(initio) como
sendo as principais (FLOUDAS et al., 2006).

3.6.2 Testes virtuais

Devido ao grande numero de substancias organigalsecimas e ao
elevado custo das etapas de selecdo daquelas catividades bioldgicas
desejadas, a pré-selecdo de compostos antes dasabmos mesmos a testes
in vitro e in vivo se tornou uma necessidade em programas de degeremtio
de novos produtos para emprego no controle de pragdoencas em geral
(BLEICHER et al., 2003; WALTERS; MURCKO, 2000). Rartanto, o
computador se mostra uma importante ferramenta, gleipermite a utilizacao
de métodos cada vez mais sofisticados para a ealiscdubstancias. Por serem
realizados no computador, tais testes sdo denoosnadual screeningou,
simplesmente, testes virtuais. Em varios casos\aapapos a selecao virtual, os
compostos sdo submetidos aos testes de atividamégion experimental
(SHOICHET, 2004). Dentre as vantagens da aplicdgagrtual screeningesta
a economia de recursos, uma vez que esta etapab@ddhp é realizada apenas

no computador, sem o consumo de qualquer mat&ti&lgE, 2006).
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De modo geral, os métodos empregadovieimal screeningpodem ser
agrupados em trés categorias: (a) filtros uni ér@dsionais (1D e 2D), que se
baseiam nas propriedades fisico-quimicas e na twidade dos compostos
(filtros drug-like); (b) filtros tridimensionais (3D), que se baseiama
distribuicdo espacial de caracteristicas espesiffid&ros farmacoforicos) e (c) e
filtros de interacdo molecular, que se baseiam eiidas de afinidade entre o
composto e seu alvo bioldgico (filtros decking.

Os filtros de compostodrug-like sdo baseados no conceito de que as
substancias ativas, em geral, apresentam deterasinacbpriedades que os
distinguem dos demais compostos organicos. Estgsigdades podem ser de
natureza fisico-quimica, como a massa molecular @eficiente de particdo do
composto, ou podem ser relativas a conectividadeaular, como a auséncia de
grupos funcionais sabidamente téxicos ou a presdacam grupo funcional,
que pode promover uma determinada atividade bicdad@MORRIS; BRUNEU,
2000; OPREA, 2002; SADOWSKI, 2000). Uma das priaispvantagens dos
filtros drug-like € que estes podem ser calculados muito rapidamseneo
possivel o processamento de milhares de compostossggundo, em um
computador pessoal (CHARIFSON; WALTERS, 2002). @uwantagem é que
estes filtros sdo capazes de reduzir significatersim 0 nimero de compostos
em bancos de dados comercialmente disponiveiss Hete aspectos tornam os
filtros drug-like os primeiros a serem aplicados em bancos de daalasa
eliminagcdo precoce de compostos indesejados. Estedimento pode ser em
parte especulativo e subjetivo, uma vez que esheesfsdo sabidamente
imprecisos e os limites que separam compostos atksejde indesejados sao
definidos arbitrariamente. Assim, para reduzir anato de resultados falso-
positivos ou falso-negativos, é importante examirmariodicamente o0s

compostos eliminados pelo filtro.
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Os filtros farmacoféricos sdo empregados para ecdel com base no
arranjo espacial das propriedades estéricas émileds necessarias para garantir
interacBes ndo covalentes Gtimas entre um liganteewe alvo bioldgico
especifico, para que a resposta biolégica sejadsivou inibida. Logo, um
farmacdéforo € um conceito abstrato que incorporhadmlidades de interacao
molecular comuns em uma série de compostos e o0 alebdgico
correspondente (GOOD; MASON; PICKETT, 2000; KLEBE a., 2000;
WERMUTH et al., 1998). Uma vez definido um farmamréf o mesmo deve ser
capaz de explicar as atividades dos compostossaéiva falta de atividade de
anélogos inativos. Adicionalmente, é desejavel elagpossa ser empregado na
previsdo da atividade a ser observada para nouastueas. Até que um
farmacéforo tenha sido validado e apresente albhagtilidade de previsao,
qualquer farmacoforo proposto é chamado de “hipbtesu de “modelo
farmacoférico”. Estes podem ser obtidos a partir estruturas dos compostos
ativos ou/e dos receptores (TRIBALLEAU; BERTRANDGCHAER, 2006).

Quanto aos filtros dedocking (ancoragem), eles sdo baseados na
estimativa da afinidade entre um ligante e seuptecéioldgico, o que fornece
uma previsdo do modo de ligacdo mais favoraveleemin composto e uma
determinada proteina alvo, bem como apresenta lmgi@ quantitativa desta
interacdo. Esta metodologia pode ser dividida emsdetapas distintas, que
podem ser executadas separadamente ou de formanttartte. Na primeira
delas, os possiveis modos de ligacdo entre o éigard proteina sdo gerados,
variando-se tanto a conformacdo quanto a orientdoadligante em relacdo a
proteina. Na segunda etapa, faz-se uma avaliagatitgtiva de cada um destes
possiveis modos de ligacdo, para a selecao dafavaigivel. Existem diversos
programas de docking disponiveis, que fazem usdlifdeentes estratégias.
Embora alguns apresentem melhores resultados qtresoem situagfes

especificas, no geral apresentam desempenhos regni(RESTER, 2006).
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Dentre os programas existentes podem ser citadd@OBIOCK (MORRIS et
al.,, 1998) e GLIDE (PEROLA; WALTERS; CHARIFSON, ZR0SCHULZ-
GASCH; STAHL, 2003).

3.6.3 Dinamica molecular

Outro método empregado no estudo computacionaldesvsistemas,
inclusive os formados por proteinas, consiste maulsicdo por dindmica
molecular, que estuda 0s movimentos em um sistemapatticulas por
simulacéo da evolucdo temporal das conformacfesatmtituintes do sistema.
Tal simulacdo permite uma compreensdo das intesaqgfie acontecem em
ambito molecular, podendo ser usadas para respandguestdes sobre as
propriedades de um sistema biol6gico modelo, deeiramais simples que nos
sistemas experimentais disponiveis.

Este método pode ser empregado tanto em sistenelétdins, dtomos
ou moléculas, como em sistemas biolégicos mais g, baseando-se no
conhecimento do potencial de interacdo entre ascpkas e nas equacbes de
movimentos que governam a dinamica dessas pagi¢BRSCUTTI, 2004),
com o objetivo de se observar as propriedades tBndwmicas, estruturais,
espectroscopicas, de transporte, estruturas deatsgho e agregacgbes
intermoleculares (BORIN, 1999).

As simulagBes por dindmica molecular sdo amplamatilizadas para
se obter informacdes sobre as propriedades deimastem solucdo. Em tais
simulacdes, o0 solvente (dgua), geralmente, é cem&d explicitamente,
enquanto a estrutura inicial da proteina pode seunada de dados
cristalograficos, de ressonancia magnética nuclear de modelagem
computacional. Em todos os casos, a proteina pedeosnplexada a ligantes
e/ou a cofatores, cujos posicionamentos inciais caw®plexos podem ser
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especificados com base em dados cristalograficognouetapas delocking
previamente realizadas. A proteina (complexadadoucom o ligante) passa por
um estagio inicial de minimizacdo de energia e gy@st termalizacao
(aquecimento), para seguir para a fase de proddg@mnte a qual sdo coletados
os dados. Como resultado das simulacdes é posdisetvar as modificacdes
estruturais ocorridas devido a interacdo do conaptegteina-ligante, bem como
a descricdo detalhada dos movimentos individuasspdaticulas em fungéo do
tempo. Devido ao elevado custo computacional, apesanelhores complexos
proteina-ligante obtidos apés @ocking sdo selecionados para etapas de

simulacéo por dindmica molecular (ROCHA, 2011).
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Resumo — Fracdes solliveis em diclorometano, premtss dos extratos
metandlicos de plantas da familia Annonaceae, f@abmetidas a testés
vitro contra o nematoide de galhdgloidogyne incognitaO melhor resultado
foi observado para a espécie veg&ahtteria australis cujo extrato aumentou
a mortalidade dos juvenis do segundo estadio @2edatoide para de 34,9%,
0 que foi estatisticamente igual & mortalidade a&daispelo nematicida
comercial Carbofuran (31,1%). Dessa forma, objetise isolar e identificar as
substancias produzidas por tal espéaem vistas a contribuir para o
desenvolvimento de novos métodos de controle deatuéthes fitoparasitas.
Para tanto, a fracdo sollvel em diclorometano dasas des. australisfoi
submetida a fracionamento empregando-se técnicamatograficas. Tal
procedimento resultou na purificacdo de quatrotéunbgs identificadas como
alcal6ides, por meio de andlises espectrométrieasedsonancia magnética
nuclear (RMN), sendo trés delas caracterizadas chsimamina, trans-N-

feruloiltiramina e 8-oxopseudopalmatina.

Termos para indexac@oProdutos naturais, atividade biolégica, alcaloide,

nematoide.
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Bioprospecting of Annonaceae active againsd. incognita and purification
of metabolites produced byGuatteria australis

Abstract Dichloromethane soluble fractions frtime methanol extracts of
plants in the family Annonaceae have been assmyeiro for activity against
the root-knot nematoddeloidogyne incognital he best result was observed for
the plant specieGuatteria australis which increased the mortality of second-
stage juveniles (J2) of the nematode to 34.9%, hwhias statistically equal to
that observed for the commercial nematicide camaofu(31.1%). Thus, we
aimed to isolate and identify substances produgetthib plant species in order
to contribute to the development of new methodscfortrolling plant-parasite
nematodes. Therefore, the dichloromethane fracifothe bark ofG. australis
was subjected to fractionation employing chromappic techniques. This
procedure resulted in the purification of four atkds according to NMR
spectroscopic analysis. Three of them correspondyseamine, trans-N-
feruloyltyramine and 8-oxopseudopalmatine.

Index terms: Natural products, biological activaikaloid, nematode.
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Introducéo

Dentre os inUmeros problemas fitossanitarios mumeiate enfrentados
pelos agricultores, os nematoides do géméetoidogynemerecem posicédo de
destaque. Estes fitoparasitas sdo conhecidos cemataides de galhas por
formarem engrossamentos localizados no sistemacutadi das plantas
hospedeiras. Sdo amplamente disseminados em todourmlo e atacam
praticamente todos os vegetais cultivaveis. E estimgueMeloidogynespp.
cause prejuizos, em todo o mundo, que excedem®biltdes de ddlares por
ano (Sasser et al., 1987).

Em paises de clima tropical, algumas espécies cbtamidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood encontram condi¢cdes de idade e
temperatura ideais para a reproducdo. Tais fatalzsjos a alta capacidade
reprodutiva, dificultam o controle desses patégemasquais, apoés terem se
estabelecido, sao de dificil erradicacdo da aredaninada, exigindo, assim,
medidas que possibilitem a reducéo populaciona fmnar viavel o cultivo de
determinadas culturas (Dias-Arieira et al., 2003).

Dentre os métodos disponiveis para a reducdo popod de
nematoides fitoparasitas, o controle quimico é giogomumente empregada.
Entretanto, o0 mesmo, muitas vezes, ndo se apreséotnte. Ademais, os
produtos comerciais utilizados apresentam altacixile ao ambiente e ao
homem e, ainda, elevado custo para o agricultogenal. Desse modo, algumas
possibilidades para contornar tal problema tém isidestigadas, dentre as quais
cabe mencionar o emprego de produtos de origentalegeque as plantas sédo
capazes de produzir substancias com atividade imédaatOliveira et al., 2007),
sendo, portanto, muito promissoras para o deseimvahto de novos produtos

de baixa toxicidade e menos onerosos.
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Vale ressaltar que, dentre as varias familias m#énconhecidas por
produzirem metabdlitos téxicos a diversos organgnnnonaceae tem-se
destacado. De acordo com dados encontrados rauii estudos fitoquimicos
da referida familia séo cada vez mais crescerdtaegjg as anonaceas acumulam
diferentes metabdlitos secundarios com vasta gagnatididades bioldgicas,
dentre as quais se podem citar a citotoxica, atuambral, a abortiva, a
imunossupressora, a antiemética, a pesticida, rmisien, a antimicrobiana, a
antimalarica e a nematicida (Rupprecht et al., 192¥é, et al., 1997; Dang, et
al., 2011).

Inicialmente, buscou-se, no presente trabalho,ciselar plantas da
familia Annonaceae que fossem ativas coltrancognita A seguir, o objetivo
foi isolar e identificar a(s) substancia(s) prodazs) pela espécie vegetal que

demonstrasse(m) maior(es) toxicidade(s) ao refevihoatoide.

Material e Métodos

Diferentes partes de plantas pertencentes a fafnili@naceae (Tabela
1) foram coletadas nos dias 21 de marco de 202labrdl de 2011, entre 11h e
12h30min, e das 8h as 12h, respectivamente, sopeavisdo de um mateiro do
Departamento de Ciéncias Florestais (UFLA). Osenss vegetais frescos
foram secos em estufa com ventilacdo forcada, ¥4Por 48, 72 e 96 horas,
para folhas, cascas e frutos (bagas), respectitamEmdos os materiais secos
foram moidos em maoinho do tipo Willey. Partes dademais coletados também
foram empregadas na confeccdo de exsicatas, qaen folepositadas no
Herbario Esal da Universidade Federal de Lavras, Lenras, MG, Brasil
(Tabela 1).

Uma aliquota dos materiais vegetais secos e m@@ay) foi submetida

a sete extracdes estaticas com metanol (MeOH)psedh uma delas realizada
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por 24 horas. Para a primeira extracdo se utilizaB)0 mL do referido
solvente, enquanto para as demais o volume foi0fend.. As fases liquidas,
gue foram separadas dos materiais insollveis @cfio em algodao hidrdfilo,
foram reunidas e concentradas em evaporador riotatt# secura. Os extratos
obtidos ap6s a remocao do solvente foram submaiighasticéo liquido/liquido,
sendo o procedimento conduzido de acordo édwarez et al. (2009). Para
tanto, misturas de 20 mL de dgua com 20 mL de micietano (CHCI,) foram
adicionadas aaliquotas de 5,0 g de cada extrato vegetal. Apdacdig (10
minutos), as misturas foram mantidas em repousm{fQtos) e, em seguida, as
fases solaveis em GBI, foram removidas. O procedimento de extracdo das
fases aquosas foi realizado por mais duas vezefasads sollveis em GHI,
oriundas do mesmo material vegetal foram reunidastadas com pequena
guantidade de sulfato de sédio anidro para a remndedagua residual. ApGs
filtracdo em algodao hidrdfilo, as solugbes foramnaentradas em evaporador
rotatorio até a secura e liofilizadas por 24 horas.

Para a realizacdo dos testesvitro com juvenis do segundo estadio
(J2) deM. incognita uma aliquota de cada fracao soluvel em@H(2 mg)
das partes vegetais das espécies selecionadada(Taldei dissolvida em 2,0
mL de Tween 8D a 0,01 g ml', o que resultou em solucdes com
concentragdes iguais a 1.000 pg'mPara a obtencéo dos J2Meincognita
raca 3, a serem utilizados nos experimentos, ralee®mateiros infectados,
mantidos em casa de vegetacdo, foram removidassulostratos, lavadas,
cortadas e trituradas em liquidificador, por 20 w&ps, com solucdo de
hipoclorito de sodio a 0,5 % (m/v), seguindo a iEézrde Hussey e Barkey
(1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). @ssoretidos em peneira de
0,025 mm de abertura (500 mesh ASTM) foram recolhid mantidos em
camara de ecloséo formada por uma tela fina dés@8 de abertura e funil

de vidro. Os J2 eclodidos até 96 horas apdés a memieda caAmara foram
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descartados. Recolheram-se, para emprego nhos, tesieente os J2 que
eclodiram 120 horas ap6s a montagem da camara.

Para o teste de mortalidade de J2Veéncognitag utilizaram-se placas
de polipropileno contendo 96 cavidades de 350 pdraRanto, em cada
cavidade se depositaram 20 puL de uma suspenséasaacuatendo de 20 a 30 J2
de M. incognitae, em seguida, adicionaram-se 100 pL de cada&mldas
fracbes sollveis em diclorometano na concentragdol@O0 pg mt. O
experimento foi realizado em delineamento inteinaime casualizado,
empregando-se cinco repeticbes por amostra. Corstemanhas foram
utilizados Tween 8Da 0,01 g mL* e carbofuran (300 pg i), o qual também
foi solubilizado em Tween 80a 0,01 g mL. As placas foram mantidas em
camara incubadora tipo BOD, a 25,0 °C, por 48 h@&asseguida, contaram-se
0s J2 méveis e imdveis, e se adicionou uma gotoldeado recém-preparada de
hidréxido de sédio (NaOH) 1,0 moi‘la cada cavidade. Os J2 retos e iméveis
foram considerados mortos, enquanto os retorcigodweis foram considerados
vivos. Os valores obtidos foram transformados ermegmagem de J2 mortos e
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), emprdgsse 0 programa
computacional SISVAR. As médias foram comparadgars#o o teste de Scott
e Knott (1974), a 5% de probabilidade. Dessa fordefjniram-se quatro
categorias de toxicidade ou atividades nematic{ddy) das fracbes, sollveis
em diclorometano, testadas, a saber: categoriasséns atividade, intervalo
0<AN<2,2; Il = baixa atividade, intervalo 4AN<7,7; lll = atividade
moderada, intervalo 1G6BN<13,3 e IV = alta atividade, equivalente ao
nematicida comercial Carbofuran, AN = 34,8 (Tal¥la

Apés a andlise dos resultados dos biotestes, adfisaiivel em CKCl,
(FR-1), proveniente do extrato das cascasdaustralis foi selecionada para
dar continuidade ao trabalho, j& que tal fracd@mesentou ativa contid.

incognita Para tanto, a referida fracdo foi submetida aesgicos
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fracionamentos por cromatografia em coluna do tifash (4x17 cm),
empregando-se silica gel 60 (230-400 mesh, Mergk)ocfase estacionaria e
combinacdes de hexano/acetato de etila (Hex/AcQ&L)03; 95:5; 80:20;
40:60; 600 mL de cada), AcOEt (600 mL), AcOEt/Me(#3:5) e MeOH (730
mL), como eluentes. As fracdes obtidas foram amddis por cromatografia em
camada delgada (CCD) e combinadas de acordo consimidaridades
cromatograficas, para serem concentradas até easgouevaporador rotatorio e
liofilizadas, o que resultou em 25 subfragcbes: FRd FR-1-25. A subfracdo
FR-1-17 (40 mg), dissolvida em 6,0 mL de Hex/AcQHX:80), foi submetida a
fracionamento por cromatografia liquida de altaiéficia (CLAE), realizada em
cromatégrafo Shimadzu equipado com detector UV/eh$ arranjo de diodos
(DAD), modelo SPD-M20A, e coluna analitica de sili@emini (fum, 250 x 4,6
mm, Phenomenex), a qual foi acoplada pré-colundendo a mesma fase
estacionaria. Empregou-se Hex/AcOEt (20:80) comaeergb. Tal processo
resultou na obtencdo da nova subfracdo FR-1-17-amMstra FR-1-17-4
também foi fracionada por CLAE, utilizando-se HexO¥&t (20:80) como
eluente. Para tanto, aproximadamente 2 mg da arfosam solubilizados em
0,7 mL de Hex/AcOEt (20:80). As fracdes geradds{F17-4-1 e FR-1-17-4-2)
foram concentradas em evaporador rotatério e aassem CLAE-DAD.

As fragbes FR-1-2 e FR-1-3 foram combinadas (maxsahigual a 40
mg) e se fracionou o material resultante por crografia em coluna do tipo
flash (1x15 cm), utilizando-se Hex/AcOEt (97:03, 100 mAXOEt (50 mL) e
MeOH (100 mL) como eluentes. Este procedimentolt@suna obtencdo das
fracbes FR-1-3-1 a FR-1-3-7.

De forma analoga, a amostra FR-1-11 (58 mg) fotidreada por
cromatografia em coluna (1x15 cm), empregando-seA4©Et (85:15, 100
mL), AcOEt (100 mL) e MeOH (100 mL) como eluentas.fragBes coletadas,

apo6s analises por CCD, foram combinadas de acasdo as similaridades
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cromatograficas. Em seguida, foram concentradas agcura, em evaporador
rotatorio e liofilizadas, dando origem as subfracbR-1-11-1 a FR-1-11-9.

A fracdo FR-1-21 (48,2 mg) também foi fracionada p@matografia
em coluna (1x16 cm) com o emprego de Hex/AcOEt7(30100 mL), AcOEt
(100 mL), AcOEt/MeOH (1:1, 100 mL) e MeOH (100 mtdmo eluentes.
Todos os referidos eluentes continham 1 % (v/vjrigdilamina. Coletaram-se
fracOes que, ap6s analises por CCD, foram combsnadaacordo com as
similaridades cromatograficas, concentradas atéeeura em evaporador
rotatorio e liofilizadas. Isto resultou na obtenchs fracbes FR-1-21-1 a FR-1-
21-11.

Com vistas a obter mais material vegetal (cascas}. chustralis foi
realizada uma nova coleta do material botanicoiad @l de julho de 2012, entre
16 e 17 horas. Da mesma forma que descrito antegite, a nova fracdo
solavel em diclorometano (FR-2) foi submetida étesm J2 dé. incognitae
fracionada por cromatografia em coluna (3x17cmilizahdo-se Hex/AcOEt
(3:1), AcOEt (100%), AcOEt/MeOH (9:1), MeOH (100%H,O como eluentes.
Coletaram-se fracBes que foram combinadas, comacksraté a secura em
evaporador rotatério e liofilizadas, resultando @a®stras FR-2-1 a FR-2-7.

A amostra FR-2-3 (116 mg) foi fracionada em coldeailica-gel (1x17
cm) com o emprego de GEI,/AcOEt (4:6, 100 mL) e MeOH (100 mL) como
eluentes. Em seqguida, as fracBes coletadas foraalisatas por CCD,
combinadas de acordo com as similaridades cron#icgs, concentradas até a
secura em evaporador rotatorio e liofilizadas, Itasdo nas amostras FR-2-3-1
a FR-2-3-9. Apds o ajuste das condicbes em CLAE-DARMostra Fr-2-3-6
(23 mg) foi dissolvida em 0,4 mL de Hex/AcOEt @@ e fracionada por
CLAE, utilizando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluenfes fracdes geradas
foram, em seguida, concentradas em evaporadodriotatesultando nas frages
Fr-2-3-6-1 a Fr-2-3-6-6.



58

A frac8o Fr-2-3-6-2 (2 mg) também foi fracionada (2l AE-DAD,
empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. Tatquimento gerou
fracOes que foram concentradas em evaporador niotafd-2-3-6-2-1 e Fr-2-3-
6-2-2.

A amostra Fr-2-3-6-4 (2 mg) também foi fracionqda CLAE-DAD,
empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. Agds coletadas foram
concentradas em evaporador rotatorio: Fr-2-3-6ad-Ar-2-3-6-4-2. De forma
analoga, a fracdo Fr-2-3-6-6 (2 mg) foi fracionapar CLAE-DAD,
empregando-se Hex/AcOEt (10:40) como eluente. ®k#im-se as seguintes
fracbes: Fr-2-3-6-6-1 e Fr-2-3-6-6-2.

Apbés o processo de purificacdo, as identificacGssutairais das
substéncias isoladas foram feitas por meio de @rggeopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), em aparelho Varian Ino@0 @&quipado com
cryoprobe (*H: 600 MHz; **C: 151 MHz) esoftware VhmrJ 3.0. Para tanto,
empregou-se cloroformio deuterado (CRCIAldrich) como solvente.
Realizaram-se experimentos uni e bidimensionaf$ide">C, empregando-se os
picos dos solventes ou do tetrametilsilano (TM$h@oeferéncia.

Resultados e discusséo

Das dez espécies de plantas da familia Annonacepesgadas neste
trabalho, foram obtidos 20 extratos metandlicoss e@respondentes fracdes
organicas (soluveis em diclorometano) (Tabela 8§ gpresentaram variadas
toxicidades para os J2 dé. incognita As fracdes provenientes das espécies
Annona cacangfolhas),Annona coriacedcascas)Annona sylvaticgcascas e
folhas), Duguetia lanceolata(frutos), Xylopia brasiliensis(cascas) eXylopia
sericea(folhas e frutos) demonstraram atividade nematibaixa (categoria II).

Ja os extratos dAnnona coriacea(folhas) eDuguetia lanceolata(cascas)
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apresentaram atividade nematicida moderada (caedipr enquanto os extatos
de Guatteria australigcascas) apresentaram atividade nematicida atagaria
IV), com percentagem de J2 mortos (34,9%) estzistente igual a observada
para o carbofuran (31,1%), que se trata de um medetomercializado com o
nome de Furadan (Tabela 3).

Como as concentracdes finais nas células da placa @e 833 e 250
png/mL, para as fragcfes testadas e para o carbpfespectivamente, acredita-se
que haja grande potencial para o usoGdeustralisno desenvolvimento de
novos nematicidas. Afinal, provavelmente, a correg@b da substancia ativa na
fracdo da referida planta deve ser de tal modoaaretar concentracdo final
inferior a 250 pg/mL na célula. Logo, esta espeeigetal foi selecionada para
dar continuidade ao trabalho. Para tanto, forantizeskas varias etapas de
fracionamento por cromatografia em coluna, sempoaitoradas por analises
por CCD, de forma a se dar preferéncia para arudddde do processo de
fracionamento as fracdes com menores complexidadematograficas e
maiores massas. Para tornar tal processo maigrgécitambém foram feitas
varias andlises e purificacdes por CLAE-DAD que, genal, apresentaram
resultados melhores que a cromatografia em colu@CB. As massas das
fracOes obtidas em cada etapa do processo podevhsmwvadas nas Tabelas 4,
5,6e7.

Vale mencionar que, para dar prosseguimento aall@bfoi necessario
obter maior quantidade da fracdo solivel em diohetano (FR-2) do extrato
das cascas d8. australis que também apresentou atividade nematicida (dabel
8), 0 que confirmou os resultados anteriores, eal@mercentagem de J2
mortos tenha sido menor que a do material anteeoteestudaddal variacdo
parece normal, j& que dados da literatura revelzeragproducédo de metabdlitos
secundarios e a consequente atividade biolégichasiante influenciadas por

fatores ambientais, tais como clima, tipo de salémn do local, época e horario



60

da coleta (Cechinel Filho, 1998). Também vale nmrai que a atividade
observada para o carbofuran neste teste foi bera efevada que a descrita
anteriormente, 0 que também parece um resultad@vai se for levado em
consideracdo o fato de que a concentracdo dodefegmaticida também foi
maior. No teste anterior (Tabela 3) era de 250 Lgénquanto a concentracédo
utilizada no novo teste (Tabela 8) foi de 350 pg/mL

O procedimento adotado para o fracionamento da tené&R-2 foi
similar ao empregado para a FR-1 (Tabelas 9 e 1B decorréncia, a
purificacdo da fracdo soluvel em g, das cascas dé. australis permitiu
isolar quatro substancias: FR-1-21-4 (substanGi&R)1-17-4-2 (substancia 2),
FR-2-3-6-2-2 (substancia 3) e FR-2-3-6-6-2 (sulws#adl), como pode ser
observado nos esquemas gerais (Figuras 1 e 2).

Os dados de RMN extraidos dos espectro¥de °*C, bem como das
correlagBes homo e heteronucleares, permitiratuata estrutura do alcaloide
lisicamina a substancia 1. Tal atribuicdo foi confida pela comparagéo dos
dados de RMN com aqueles disponiveis na literapa@ a mencionada
substancia (Tabela 11). Dentre os sinais obseryadbs destacar, inicialmente,
aqueles acima de 7,20 ppm no espectro'Hle que sdo caracteristicos de
sistemas aromaticos, enquanto os singletos em &,0®0 ppm, no mesmo
espectro, sugerem a presenca de grupos metoxind esin 182,9 ppm no
espectro dé*C é condizente com a presenca de uma carbonilastnatuza,
enquanto o alto valor de deslocamento quimico duetltu em 8,88 ppm no
espectro déH é bastante comum em sistemas aporfinicos (FR)ura

A partir dos dados de RMN extraidos dos espected$ice 1°C, e das
correlagBes homo e heteronucleares, foi possikbliata estrutura deeansN-
feruloiltiramina & substancia 2. Tal elucidacdo €oinfirmada por meio de
comparacdo dos dados de RMN da substancia pudficem aqueles

disponiveis na literatura (Tabela 12). Dentre ododaobtidos, vale mencionar
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que no espectro diH se podem observar sinais acima de 6,6 ppm, o que
indicava a presenca de sistemas aromaticos. Gs ema6,16 e 7,53 ppm, com
constantes de acoplamento iguais a 15,4 Hz, panecaracteristicos de
hidrogénios olefinicos vicinais, acoplados entreesi configuracddrans E
ainda, o sinal em, aproximadamente, 3,9 ppm sugenaesenca de grupo
met6xi na estrutura. O sinal em 166,11 ppm no éspete °C indicava a
presenca de &cido carboxilio, éster carboxilicaraida na estrutura (Figura 3).

Os dados de RMN extraidos dos espectro¥de °*C, bem como das
correlagBes homo e heteronucleares, também pemmititribuir a estrutura do
alcaloide 8-oxopseudopalmatina & substancia 4affdduicao foi confirmada
pela comparacao dos dados de RMN com aqueles disi®na literatura para a
referida substancia (Tabela 13). Dentre os sinbsemwados, cabe destacar,
inicialmente, aqueles entre 3,95 e 4,30 ppm no ctspale 'H, que sdo
caracteristicos de prétons pertencentes a gruptixinagomaticos, enquanto os
singletos entre 6,75 e 7,81 ppm correspondem ans@romaticos. O sinal em
161,5 ppm no espectro §€ é condizente com a presenca de uma carbonila de
um grupo amida na estrutura, enquanto os valoregegi®camentos quimicos
para os carbonos em 28,2 e 39,7 ppm sugerem anpaede grupos metil em
sistemas ciclicos contendo atomos de nitrogénioploorando a estrutura de um
alcaloide (Figura 3).

Quanto a substéncia 3, aparentemente se trata dalaaioide com
estrutura quimica inédita, o que implicara no emprde outras técnicas de
identificacdo para complementar os dados de RMN.

Conclusbdes

Dentre as fracdes solluveis em LY de extratos de anondceas testadas

contraM. incognita aquelas provenientes das espédiesacans(folhas), A.
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coriacea(cascas e folhash. sylvatica(cascas e folhadlD. lanceolata(cascas e
frutos), X. brasiliensis(cascas),X. sericea(folhas e frutos) €G. australis
(cascas) apresentaram atividade nematicida. Natentmi possivel selecionar
G. australis(cascas), ja que tal espécie se mostrou bastemt@sgsora para o
desenvolvimento de novos produtos para o controleeterido nematoide. O
fracionamento da referida fracdo resultou no iselsim de quatro alcaloides,
sendo identificados trés até o presente momenticalnina, transN-
feruloiltiramina e 8-oxopseudopalmatina. O quarkalaide isolado ainda se
encontra em fase de identificagdo. Estudos postsrideverdo ser realizados

para avaliar a atividade nematicida das substarsttslas contrdl. incognita.

Agradecimentos

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal del Nuperior
(CAPES), pela concessdo de bolsa de estudos; aselionNacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) Eundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), gat@essdo de recursos e
ao Laboratério Nacional de Biosciéncias (LNBio)lopacesso ao equipamento
de RMN.

Referéncias

ALVAREZ COLOM, O.; NESKE, A.; CHAHBOUNE, N.; ZAFRAROLO, M.
C.; BARDON, A. Tucupentol, a Novel mono-tetrahydnainic acetogenin from
Annona montanaas a potent inhibitor of mitochondrial complexChemistry

& Biodiversity, v. 6, n.3, p. 335-340, 2009.



63

BONETI, J.I.S.; FERRAZ, S. Modificagdo do métodoHiessey & Barker para
extracdo de ovos ddeloidogyne exigude raizes de cafeeiritopatologia
Brasileira, v. 6, n. 3, p. 553, 1981.

CAVALCANTE, J.M.S.; NOGUEIRA, T.B.S. S.; TOMAZ, AC.A.; ANTAS,
S.D.; AGRA, M.F.; SOUZA, M.F.V.; CARVALHO, P.R.CRAMOS, S.R;
NASCIMENTO, S.C.; GONGCALVES-SILVA, T. Steroidal amhenolic
compounds fronsidastrum paniculatur(L.) Fryxell and evaluation of
cytotoxic and anti-inflammatory activitieQuimica Nova v. 33. n. 4, p. 846-
849, 2010.

CAVE, A.; CORTES, D.; FIGADERE, A.; LAURENS, A.; FHIT, G. R.
Acetogenins from Annonaceagp. 81; In progress in the Chemistry of Organic
Natural Products; Herz, W.; Kirby, GW.; Moore, R.Bteglich, W.; Tamm, Ch,
eds.; Springer-Verlag: Wien, 1997.

CECHINEL FILHO, V. Estratégias para a obtencdoatepostos
farmacologicamente ativo a partir de plantas medisj Conceitos sobre
modificacdo estrutural para otimizacao da atividgémica Nova v. 21, n. 1,
p. 99-105, 1998.

COSTA, E.V.X.; PINHEIRO, M.L.; BARISON, A.; CAMPO%.R.;

SALVADOR, M.J.; MAIA, B.H.L.N.S.; CABRAL,E.C.; EBERIN, M.N.
Alkaloids from the bark oGuatteria hispidaand their evaluation as antioxidant
and antimicrobial agentdournal of Natural Products, v. 73, p. 118183,
2010.



64

DANG, Q.L.; KIM, W.K.; NGUYEN, C.M.; CHOI, Y.H.; CHDI, G.J.; JANG,
K.S.; PARK, M.S.; LIM, C.H.; LUU, N.H.; KIM, J.C. Ematicidal and
antifungal activities of annonaceous acetogenim® fknnona squamosagainst
various plant pathogendournal of Agricultural and Food Chemistry, v. 59,
n. 20, p. 11160-11167, 2011.

DIAS-ARIEIRA, C.R.; FERRAZ, S.; DE FREITAS, L.G.; MOBUTSI, E.H.
Avaliacdo de gramineas forrageiras para o cordiieloidogyne incognita 1.

javanica (Nematodajicta Scientiarum Agronomy;, v. 25, n. 2, p. 473-477, 2003.

HUSSEY, R.S.; BARKER, K.R. A comparison of methad€ollecting inocula
of Meloidogynespp., including a new technigu®ant Diseas e Reporterv.
57, p. 1025 -1028, 1973.

KHAIRANA, H.; JAMAL, J.A.; JALIL, J. Phytochemical study atananga
odorata(Lam) Hook. F. & Thomson & Thoms (Annonaceda)ernational
Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Sciencesv. 4, p. 465-467, 2012.

OLIVEIRA, D.F.; CARVALHO, H. W.P.; NUNES, A.S.; SNVA, GH.;
CAVALHEIRO, A.J.; CAMPOS, V.P. Atividade de carboédo purificado a

partir da cebolaAllium cepal..) e de carboidratos comerciais sobre juvenis de
Meloidogyne exigu&oeldi.Nematologia Brasileira v. 31, p. 202-209, 2007.

Rupprecht, J.K., Hui, Y.-H. McLaughlin. J.L. Ann@@®us acetogenins: A
review. Journal. Natural. Products. v. 53: p. 238-21990.

SASSER, J.N.; FRECKMAN, D.WA world perspective on nematology: the
role of society In: VEECH, J. A., DICKERSON, D. W. Vistas on newiagy.



65

Hyattsville, USA: Society of Nematologists, p. 7;1987.

SCOTT, A.; KNOTT, M. Cluster-analysis method foogping means in
analysis of variancd@iometrics, v. 30, n. 3, p. 507-512, 1974.

SIQUEIRA, J.M.; BOMM, M.D.; PEREIRA, N.F. G; SILVGARCEZ, W.;
BOAVENTURA, M.A.D. Estudo fitoquimico d&Jnonopsis lindmanii
Annonaceae, biomonitorado pelo ensaio de toxicidatbee aArtemia salina
leach.Quimica Nova v. 21. n. 5, p. 557-559, 1998.

WANG, T; YUAN, Y.; WANG, J; HAN, C.; CHEN, G Anticancer activities of
constituents from the stem Bblyalthia rumphii Pakistan Journal of
Pharmaceutical Sciencesy. 25. n. 2, p. 353-356, 2012.



66

Tabela 1 Espécies de plantas da familia Annonaeeasas partes vegetais
utilizadas para a prospeccao de moléculas ativasaddeloidogyne

incognita

Nome cientifico Parte coletada  NUmero de exsicata

Annona cacangVarm. Folhas 27639

Annona coriacedart. Cascas e folhas 27640

Annona neolaurifolidH. Rainer Cascas e folhas 27638

Annona sylvatic#. St.-Hil. Cascas 27647
Folhas

Duguetia arenicoldMaas Folhas 27637

Duguetia lanceolat#. St.-Hil. Folhas, frutos e 27629
cascas

Guatteria australisA. St.-Hil. Cascas e folhas 27645

Xylopia brasiliensisSpreng. Cascas e folhas 27636

Xylopia emarginatdMart. Cascas e folhas i

Xylopia sericed\.St.-Hil. Folhas, cascas e 27646
frutos

% As exsicatas foram depositadas no Herbario Esaljriversidade Federal de Lavras,
Lavras, MG, Brasil.



Tabela 2 Espécies vegetais empregadas no prestmti® @ massas (fresca e seca) das partes emEegagdeocesso,
dos extratos metandlicos obtidos e das fracdeseislém diclorometano dos mesmos

Espécies A? B® c* D¢ E° F G? H"
Annona cacangVarm. Folhas 669 242 50,1 9,4 5,14 1,13 21,9
Annona coriacedMart. Folhas 952 354 50,6 6,0 5,00 1,09 2,9
Cascas 730 174 50,3 3,1 2,03 0,12 5,7
Annona neolaurifolidd. Rainer Folhas 590 175 50,5 6,9 5,02 1,54 30,6
Cascas 818 266 49,8 6,4 5,01 1,29 25,8
Annona sylvatica\.St.-Hil. Folhas 1.023 437 50,5 11,4 5,05 0,97 19,2
Cascas 1.381 415 52,2 6,35 5,00 0,42 8,4
Duguetia arenicoldMaas Folhas 553 277 50,2 8,9 5,05 0,81 16,1

Duguetia lanceolat#\. St.-Hil.  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
Frutos  1.354 367 50,6 6,8 4,99 0,96 19,4

Guatteria australiA. St.-Hil. Folhas 519 215 50,1 6,1 5,09 1,02 19,9
Cascas 1247 311 49,5 3,4 2,50 0,16 6,3
Xylopia brasiliensisSpreng. Folhas 697 275 50,3 9,4 5,07 2,13 41,9
Cascas 1.116 377 50,0 5,4 2,49 0,90 36,1
Xylopia emarginataMart. Folhas 916 450 50,5 13,0 5,07 0,92 18,1
Cascas 905 329 50,4 7,5 5,03 1,78 35,3
Xylopia sericed.St.-Hil. 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
Frutos 730 233 52,5 14,0 5,22 2,40 46,0

2 Parte da planta empregada no presente estuassa (g) fresca da parte coletddaassa (g) da parte coletada, apos secagem em
estufa, a 46C; ® massa (g) da parte coletada, ap6s secagem era, @gtaffoi empregada no preparo do extrato metanélinassa

(9) do extrato metandlicdmassa (g) do extrato metandlico que foi empregadganticdo entre dgua e diclorometahmassa (g)

da fracéo solGvel em diclorometano do extrato nédiem da planta!’ rendimento (%) da fracéo solGvel em diclorometasrn,
relacdo a massa de extrato metandlico empregapartigho entre 4gua e diclorometano
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Tabela 3 Mortalidadan vitro de juvenis do segundo estadio (J2Midoidogyne
incognita expostos as fracdes sollveis em diclorometancegtratos
metandlicos de anonéceas

Tratamentos Partes coletada: J2 mortos (%)*
Annona cacans folhas 541
Annona coriacea cascas 4511
folhas 10,5 1lI
Annona neolaurifolia folhas 0,00 I
cascas 2,21
Annona sylvatica cascas 58Il
folhas 761
Duguetia arenicola folhas 161
Duguetia lanceolata cascas 13,311l
folhas 0,01
frutos 551
Guatteria australis cascas 34,81V
folhas 2,11
Xylopia brasiliensis cascas 6,11
folhas 191
Xylopia emarginata folhas 0,01
cascas 0,01
Xylopia sericea cascas 0,01
folhas 471
frutos 7,71
Tween 80 (controle) 0,01
Carbofuran (controle) 31,111V

* Médias seguidas pelos mesmos numeros nao difesatisticamente entre si, de
acordo com o teste de Scott e Knét(0,05)

Categoria relacionada a atividade nematicida: ém atividade, Il = baixa atividade, Ill
= atividade moderda, IV = alta atividade
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Tabela 4 Cdodigos e massas das fracBes obtidasfrap@mamento, em coluna
de silica, da fracdo soltivel em &H, do extrato metandlico das cascas
de Guateria australis

Eluente Caodigo 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 FR1-5 6,7
Hex/AcOEt (95:05)
Hex/AcOEt (95:05) FR1-6 22,7
FR1-7 8,4
FR1-8 19,1
Hex/AcOEt (80:20) FR1-9 24,1
FR1-10 151
FR1-11 58,4
FR1-12 27,7
Hex/AcOEt (80:20) e FR1-13 40,8
Hex/AcOEt (40:60)
FR1-14 22,4
Hex/AcOEt (40:60) FR1-15 57,6
FR1-16 22,8
Hex/AcOEt (40:60) e FR1-17 45,8
AcOEt (100%)
AcOEt (100%) FR1-18 15,4
FR1-19 17,9
AcOEt (100%) e
AcOEt/MeOH (95:05) FR1-20 37
AcOEt/MeOH (95:05) FR1-21 48,2
FR1-22 13,8
AcOEt/MeOH (95:05) e
MeOH (100%) FR1-23 150,9
MeOH (100%) FR1-24 20,1
FR1-25 46,2

H.O FR1-26 8,3
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Tabela 5 Cédigos e massas das fragcdes obtidadrapimmamento das amostras
FR-1-2 e FR-1 3

Eluente Caodigo Massa (mg)
Hex/AcOEt (97:03) FR-1-3-1 19,4
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 CdAdigos e massas das fragBes obtidasfraptnamento da amostra

FR-1-11
Eluente agﬁggzzs Cddigo Massa (mg)

1-5 FR-1-11-1 3,1
6-8 FR-1-11-2 6,0
Hex/AcOEt (85:15) 9e10 FR-1-11-3 11,0
11-15 FR-1-11-4 23,7
16-18 FR-1-11-5 1,3
Hex/AcOEt (85:15) e AcOEt 19-22 FR-1-11-6 1,0

100%
AcOEt 100% 23 e 24 FR-1-11-7 7,2
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 CdAdigos e massas das fragBes obtidasfraptnamento da amostra

FR-1-11
Eluente agﬁggzzs Cddigo Massa (mg)

1-5 FR-1-11-1 3,1
6-8 FR-1-11-2 6,0
Hex/AcOEt (85:15) 9e10 FR-1-11-3 11,0
11-15 FR-1-11-4 23,7
16-18 FR-1-11-5 1,3
Hex/AcOEt (85:15) e AcOEt 19-22 FR-1-11-6 1,0

100%
AcOEt 100% 23e?24 FR-1-11-7 7,2
25-31 FR-1-11-8 7,0
AcOEt 100% e MeOH 100 % MeOH FR-1-11-9 3,6

Tabela 7 Cddigos, massas e aspectos das fracOédasobapods
fracionamento da amostra FR-1-21

Eluente Cadigo Massa (mg)

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

trietilamina FR-1-21-2 1,5

Hex/AcOEt (30:70) /1% de FR-1-21-3 4,2
trietilamina e AcOEt/1% de

trietilamina

ACOEt/1% de trietilamina FR-1-21-4 1,0

FR-1-21-5 1,3

FR-1-21-6 30,5

FR-1-21-7 2,8

AcOEt/MeOH (1:1) /1% de FR-1-21-8 2,9

trietilamina FR-1-21-9 2,4

FR-1-21-10 2,0

MeOH 100% FR-1-21-11 5,4




73

Tabela 8 Mortalidade de juvenis do segundo esté&dt) de Meloidogyne
incognita expostos as fragBes provenientes do particionamgmto
extrato metandlico entre agua e diclorometano,(CH

Tratamento J2 mortos (%)
Carbofuran (controle) 91,7c
Fracdo aquosa 7,7a
Fracéo insolavel 8,4a
Fracdo CHCl, 21,4b

*Médias seguidas com a mesma letra ndo diferentig&tamente entre si, de acordo
com o teste de Scott e Knott, a 5% de significancia

Tabela 9 Codigos, massas e caracteristicas dadefrapbtidas apds
fracionamento da amostra FR2 por cromatografia etana de
silica do tipdflash

Eluente Codigo Massa (mg)
Hex/AcOEt (3:1) e e
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
H,O FR2-7 23,2

Tabela 10 Cdodigos e massas das fracGes obtidadrapimamento da amostra
Vi-02-105-03 por cromatografia em coluna de sitlogipoflash

Eluente Cadigo Massa (mg)
FR2-3-1 1x10*
FR2-3-2 4x10*
FR2-3-3 16,9

CH.CI,/ACOEt (4:6) FR2-3-4 15,8
FR2-3-5 12,8
FR2-3-6 23,2
FR2-3-7 3,0
FR2-3-8 9,3

MeOH (100%) FR2-3-9 36,1




Tabela 11 Dados de RMN de (600 MHz) e dé*C (151 MHz) obtidos para a amostra substancissitdinina isolada
no presente trabalho) e dados da literatura pateatoide lisicamina. Em todos os casos, GIdll utilizado
como solvente

Dados espectrais da lisicamina

Posi¢do do atomo de

carbono Substancia 1 Literatura 1(300 Literatura (500 MHz) 2
MHz)
1H 13C 1H 1H 13C
1 156,9 157,5
1-OCH; 4,11 (3H,s) 56,2 4,08 (3H, s, OChH 4,10 (3H, s, OCh) 56,3
2-OCH; 4,03 (3H, s) 60,7 4,00 (3H,s,OCH 4,02 (3H, s, OCH) 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=53Hz) 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 --- 1451 --- --- 145,4
7a 132,1 132,2
7 182,7 182,9
8 8,60 (1 H, ddd,+¥0,4 Hz, 128,9 8,56 (1H,dd,J=79e 8,61 (1H,dd,J=5,6¢€ 129,0
J=1,6 Hz, 3= 7,9 Hz) 1,2 Hz) 0,7 Hz)
9 759 (1H,ddd,+ 11, J= 128,8 7,56 (1H,td, J=79 e 7,60 (1H, ddd, J=8,4, 128,6
7,2 Hz, 3= 7,8 Hz) 1,2 Hz) 8,4,1,4 Hz)
10 7,78 (1H,ddd,F 1,6, J= 134,3 7,76 (1H,td, J=79 e 7,78 (1H, ddd, J=8,4, 134,2
7,2 Hz, 3= 8,3 Hz) 1,2 Hz) 8,4 e 1,4 Hz)
1 9,19 (1 H, ddd,¥0,6 Hz, 1285 9,16 (1H,dl, J=7,9 Hz) 9,19 (1H, dd, J=55 e 128,4
J=1,1Hz, §=8,3 Hz) 0,7 Hz)
1l1a --- 134,4 --- --- 134,4
la 120,0 120,0
1b 1223 1223

! Siqueira, et al. (1998)
2 Khairana, et al. (2012)
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Tabela 12 Dados de RMN dél (600 MHz) e de**C (151 MHz) obtidos para a amostra substancigrahg N-
feruloiltiramina isolada no presente trabalho) dagada literatura para o alcaloittans-N-feruloiltiramina.
Todos foram obtidos em CDCI

Dados espectrais para &rans-N-feruloiltiramina

Posicdo do atomo de

Substancia 2

Literatura

Literatura

carbono (200 MHz, CDCk)* (400 MHz, CDCL)?
lH 13C lH 13C lH 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=15,8Hz) 11838 6,40 (d, J=15,6 Hz)
3 (CH) 142,05 7,53 (1H,d, J=15,4Hz) 140,89 7,37(d,J=15,8Hz) 1420 7,90 (d, J=15,6 Hz)
4(C) 127,26 126,82 128,2
5 (CH) 109,48 6,97 (1H,d, J=1,8Hz) 109,70 6,90 (d, J=2,1Hz)  111,6 7,06 (d, J=2,0 Hz)
6 (C) 146,57 147,2 1442
7(C) 147,37 5,79 (1H, s) 147,69 149,7
8 (CH) 114,60 6,89 (1H,d,J=82Hz) 11517 6,68 (d,J=8,3Hz) 1165 6,78 (d, J=8,0 Hz)
9 (CH) 122,09 7,04 (1H,dd, =16 e8,2Hz 121,89 6,93(brd, J=8,3Hz) 123,2 7,00 (dd, J=8,0 e 1,6 Hz)
1’ (CH,) 40,83 3,62 (1H,d, J=6,8Hz) 40,89 3,43 (t, J=7,2 Hz) 425 3,45 (t, J=7,2 Hz)
3,60 (1H, d, J=6,8 Hz)
2'(CH,) 34,72 2,81 (1H, t, J=6,8 Hz) 3441 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=8,3Hz)  131,3 7,03 (d, J=8,2 Hz)
7,08 (1H, m)
5'/7' (CH,) 115,48 6,80 (1H, m) 114,91 6,68 (d,J=8,3Hz)  116,5 6,71 (d, J=8,6 Hz)
6,79 (1H, m)
6'(C) 154,28 155,17 156,8
OCH, 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)

'Cavalcante et al. (2010)
“Wang et al. (2012)
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Tabela 13 Dados de RMN de (600 MHz) e dé°C (151 MHz) obtidos para a
substancia 4 (8-oxopseudopalmatina) isolada noceptedrabalho e
dados da literatura para o referido alcaloide. $ddoam obtidos em

CDCl;

Posicao do Substéncia 4 Literatura
atomo de (400 MHz, CDCL)*
carbono 6 °C o™ e 'H

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 1284 128,3

5 1224 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) 101,21 6,86 s
OCH; 56,2 4,03 (s, 3H) 56,2 4,03 s
OCH; 56,2 4,02 (s, 3H) 56,1 4,02 s
OCH; 56,2 3,99 (s, 3H) 56,3 3,99 s
OCH; 56,2 3,95 (s, 3H) 56,2 3,95s

2 39,7 4,37 (t, J=6,2 39,8 4,38 m

Hz, 2H)
3 28,2 2,95 (t, J=6,2 28,1 2,95 m
Hz, 2H)

I Costa, et al., 2010
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FR1
(800mgq)
Fracionamento em coluna de silica
gel do tipoflash

141 fracBes

1) Andlise por CCD,
2) Evaporador rotatério.

26 novas fragde

Andlise por CCD|
Vi-02-134-02 + L > -
Vi-02-134-03 FR1'17} i 1_1
Fracionamento em coluna de silica Fracionamento E;?ﬁ?ggjgﬂtczem
| do tinoflash por CLAE-DAD -
gel do tipoflas gel do tipoflash
31 frach FR1-17-4
ragoes 25 fracdes,
1) Anélise por CCD, .
L 2) Fracionamento em |1) Andlise por CCD,
2) Evaporador rotatériq — coluna de silica gel do 2) Evaporador rotatorio.
6 fragoes tipo flash o fracdes
3) Andlise por CCD.
FR-1-17-4-2

FRl'zj (trans-N-feruloiltiramina)

Fracionamento em
coluna de silica
gel do tipoflash

11 fragbes

1) Fracionamento em
coluna de silica gel do
tino flast.

FR1-21-4
(lisicamina)

Figura 1 Esquema geral do processo de purificagdmgdédo soluvel em GEl,
(FR1) das cascas @uateria australigprimeira coleta)



FR2-3-6-2
(2 mg)

1) Fracionamento por CLAE-DAD
2) Evaporador rotatori

FR-2-3-6-2-2
(pura, ndo identificada) | 2 fragbes
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FR2 (800 mg)

1) Fracionamento em coluna de silica
gel do tipoflash,
2) Evaporador rotatério.

7 fragdes

Andlise por CCD

FR2-3
(116 mg)

Fracionamento em
coluna de silica
gel do tipoflash

9 fracBes

Andlise por CCD

FR2-3-6
(23 mg)

Fracionamento
por CLAE-DAD

6 fraces

FR2-3-6-4
(2 mg)
1) Fracionamento

por CLAE-DAD,
2) Evaporador rotatorio.

FR2-3-6-6
(2 mg)
1) Fracionamento

por CLAE-DAD,
2) Evaporador rotatério.

FR2-3-6-6-2
(oxopseudopalmatina)

Figura 2 Esquema geral do processo de purificagdmgdao soluvel em GEl,
(FR2) das cascas @uateria australigsegunda coleta)



N 8
6
o 7
trans-N-feruloiltiramina OH

lisicamina

Figura 3 Estruturas dos alcaloides, lisicamina g®nria 1), transN-feruloiltiramina (substancia 2) e 8-
oxopseudopalmatina (substancia 4) presentes naofrea@llivel em CKCl, do extrato bruto das cascas de
Guateria australis
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ANEXOS
Anexo Titulo Pagina
FIGURA 1A Espectro de RMNH da substancia 2rans-N-feruloiltiramina) em 77
CDCl;, 600 MHz
FIGURA 1B Espectro de RMN®C de substancia 2r&ns-N-feruloiltiramina) em 78
CDCl,, 151 MHz
FIGURA 1C Mapa da correlacdo homonuclébirx *H (COSY) da substancia2 79
(trans-N-feruloiltiramina) em CDG], 600 MHz
FIGURA1C' Ampliacdo do mapa da correlacdo homonudieax 'H (COSY) da
substancia 2tansN-feruloiltiramina) em CDG], 600 MHz
FIGURA1D  Mapa da correlacéo heteronuclédrx *3C (HMBC) da substancia: 80
(transN-feruloiltiramina) em CDG), 600x151 MHz
FIGURA 1D’ Ampliacdo do mapa da correlacéo heteronucidar'’C (HMBC)
da substancia 2rans-N-feruloiltiramina) em CDGJ 600x151 MHz
FIGURA1E  Mapa da correlagdo heteronuclédrx °C (HSQC) da substancia: 81
(trans-N-feruloiltiramina) em CDG), 600x151 MHz
FIGURA1E  Ampliacdo do mapa da correlacdo heteronudtdac *C (HSQC)
da substancia 2r&ns-N-feruloiltiramina) em CDGl 600x151 MHz
FIGURA 2A Espectro de RMNH da substancia 1 (lisicamina) em CR@00 82
MHz
FIGURA 2B Mapa da correlagéo homonuclélirx *H (COSY) da substancial 83
(lisicamina) em CDCI3, 600 MHz
FIGURA 2B’  Ampliagdo do mapa da correlacdo homonudieax *H (COSY) da
substancia 1 (lisicamina) em CRQE600 MHz
FIGURA 2C Mapa da correlagéo heteronuclddrx 1*C (HMBC) de 1-21-4 84
(lisicamina) em CDG| 600x151 MHz
FIGURA2C'  Ampliagdo do mapa da correlacéo heteronudidar'*C (HMBC)
de 1-21-4 (lisicamina) em CD£600x151 MHz
FIGURA2D  Mapa da correlacéo heteronuclédrx °C (HSQC) da substancia: 85
substancia 1 (lisicamina) em CRQO500x151 MHz
FIGURA 3A Espectro de RMNH da substancia 4 (8-oxopseudopalmatina) e 86
CDCl;, 600 MHz
FIGURA 3A Primeira ampliacdo do espectro de RMNda substancia 4 (8- 87
oxopseudopalmatina) em CDL600 MHz
FIGURA 3 A’ Segunda ampliagdo do espectro de RMNle substancia 4 (8- 88
oxopseudopalmatina) em CDLE00 MHz
FIGURA 3B Mapa da correlagéo homonuclélirx *H (COSY) de substancia4 89
(8-oxopseudopalmatina) em CRES00 MHz
FIGURA3B'  Ampliacdo do mapa da correlacdo homonudieax 'H (COSY) de 90
substancia 4 (8-oxopseudopalmatina) em GP&I0 MHz
FIGURA 3C Mapa da correlacéo heteronuclddrx °C a longa distancia 91
(HMBC) de substancia 4 (8-oxopseudopalmatina) er€lg.D
600x151 MHz
FIGURA 3C’ Ampliacdo do mapa da correlagéo heteronucdidar*C a longa 92
distancia (HMBC) de substéncia 4 (8-oxopseudopat@pem
CDCl;, 600x151 MHz
FIGURA3D  Mapa da correlacdo heteronuclédr °C (HSQC) de substancia. 93
(8-oxopseudopalmatina) em CRCH00x151 MHz
FIGURA 3D’ Ampliacdo do mapa da correlacéo heteronuctdar **C (HSQC) 94

de substancia 4 (8-oxopseudopalmatina) em GIBODx151 MHz
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T L 1T L i LT 1 i L 1
PPM 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0

Figura 1A Espectro de RMRH de substancia aréns-N-feruloiltiramina) em
CDCls, 600 MHz
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Figura 1B Espectro de RMNC de substancia 2réns-N-feruloiltiramina) em
CDCls, 151 MHz

]

Figura 1C Mapa da correlacdo homonuciéhrx 'H (COSY) de substancia 2
(trans-N-feruloiltiramina) em CDG| 600 MHz
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Figura 1C’ Ampliacdo do mapa da correlagéo homaarcH x *H (COSY) de
substancia 2tians-N-feruloiltiramina) em CDGl 600 MHz

]

Figura 1D Mapa da correlacdo heteronuchebx *C (HMBC) de substancia 2
(trans-N-feruloiltiramina) em CDG| 600x151 MHz
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Figura 1D’ Ampliacdo do mapa da correlacéo hetestaau'H x **C (HMBC)
de substancia 2rans-N-feruloiltiramina) em CDGl 600x151 MHz
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Figura 1E Mapa da correlacéo heteronucteax **C (HSQC) de substancia 2
(trans-N-feruloiltiramina) em CDG| 600x151 MHz
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Figura 1E’ Ampliacdo do mapa da correlacéo hetariean'H x **C (HSQC) de
substancia 2tians-N-feruloiltiramina) em CDGl 600x151 MHz
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Figura 2A Espectro de RMRH de substancia 1 (lisicamina) em CRG00
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Figura 2B Mapa da correlagcdo homonuclédrx 'H (COSY) de substancia 1
(lisicamina) em CDG| 600 MHz
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SUBSTANCES ACTIVE AGAINSTMeloidogyneSPP. PRODUCED BY

Cryptocarya aschersoniandez. (Lauraceae Juss.)

Abstract

In a previous study, substances with nematicidapgnties were detected in the
bark ofCryptocarya aschersonian&ontinuing such study, the methanol extract
from this plant underwent fractionation guidedibyitro assays with the plant-
parasitic nematod®ieloidogyne exigua Two active compounds were isolated
and identified by spectroscopic methods as (E)tBipgan-2-one and (R)-
goniotalamina. The latter compound was also actgainst Meloidogyne
incognita reducing the number of eggs of this nematodeninato plantsin
silico studies carried out with both substances and tieynee aspartate
ammonia lyase, which was extracted from the genofrideloidogyne hapla
and modeled using computational methods, suggéistedhese substances act
against nematodes by binding to a cavity closbéattive site of this enzyme.

Keywords: Lauraceae; root-knot nematode; (R)-gbwileimin, E)-6-
estyrylpyran-2-oneglocking



102

INTRODUCAO

Um dos grandes problemas enfrentados pela agriauthundial diz
respeito aos nematoides parasitas de plantasjgaimente aqueles do género
Meloidogyne que estao distribuidos pelo mundo todo e atacaticamente
todas as plantas cultivaveis, acarretando prejujpesexcedem os 10 bilhdes de
ddlares por ano, em todo o mundo (WILLIAMSON e KURIA2006). No caso
especifico do Brasil, as espécigeloidogyne exiguaGoeldi e Meloidogyne
incognita (Kofoid and White)Chitwood séo responsaveis por elevadas perdas
para culturas de grande importancia econdmica @lsammo café e soja
(RANDIG et al., 2004; DIAR:t al, 2010).

Para controlar os referidos nematoides, geralmemtefaz uso de
nematicidas comerciais que, além de aumentaremstgscde producdo, podem
contaminar o ambiente e 0 homem com substanciatedada toxicidade. Uma
das possibilidades para contornar tal problemare&peito ao emprego de
produtos de origem vegetal, jA que algumas plasdascapazes de produzir
metabdlitos com acdo nematicida (OLIVEIRA et aD0?2). Dessa forma, as
plantas representam um grande potencial para aadssamento de novos
produtos de baixa toxicidade e menos onerosos maraontrole de
fitonematoides. Em decorréncia, o Grupo de PesgjeisaProdutos Naturais da
UFLA realizou uma série de testes para identifecgrécies vegetais produtoras
de substancias ativas conthd exigua Com isso, foi possivel selecionar
Cryptocarya aschersonianslez (Lauraceae Juss.), cujos extratos apresentaram
acdo nematicida sobre o referido nematoide.

Estudos fitoquimicos tém demonstrado que o géfamptocaryaé
reconhecido por produzir vasta gama de compostadivds, dentre os quais se
destacam flavonoides, piranos, alcaloides apodini& benzilisoquinolinicos e

lignanas. Tais compostos tém atividades citotoxicas, anteamxies,
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antituberculose (CHOU et al., 2010; 2011) e antitah(MERAGELMAN et
al., 2009; GIOCONDO et al., 2009), dentre outrgsegar disso, nenhum relato
foi encontrado, na literatura, sobre a producacsuestancias com atividade
nematicida por parte de espécies do referido géreomsequentemente, o
objetivo inicial do presente trabalho foi isolaidentificar as substancias ativas
contraMeloidogynespp. produzidas pdE. aschersonianaEm seguida, com o
uso de técnicas computacionais, buscou-se idemtifialvo enzimatico de tais

substancias nos nematoides.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e equipamentos utilizados

Foram empregados como solventes Hex, ACOEt, MeQ¥¢em 80 e
CHCI; de grau analitico (P.A.), EtOH UV/HPLC espectrgsco (Vetec), CDG
(Aldrich) e agua destilada.

Para as analises por cromatografia em camada delgadD),
utilizaram-se placas de aluminio recobertas coitasflel (Merck) impregnada
com indicador de fluorescéncia UV 254 nm. As suiiséd foram reveladas nas
placas de CCD com luz UV, vapor de iodo e solugdado fosfomolibdico a
0,05 g mL* em etanol. Empregou-se silica gel do tffash (230-400 mesh,
Merck) nos fracionamentos por cromatografia emrmI(CC). As analises por
espectroscopia no UV-Vis foram realizadas em espletbmetro SP-22,
Biospectro. Para a realizacdo dos testesvitro, utilizou-se o nematicida
comercial carbofuran (2,2-dimetil-2,3-di-hidro-1Aaefuran-7-ilcarbamato de

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

Cascas do caule de. aschersoniandoram coletadas noampusda
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no dia 190 de 2009, de um
anico individuo com, aproximadamente, 20 m de ajtgue ndo apresentava
doencgas nem frutos. As cascas coletadas foram secastufa com ventilagéo e
renovacgdo de ar, por 48 horas, na temperatura dCA4E&m seguida, foram
moidas, originando 1 kg de material que, em segfiddadubmetido & extracao
exaustiva com MeOH por maceragdo estatica. Parareip extragdo foram
utilizados 2.700 mL de MeOH, enquanto para as cieeguintes foram
utilizados, aproximadamente, 1.300 mL de MeOH. iados obtidos foram
reunidos e a solugé@o resultante foi concentradaaasécura em evaporador
rotatério e, em seguida, liofilizada, dando origan©3,92 g de extrato bruto
seco. Uma aliquota (2 mg) do extrato seco foi tigt em 1,0 mL de Tween
80® a 0,01 g mL, para ser submetida a testesitro com juvenis do segundo
estadio (J2) d®. exigua

Fracionamento do extrato bruto

Inicialmente, o estrato bruto das casca€darchersoniang60 g) foi,
subsequentemente, submetido a extracbes com Hex8@d mL), AcOEt (4 x
300 mL) e MeOH (4 x 300 mL). As trés fracOes li@sdobtidas foram
concentradas em evaporador rotatério e liofilizademdo origem a residuos
dos quais foram removidas aliquotas de 2 mg paemsdissolvidas em 1,0 mL
de Tween 80® a 0,01 g le serem submetidas a testesitro com J2 deM.
exigua

Uma parte (9,80 g) da fracao soluvel em AcOEt ftanada com 20 g

de silica gel e adicionada ao topo de uma colunaamroximadamente 7 x 15
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cm de silica gel, por meio da qual se eluiram sivamente 500 mL de cada
uma das seguintes combinacdes de eluentes: HextA(BES), Hex/AcOEt
(65:35), AcOEt (puro), AcOEt/MeOH (90:10), MeOH (pue agua. Coletaram-
se fracdes de 500 mL (F1-F4) e de 250 mL (F5-F8@, fgram cobinadas de
acordo com os perfis observados por analise por,@Cdue resultou em oito
novas fracdes apdés remocdo dos solventes em edaporatatério e
liofilizacdo. Aliquotas de 1 mg de todas as oitacfres (F1-F8) foram
dissolvidas em 1,0 mL de Tween 80® a 0,01 g‘lrnhara serem submetidas a
testein vitro com J2 deéM. exigua

Parte (1 g) da terceira fracdo (F3) foi fracionada coluna com 5x15
cm de silica, empregando-se 0s seguintes eluddtegAcOEt (80:20, 1000
mL), Hex/AcOEt (70:30, 1000 mL), AcOEt (255 mL), Mkl (255 mL) e 4gua.
As fracdes obtidas foram combinadas de acordo camseus perfis
cromatograficos e concentradas conforme descri@iarmente. Aliquotas de
cada uma das 17 fracOes resultantes (F3-1 a Figxam dissolvidas em Tween
80® a 0,01 g mL, até a concentracdo de 500 pgipara serem submetidas a
testein vitro com J2 deM. exigua Especificamente no caso das fracbes F3-5 e
F3-7, os testes foram repetidos com concentrag@8% 250 e 500 pg rifL

Testein vitro com J2 deMeloidogyne exigua

Raizes de cafeeir@fffea arabicd..), infestadas corMl. exigua foram
coletadas no campo, lavadas com agua, cortadésradas em liquidificador,
por 40 segundos, com solucédo de hipoclorito deosadi,5 % (m/v), seguindo a
técnica de Hussey e Barkey (1973), modificada pmreli e Ferraz (1981). Os
ovos retidos em peneira de 0,025 mm de aberturd &sh ASTM) foram
recolhidos e mantidos em camara de eclosao forpadama tela fina de 0,025

mm de abertura e funil de vidro. Os J2 eclodidés?4dt horas apés a montagem
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da camara foram descartados. Recolheram-se, pgragmmos testes, somente
aqueles que eclodiram 48 horas apés a montageaAnt @.

Para o teste foram empregadas placas de polipnoptentendo 96
cavidades de 350 pL. Para tanto, em cada cavidadegositaram 20 pL de
uma suspensdo aquosa contendo de 20 a 30 J2 egeidas adicionaram-se
100 pL de cada uma das amostras a serem testaslaxp@rimentos foram
realizados em delineamento inteiramente casualizadgpregando-se quatro
repeticbes por amostra. Como testemunhas forairagiils Tween 80® a 0,01 g
mL? e agua. As placas foram mantidas em BOD, a 25,96C48 horas. Em
seguida, contaram-se os J2 moéveis e imoéveis, edis®rrou uma gota de
solucéo recém-preparada de NaOH 1,0 mohlcada cavidade. Os J2 retos e
iméveis foram considerados mortos, enquanto ogcidtis e méveis foram
considerados vivos. Os valores obtidos foram toansidos em percentagem de
J2 mortos e submetidos a analise de variancia (AJA€mpregando-se o
programa computacional SISVAR (Ferreira, 2011). Astdias foram
comparadas segundo o teste de Scott e Knott (1878Y% de probabilidade
(Tabela 1).

Identificac@o das substancias isoladas (F3-5 e F3-7

Aliquotas das fracdes F3-5 (1,2 mg) e F3-7 (1,7, mg¢ se mostraram
ativas contra J2 del. exiguae estavam homogéneas segundo analies por CCD,
foram dissolvidas em EtOH UV/HPLC, até as conceliga de 5,0 e 7,089
mL™, respectivamente, para serem analisadas por essmmtia no UV-Vis
(200 a 800 nm), empregando-se cubetas de quadzol @m de caminho 6tico.
Posteriormente, uma aliqguota de cada uma das dagée$ também foi

depositada em janela de ATR, para serem analigamlasspectroscopia no 1V
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(4000 a 400 cif), em espectrofotdmetro Digilab Excalibur, mode®i&s FTS
3000. Foram realizadas 16 varreduras, com resotdxe;aocml.

Aproximadamente 30 mg de cada amostra foram digeshem 0,7 mL
de CDC}, para serem analisadas por espectroscopia de BMN °C, em
espectrémetro AVII 400, Bruker, de 400 MHRealizaram-se experimentos uni e
bidimensionais, empregando-se o pico do solvenfeMis como referéncia.

Para medir o desvio do plano da luz polarizadana raia D do sodio, a
25 °C, foi utilizado um polarimetro Perkin Elmer 34bnt caminho 6tico de 1
dm. Para tanto, a substancia foi solubilizada ertCigaté a concentracdo de 1,7
g 100 mL*.

Testein vitro das substancias F3-5 e F3-7 contra J2 d& incognita

Raizes de tomateiros cultivados em casa de vegeiafeStada conV.
incognitaraca 3 foram submetidas a extracdo e eclosdo de aMforme o
procedimento adotado parsl. exigua mencionado anteriormente. Para a
realizacdo do tesia vitro com J2 deéM. incognitg foram solubilizados 0,7 e 0,6
mg das fracbes F3-5 e F3-7, em 1,12 e 0,96 mL d=e80® a 0,01 g mi,
respectivamente, o que resultou em solu¢des cogentracdes iguais a 625 ug
mL™, para ambas as amostras. Como testemunhas fatiaaros Tween 80® a
0,01 g mL', 4gua e carbofuran nas concentracdes de 200 gug@5@L™.
Empregaram-se cinco repeticbes para cada um daes tsBmentos. A
montagem e a avaliacdo do teste, bem como as em@sdatisticas, também
foram conduzidas segundo procedimentos adotadadvpaxigua



108

Efeito das fragcbes F3-5 e F3-7 sobre a populacdo d#& incognita em
tomateiros

Sementes de tomateir@dlanum lycopersicurov. Santa Clara) foram
semeadas em substrato organico Tropsftdsaibstrato para plantas a base de
casca de pinus, turfa e vermiculita expandida, geedido com macro e
micronutrientes, desenvolvido pela pesquisa e apimpara a producdo de
hortalicas; Vida Verde Industria e Comeércio de imea Organicos Ltda., Mogi
Mirim, SP), contido em células de bandejas de isdpor2 cavidades cdncavas,
com 5 x 5 cm de abertura e 11 cm de profundidadiegbaste foi feito dez dias
apos a germinacao, de forma que sé houvesse umia jplar célula. Passados
30 dias apés o semeio, quando as plantas se afangm®EN com,
aproximadamente, 20 cm de altura e sem qualquelogé aparente, deu-se
inicio ao experimento. Para tanto, inicialmentespsndeu-se a substancia F3-5
e dissolveu-se a substancia F3-7 em solucdo agigo3aeen 80 a 0,01 g/mL
até a concentracdo de 998,4 pg'mpara ambas as substancias. Em seguida,
adicionaram-se, ao substrato de cada planta, 5,6denlsuspensdo aquosa
contendo, aproximadamente, 500 J2Miencognita(obtidos conforme descrito
anteriormente)por meio de quatro furos de 0,4 cm de largura porcin de
profundidade, ao redor do caule da planta. Logoseguida, adicionaram-se,
através dos mesmos furos, 2,0 mL das solu¢cBesy €8Rdnl por cada furo. As
testemunhas empregadas foram agua, Tween 80 g/Q% solucdo aquosa de
carbofuran a 41¢ug/mL (Furadan 350 SC; FMC, Campinas, SP). As ptanta
foram mantidas, por 48 horas, em sala sem incidéliotta de luz solar e, em
seguida, foram transferidas para casa de vegetAgdmudas foram regadas
diariamente, de acordo com a necessidade das meSaemapre que necessario,
as plantas foram adubadas com o fertilizante Bidfaiversal (Terral, Inhaiima,

MG), contendo micro e macronutrientes, e tratadam produtos Ampligo
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(Singenta, S&o Paulo, SP) ou/e Actara Plus (Siag&#&o Paulo, SP), para o
controle de pragas como a traca-do-tomateiro escanbranca. Para o controle
de doencas flngicas como o oideo, empregou-se gicida Folicur (Bayer,
Socorro — SP). No trigésimo segundo dia apés aulaggo do nematoide,
removeram-se as partes aéreas das plantas e esfraeam lavadas com agua,
tomando-se o cuidado de evitar a perda de massasode Apds remoc¢éo do
excedente de 4gua, pesaram-se as massas fresaadzdase se contaram as
galhas. Em seguida, as raizes foram submetidascagso de extracdo de ovos,
conforme ja descrito, para que 0s ovos pudessernosgados nas suspensdes
finais com o uso de um microscopio de lentes imast O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizadm seis repeticbes por
tratamento. Os valores obtidos foram submetidasadise estatistica, conforme

ja citado.

Identificacéo in silico de alvos enziméticos da substancia F3-7

Com o software ChemSketch 12.01 (Advanced Chenimelopment,
Inc., Toronto, Canada) desenhou-se a estruturalm&éncia F3-7, a mais ativa
contra os nematoides. A sua estrutura tridimensionaalva no formato mol
gue, em seguida, foi convertido para o formato sdfn a utilizacdo do
programa OpenBabel 2.3.0 (O'BOYLE et al., 2011). $&guida, a estrutura foi
submetida a uma busca conformacional usando o aeft®pen3Dalign 2.23
(TOSCO et al., 2011). Para tanto, realizaram-se0ldimulacdes por dindmica
molecular, usando o campo de forca MMFF94, a 1°00@om 1.000 etapas de
1 fs em cada simulacdo e considerando o solvegtea)dmplicitamente pelo
emprego do modelo GBSA. Para tanto, a constankétritte da aguas(= 80,4)
foi utilizada. A conformacdo mais estavel em camlaukcdo foi otimizada

usando o campo de forca MMFF94s e classificadacdeda com energia final.
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A conformacdo mais estavel da F3-7 foi submetidausca por ligantes de
enzimas similares por meio do programa ReverseSe€KINNINGS &
JACKSON, 2011).

Dentre os resultados obtidos, selecionou-se a @naspartato amonia
liase, cujas sequéncias de aminoacidos de essutumahecidas foram, em
seguida, obtidas do RCSB Protein Data Bamkp(//www.pdb.ory e EMBL-
EBI (http://www.ebi.ac.uk/ Tais sequéncias foram alinhadas com o programa
SeaView 4.4.1 (GOUY et al., 2010) e, ap6s remocdquelas que eram
similares entre si, as resultantes foram utilizagkasusca por sequéncias de
aminodacidos similares nos bancos de dados do INRKidogyne incognita
(http://wwweé.inra.fr/meloidogyne_incognjta e do Nematode.net v 3.0
(http://nematode.net/NN3_frontpage)gh maior similaridade foi observada
para uma sequéncia de aminoacidos oriunda do gedemaloidogyne hapla

Chitwood, que foi selecionada para a etapa pos@oitrabalho.

Modelagem molecular da aspartato amoénia liase dd. hapla

A sequéncia de aminoacidos do genomaMilehapla selecionada
conforme descrito anteriormente, foi automaticamenodelada por homologia
com o sistema Swiss-Model (ARNOLD et al.,2006). hém se fez modelagem
por threading com o programa I-TASSER (ZHANG, 2008), mas, nestso,
foram utilizadas as estruturas tridimensionaisafesmas aspartato amonia liase
3E04 (KAVANAGH, et al.) e 1YFM (Weaver, et al., 189 para refinar a
modelagem. Todos os modelos gerados pelo sistd@$ER foram alinhados
com as quatro cadeias das enzimas homotetram8&tse 1YFM, utilizando-
se o programa Swiss PDB Viewer 4.0.4 (GUEX & PEIFRS@997), o que
permitiu gerar nove homotetrameros diferentes paagpartato amonia liase de

M. hapla
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Os nove homotetrameros obtidos tiveram as dispesigpaciais de
suas cadeias laterais refinadas pelo emprego dgragmna computacional
SCWRL4 (KRIVOV et al, 2009) e, em seguida, foram adicionados os atomos
de hidrogénio com o plugin autoPSF do programa WD9.1 (HUMPHREY
et al, 1996), que empregou o arquivo de topologia (thp7 gprot_lipid.rtf,
VANOMMESLAEGHE et al., 2010) com o campo de forga @harmm. Em
seguida, os homotetrameros tiveram suas estruttimizadas pelo emprego do
programa NAMD 2.9, utilizando-se o arquivo de pagfos para o campo de
forca do Charmm (par_all27_prot_lipid.prm, VANOMMESEGHE et al,
2010). O solvente (dgua) foi implicitamente conside pelo emprego do
modelo Generalized Born Implicit Solvent (GBIS). Astruturas resultantes
foram submetidas a mais duas rodadas de otimizde&ocadeias com o
programa SCWRL4 e otimizacdo de toda a estrutuna @@rograma NAMD
2.9. As estruturas finais obtidas foram avaliadasntp as caracteristicas
estereoquimicas e energéticas, bem como quantolzierste de cada residuo de
aminoacido. Para tanto, utilizaram-se o0s programBeldX 2.5.2
(SCHYMKOWITZ et al.,, 2005)e Goap (ZHOU & SKOLNICK, 2011). A
melhor estrutura (ita2-1YFM), segundo ambos os narogs, foi selecionada
para as etapas seguintes do trabalho.

Dinamica molecular com a aspartato amonia liase dd. hapla

A estrutura tridimensional da aspartato amonizelidsM. hapla (ita2-
1YFM), modelada e selecionada, conforme descritmacfoi colocada em
caixa de agua e teve a carga total neutralizadaacadic&o de oito cations Na
Para tanto, empregou-se o programa VMD v 1.9.1, e@mual se fez com que a
distancia minima entre os limites da caixa e aneaZbsse de 15 A. O sistema

resultante foi otimizado (5.000 intera¢bes) com rogmma computacional
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NAMD 2.9 (campo de for¢ca do Charmm) e, em seguidametido a simulag¢édo
por dindmica molecular por 4 ns com o mesmo prograsob condi¢cbes
periédicas de fronteira. Para tanto, foi consideradensembleisobarico-
isotérmico (NPT), temperatura de 300 K controladsnca dindmica de
Langevin e etapas de 2 fs. O algoritmo Particle iME&svald (PME) foi
empregado para calcular as interagfes eletrogtatemauanto a pressao foi

controlada com o piston de Nosé-Hoover Langevin.

Docking para identificar os sitios de ligacédo da enzima

As estruturas da enzima aspartato amodnia liaséddapla (ita2-
1YFM), presentes nos ultimos 1.000 quadros (1 nspridcesso de simulagdo
por dindmica molecular (item anterior), foram atidas com o programa VMD
191 e convertidas ao formato pdbqgt pelscript em Python
prepare_receptord.py, do programa computacionalodaakTools 1.5.6rc2
(SASSER, 1991). Utilizando-se 0 mesmo programa ctaggponal, prepararam-
se os arquivos pdbqgt para o fumarato e para F3a7sdguida, cada uma destas
duas substancias foi submetida a ancoramentogjas,@m todas as estruturas
da enzima no formato pdbqt, utilizando o prograrompmutacional Autodock
Vina 1.1.2 (Trott and Olson, 2010). Para ambas absténcias, cada
ancoramento foi feito em regido correspondente a caixa com as seguintes
dimensdes: 28,539 (x), 24,329 (y) e 26,329 (zAA.mudancas de regides
foram sempre feitas por meio das movimenta¢cfesaliges correspondentes a
metade das dimensdes da caixa, de forma a collds tas possibilidades na
enzima, que tinha dimens&o aproximada de 142 gx)yPe 158 (z) A. Logo,
para cada quadro, foram feitos 693 ancoramentssiggtancia F3-7 e mais 693
do fumarato. A excecdo do parameéxhaustivenesdo programa Autodock

Vina, que foi ajustado para 4, todos os outrosnfioutilizados com os valores
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normais do programa. Dentre todos os ancoramepdog, cada uma das duas
substancias (fumarato e F3-7) foram selecionadds0® ancoramentos com as
maiores afinidades da substancia pela enzima, peunmitiu observar que estes
ancoramentos estavam localizados em 10 regifeszima para a F3-7 e 16
para o fumarato. Fizeram-se, entdo, novos ancotamédas substancias em tais
regides, utilizando todas as 1.000 estruturas denen Para tanto, empregou-se
0 programa Autodock Vina com o parameéixhaustivenesigjual a 64. Para
cada uma das duas substancias, selecionaram-s&atas pgides na enzima,

para as quais se observavam as maiores afinidades.

Docking para comparar as afinidades de F3-5 e F3-7 com as tlgantes de

aspartato amonia liases

As estruturas da substancia F3-5, bem como ddaiif@)-malato, (R)-
3-nitro-2-hidroxipropanoato, (S)-3-nitro-2-hidrorgpanoato, oxalatoacetato,
(8,5)-2,3-dicarboxilatoaziridina, = mesetartarato e 1,2,4,5-
benzenotetracarboxilato, foram preparadas e subtasetia buscas
conformacionais, seguidas de conversdo das confdesamais estaveis ao
formato pdbqt, conforme ja mencionado para a F3ffnsarato. Em seguida,
todas estas substancias, inclusive F3-7 e fumafatam ancoradas com o
programa Autodock Vina 1.1.2, nas regides da enzimateiormente,
selecionadas. Para tal ancoramento, que foi relalizam todas as estruturas da
enzima presentes nos uUltimos 1.00 quadros da giAmlgor dindmica
molecular, utilizou-se o valor de 32 para o pardmetxhaustiveness do
programa Autodock Vina. Em seguida, todos os ameentos feitos pelo
programa foram submetidos a ranqueamentos com azgapnas Plants 1.2
(Korb et al., 2009), AutoDock 4.2.3 (Morris et a009) e Paradocks 1.0.1
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(Muegge, 2006). Empregaram-se sempre 0s valoramai®mara os diversos

parametros de tais programas.

Resultados e Discusséo

Preparo do extrato vegetal

Ao se submeter 1.000 g de cascas secas e moi€asadehersoniana
extracdo com metanol, obtiveram-se 63,92 g de texmauto, com rendimento
de, aproximadamente, 6,39%. De acordo com os déamidiseratura, o referido
valor estd condizente com aqueles obtidos paraepsos similares, cujos
rendimentos estdo em torno de 10% a 15% (Castilkk@aglan, 2008). Pode-se
observar, na Tabela 1, que o extrato bruto dasasadeC. aschersonianana
concentracdo de 2.000 pg Mlcausou a mortalidade de todos os JAVde
exigua Tal resultado confirma a acdo nematicida do idderextrato e,
consequentemente, o grande potencial da espéd@eidmtem estudo para o
desenvolvimento de produtos ativos para o contfeleematoides fitoparasitas
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Tabela 1 Mortalidade de juvenis do segundo es{@@jdeMeloidogyne exigua
expostos ao extrato metandlico das cascas Glgptocarya
aschersoniana as suas fragfes sollveis em Hex, AcOEt e MeOH

Tratamentos J2 mortos (%)*
Extrato bruto 100,0 a
Fracéo solavel em AcOEt 100,0 a
Fracao solavel em Hex 100,0 a
Fracéo soluvel em MeOH 0,0b
Tween 80 a 0,01 g mL 0,7b
Agua 0,0b

*Médias seguidas com a mesma letra ndo diferentigg&tamente entre si, de acordo
com o teste de Scott e Knot £ 0,05)

Fracionamento do extrato bruto

O fracionamento do extrato bruto @easchersoniangor extragdo com
solventes de diferentes polaridades resultou esrfiaédes (Figura 1), dentre as
guais aguela solivel em MeOH era a de maior mass&spondendo a cerca de
57,7% do extrato bruto. Entretanto, de acordo cdast®in vitro com J2 déM.
exigug apenas as frac6es sollveis em Hex e AcOEt apaesem acao
nematicida. Os valores de J2 mortos foram iguaid0&o, para ambas as fracbes
em concentracdo de 2.006 mL™*. Optou-se por dar continuidade ao processo
de purificag@o da substancia ativa com a frag&iovebem AcOEt, pelo fato de a

mesma ter apresentado maior massa (20,66 g; 32,3%).
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Extrato bruto (60 g)

1) 4x300 de 300 mL de Hex
1) Agitagdo por 15 min.
3) Filtragio

1) Evaporadar rotatorio 1) 4x300 de 300 mL de Hex

) Agitagiopor 15 min.

)
2) Liofilizadora RO
+3) Filtragio

y

Fraciosoltvel em Hex Residuo

1) Evaporador rotatario

2) Liofthzadora !

Residuo 2

Fracio solivel em AcOEt 1) 4x300de 300 mL de Hex
Agitacdio por 15 min,
Filtragio

2)
3)
4) Evaporador rotatorio
5) Liofilizadora

Fragio solovel em MeOH

Figura 1 Fluxograma do fracionamento por extragiim solventes do estrato
bruto das cascas @¥yptocarya aschersoniana

O fracionamento da fracdo solivel em AcOEt geraa iacdes, que
foram nomeadas de F1 a F8. Embora tanto a fra8aguinto a F4 tenham
causado elevada mortalidade de J2videexigua(Tabela 2), optou-se por dar
continuidade ao trabalho apenas com F3, pois a emeaptesentava um perfil
cromatografico pouco complexo e massa suficien®@8(§) para as proximas
etapas do trabalho. Dela foram obtidas 17 nova®désa(F3-1 a F3-17), dentre
as quais as denominadas F3-5 e F3-7 se apresentagamtograficamente
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puras, com massas de 298 e 163 mg, que corresporaieendimentos de

29,8% e 16,3%, respectivamente, em relagcédo a rmagzaegada de F3.

Tabela 2 Percentual de juvenis do segundo estd@jadeéMeloidogyne exigua
mortos aposcontato com as fragBes provenientes do fracionament
fracdo soltvel em AcOEt

Tratamentos J2 mortos (%)*

F1 6,7b
F2 57b

F3 100,0 a

F4 97,0 a
F5 6,0b
F6 6,0b
F7 10b

F8 10,5b
Tween 80 a 1%, (v/v) 3,2b
Agua 3.2b

*Médias seguidas com a mesma letra ndo diferentiggtamente entre si, de acordo
com o teste de Scott e Knot £ 0,05)

O testein vitro com J2 deM. exigua empregando F3-5 e F3-7 em
diferentes concentracdes (125, 250 e 500 pg; Mabela 3), permitiu observar
que ambas interferem fortemente na motilidade dmataide. Ademais, os
resultados confirmaram que as substancias isoti&@s aschersoniangéo as
responsaveis pela atividade nematicida da refplat#ta, sendo F3-7 mais ativa
gue F3-5. No caso especifico da F3-7, vale mencigma a mesma se mostrou
mais ativa que o carbofuran, que é um nematicideeodal, pois, nas mesmas

condi¢Bes e na concentracéo de 260 pg,rdl nematicida causava mortalidade
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de 50% dos J2 dd. exigua enquanto a F3-7, na concentragdo de 250 i mL

causava mortalidade 69,7% dos J2.

Tabela 3 Mortalidade e motilidade de juvenis douseg estadio (J2) de
Meloidogyne exigyaapos contato com as fracdes F3-7 e F3-5,
oriundas do fracionamento da amostra F3

Tratamentos J2 iméveis (%)* J2 mortos (%)*
F3-5 (125 ug mt) 41,8 d 115e
F3-5 (250 ug mt) 82,5¢ 31,3d
F3-5 (500 pg mt)* 91,0b 36,6 ¢
F3-7 (125 ug mt) 85e 8,0e
F3-7 (250 ug mt) 97,5a 69,5 b
F3-7 (500 ug mt) 979a 943 a

Agua 56e 0,0f
Tween 80 a 1% (v/v) 39e 0,0f

*Médias seguidas com a mesma letra, em cada cohfitadiferem estatisticamente
entre si, de acordo com o teste de Scott e KRatt@,05)

* Observou-se dificuldade para solubilizar a sulzsééro que pode ter interferido nos
resultados obtidos

Identificacdo das substancias isoladas

A substéncia F3-5 se apresentou como um composid@amarelo. A
analise por espectroscopia no UV-Vis demonstrouesemca de cromoforos
absorvendo acima de 200 nm, em regides que indicavgpresenca de anel
aromatico no sistema. Isto foi corroborado peloeesp de infravermelho
obtido, que também indicava a presenca de uma xikEbprovavelmente na
forma de um éster. Quanto as analises por RMN,redosan-se 13 sinais de

carbono no espectro de RMRC, sendo todos acima de 100 ppm (105,03
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161,81 ppm), 0 que sugeria a presenca de variosormas sp Havia,
nitidamente, um sinal em 161,81 ppm, o0 que eraatidio de carbonila ligada a
atomo de oxigénio (funcdo éster ou acido carbailmu nitrogénio (funcéo
amida). Os sinais no espectro de RMM em 7,35 e 7,50 ppm sugeriam
presencga de prétons pertencentes a sistemas arosy&@nquanto a presenga dos
picos entre 6,63 e 7,50 ppm, com constante de aoeapito 16,0 Hz, indicava a
presenca déH olefinicos vicinais, em configuracdicans Somando-se 0s
dados dos espectros unidimensionais aos obtidososomapas de contorno de
HSQC e HMBC, que correspondem & correlacdo bidimeak (°C x 'H) a
curta e a longa distancia, respectivamente, e d&YJQQorrelacdo bidimensional
'H x 'H), obteve-se como resultado a concluséo de quedeltratava da pirona
natural E)-6-estirilpiran-2-ona (Figura 2, Tabela 4), o @astd em pleno acordo
com os dados espectroscépicos descritos na litargiara esta substancia
(Thibonnet et al.2002)

O anel piranico pertencente B){6-estiril-piran-2-ona (F3-5) consiste
em intermediério-chave na biossintese de varioabditos, sendo encontrado
em animais, insetos, bactérias e plantas (McGlakeijamb, 2005). Varias
atividades bioldgicas estdo associadas a compgat$ém o referido anel em
sua estrutura, dentre as quais se podem citaribiGtich, a antifingica, a
neurotodxica, a citotdxica, a anti-HIV e a antioxita(Mora et al., 2005; Rosa, et
al., 2007; Li et al., 2009; GUO, et al., 2009; Ve 2010). Segundo estudo
realizado por Chaves (2012), a substandix6(estiril-piran-2-ona (F3-5),
produzida pelos frutos denibapanurensidMeisn.) Mez (Fabaceae), apresenta
atividade anseolitica e anticonvulsionante. Entteta nenhum relato foi

observado, na literatura, sobre a atividade nerdatesta substancia.
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(E)-6-cstiril-piran-2-ona (R)-goniotalamina

Figura 2 Estruturas quimicas d&)-{g-estiril-piran-2-ona (F3-5) e da (R)-
goniotalamina (F3-7), isoladas da fracdo soluvel A&o®Et, do
extrato metandlico das cascasQigptocarya aschersoniana



Tabela 4 Dados de RMN dil (400 MHz) e déC (100 MHz) para aH)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5) obtidos no presente
trabalho e oriundos da literatura

Posicao do atomo de

(F3-5), 400 MHz, (CDC}),

Referéncid, 200 MHz, (CDCE)

carbono 8 %c 8'H 8 %c 8™H

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, 1} 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, 2k 127,30 (2C) 7,38-7,47 (m, 2H)
11e13 128,93 (2C) 7,35 (m, 2H) 128,80 (2C) 7,23-7,35 (m, 2H)
10e14 129,45 7,35 (m, 1H) 7,23-7,35 (m, 1H)

8 135,30 7,50 (dd, J=10Hz, J=16,0 Hz, 1} 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 ---

I Thibonnet et al2002
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Assim como a substancia F3-E){6-estiril-piran-2-ona], a substancia
F3-7 se apresentou como um composto amorfo amangm,espectro no UV-
Vis também sugeria a presenca de anel aromaticos€goentemente, a
interpretacdo dos dados de infravermelho tambénmtap® nesta direcdo e
ainda sugeriam a presenca de carboxila na estrpimeavelmente na forma de
um éster. No espectro de RMN da substancia F3-7 (Tabela 5) se observaram
sinais na regido entrd, 7,26 e 7,40, com caracteristica de multipleto e
totalizando 5H, sugerindo a presenca'ldearomaticos. A presenca dos picos
entre 6,24 e 6,70 ppm, com constantes de acoplamégaais a 15,8 Hz,
indicava a presenca dd olefinicos vicinais, em configuragéimns

Ademais, o sinal em 163,90 ppm no espectr&@endicava a presenca
de um grupo éster na estrutura (Figura 2), o quecéoroborado pelo
deslocamento quimico d& em 77,9, que é caracteristico de carbondigado
ao atomo de oxigénio de grupo éster. Tais dadms,doeno outros que puderam
ser obtidos dos espectros uni e bidimensionais Mbl,Roermitiram atribuir a
F3-7 a estrutura de uma estiril-lactona conhecimaccgoniotalamina (Figura
2), 0 que estd em perfeita consonancia com os dasjsctroscopicos da
literatura para esta substancia (Tabela 5). Quargstereoquimica absoluta da
estrutura, comparou-se o valor d§°[obtido no presente trabalho (+107,4) com
aquele descrito para a (R)-goniotalamina, por demaa et al. (2003), o que

permitiu observar que F3-7 também tinha configurd®a



Tabela 5 Dados de RMN dél (400 MHz) e de€®C (100 MHz) para a (R)-goniotalamina (F3-7), obsidm presente

trabalho e oriundos da literatura

Posicao do 4tomo F3-7, 400 MHz (CDCH) Literatura 1, 200 MHz Literatura 2, 300 MHZ (CDCl5)
de carbono (CDCly)
3 °C 3™ (e 3™ d°C 3™
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, 77,80 5,12 (m, 1H)
J=7,1 Hz)
3 121,60  6,07-6,10 (dt, J=1,9 121,50 6,09 (dt, 121,40 6,10 (dt, J=1,6 Hz, J=9,8 Hz, 1H)
Hz, J=9,8 Hz, 1H) J=10,4 Hz)
7 125,70 6,24-6,3 (dd, J=6,5 125,60 6,27 (dd, 125,50 6,29 (dd, J=6,3 Hz, J=16 Hz, 1H)
Hz, J=15,8 Hz, 1H) J=16,6 Hz)
12 126,70 7,26-7,35 (m, 1H) 126,60 126,50
10e 14 128,30 7,39-7,40 (m, 2H) 128,50 128,20
(2C) (2C) 7,3 (M) (2C) 7,31(m, 5H)
11e13 128,70 7,39-7,4 (m, 2H) 128,60 128,40
(2C) (2C) (2C)
8 133,10 6,7(d, J=15,8Hz,1H 133,10  6,73(d,J=16 132,80 6,75 (d, J=16 Hz 1H)
Hz)
9 135,80 --- 135,70 - 135,50 ---
4 144,70 6,9-6,94 (dt, J=9,8 Hz 144,70 6,93 (dt 144,40 6,94 (dt, J=9,8 Hz,
J=4,3 Hz,1H) J=10,4 Hz) J=4,3 Hz, 1H)
2 163,90 - 163,90 - 163,50 -

T Cavalheiro & Yoshida, 2000
2 Wattanapiromsakul et al., 2005
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A (R)-goniotalamina foi a primeira estiril-lactonaolada de fonte
natural. Embora Hlubucek e Robertson, em 1967, arenireportado a
identificacdo da (Ryoniotalamina, produzida pela espécie vegétgptocarva
caloneura (Lauraceae), como tal substincia também foi obtldaquatro
espécies do géne@oniothalamug/Annonaceae), segundo trabalho publicado
em 1972, foi denominada goniotalamina (Cunha Jgi@02). Assim como a
(BE)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5), a (R)-goniotalamifie8-7) pertence a um grupo
de substancias naturais com vasta atividade bed6fCunha Junior, 2002),
dentre as quais vale destacar a antimicrobiarsay&ida, a anti-inflamatéria e a
antifingica (Dumitresciet al, 2010). Ademais, (Rjoniotalamina apresenta
atividade antiproliferativa contra diversas linhage@umorais, incluindo uterina
cervical (HelLa), géstrica (HGC-27) e renal (786-8)¢m de carcinomas
mamarios (MCF-7, T47D e MDA-MB-231), leucemias (i80; Jurkat e CEM-
SS) e carcinoma hepatocelular (Pibteal 1998; Inayat-Hussaimt al 1999 e
2003; de Fatimaet al, 2005 e 2008; Rajakt al, 2005; Chenet al 2005).
Entretanto, nenhum relato de atividade nematiciilaecontrado na literatura
para a (R)-goniotalamina (F3-7).

Avaliacdo do efeito de E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalamina

(F3-7) sobreM. incognita

Buscou-se averiguar a atividade nematicida dagé&utias isoladas de
C. aschersoniana(E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalaming3(7),
contraM. incognita porque este nematoide tem distribuicdo mais vastma
gama de hospedeiros muito maior do dlieexigua Apesar de a atividade
vitro da (R)-goniotalamina (F3-7) contra J2 Me incognita(Tabela 6) ter sido

menor que a observada paaexigua(Tabela 3), a substancia ainda se mostrou
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promissora para o desenvolvimento de novos nemasiccomerciais, com

resultados estatisticamente iguais ao observadogpearbofuran.

Tabela 6 Mortalidade de juvenis do segundo estéd®) de Meloidogyne
incognita expostos a H)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-
goniotalamina (F3-7)

Tratamentos J2 mortos (%)*
(R)-goniotalamina (624 pg mi) 85,3 a
(E)-6-estirilpiran-2-ona (624 pg mi)"* 1,5¢
Carbofuran (200 pg mi) 56,37 b
Carbofuran (250 pg mb) 88,52 a
Agua 1,6¢
Tween 80 a 1% (v/v) 3,2c

*Médias seguidas com a mesma letra, ndo difereatigggtamente entre si, de acordo
com o teste de Scott e Knot £ 0,05)

* Observou-se dificuldade para solubilizar a sultsgaro que pode ter interferido nos
resultados obtidos

De acordo com os resultados apresentados na TaheléR)-
goniotalamina (F3-7) foi capaz de reduzir o nunagVvos, enquanto &)-6-
estiril-piran-2-ona (F3-5) apresentou numero dehamlpor massa de raiz

estatisticamente menor que o observado para aofiRptglamina (F3-7).



Tabela 7 Efeito das substancids)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) e (R)-goniotalamink3{7) sobre a populacdo de
Meloidogyne incognitem tomateiros

Tratamentos NUmero de Numero de ovos Numero de ovos por massa (1/g)
galhas totais

(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 bla 997 a 355a
Agua 209 b 19550 d 5974 d
Tween 80 a 1% (v/v) 212 b 17591d 5075 d

*Médias seguidas com a mesma letra, ndo difereatiggtamente entre si, de acordo com o teste dit S&nott P < 0,05)

126



127

Identificacdo in silico de alvos enzimaticos da (R)-goniotalamina (F3-7)da
(E)-6-estiril-piran-2-ona (F3-5)

Uma vez comprovada a atividade nematicida das &utiss isoladas e,
consequentemente, o potencial das mesmas para semgregadas no
desenvolvimento de novos produtos para o contmleetnatoides fitoparasitas,
buscou-se identificar os possiveis alvos enzimatiatas mesmas em
Meloidogynespp. Para tanto, inicialmente, buscaram-se ligatgenzimas com
semelhancas estruturais em relacédo a (R)-gonidtsafR3-7), que se mostrou
a mais ativa contra os nematoides. Obtiveram-smssdesultados, sendo a
aspartato amonia liase aquela com maior valor des@e (KINNINGS &
JACKSON, 2011). Isto sugeria que, dentre as pdskitdes existentes, tal
enzima era aquela com o maior potencial para qureer ao alvo biolégico da
(R)-goniotalamina (F3-7).

Como nao havia, na literatura, qualquer informasgitre a producédo da
aspartato amonia liase por parte de nematoiddizatdim-se as sequéncias de
aminoacidos de tal enzima, produzida por outroarosgnos, como é o caso da
133U (FUJII, et al., 2003) e 1JSW (SHI, et al97Q que sdo, respectivamente,
produzidas poBacilusspp. e Escherichia coli para a procura por sequéncias
similares nos genomas ddeloidogynespp. Os melhores resultados foram
obtidos para as buscas realizadas no genonvh thepla no qual se encontrou
uma sequéncia com 476 residuos de aminoacidosamiag@s enzimas aspartato
ambdnia liase produzidas por outros organismos indatre 402 e 492 residuos
de aminoacidos. Logo, o valor obtido parecia bastaazoavel. Além disso,
segundo alinhamentos das sequéncias feitos congasitalo Clustal W 2
(LARKIN, et al., 2007), no programa SeaView 4.3@0UY, et al., 2010), a
sequéncia oriunda do genomaMehaplaapresentava similaridades entre 46%

e 77%, em relacdo as aspartato amdnia liase calaseci
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Como a sequéncia de amino&cidos oriunda do generiva Haplaera
bastante longa, foi impossivel modela-la por m&adoinitio, jA que estes sé
apresentam resultados satisfatorios com sequémeiascurtas (UNGER, et al.,
1989). A modelagem por homologia também apresgmtoblema, pois nao foi
possivel encontrar um molde que permitisse a mgerlade todos os residuos
de aminoacidos da sequéncia. Logo, o trabalho tdeeser realizado
especificamente com a modelagem pgoeading Como as aspartato amonia
liases conhecidas eram homotetraméricas, consiHsiea homotetrameros a
partir de todos os modelos obtidos e, em seguislasiuturas foram varias
vezes otimizadas antes dos seus rangqueamentoslh@rnestrutura, segundo
ambos os métodos utilizados, foi submetida a sigdolor dinamica molecular
para relaxamento da estrutura e para a geracaoomfermacdes a serem
empregadas na etapa de identificacdo dos sitiigagéo da enzima.

No docking as cegas, com as 1.000 conformacdes da enzima,
correspondentes ao Ultimo 1 ns do processo de @iadnolecular, observou-se
que a (R)-goniotalamina (F3-7) se ligava prefemnoénte em uma cavidade
préxima a cada sitio de ligacdo da enzima que,nsigalados da literatura
(VEETIL, et al., 2012) para a enzima aspartato aanfiese, eram formados nas
juncdes de trés das quatro cadeias do homotetrifigtoa 3).
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Figura 3 Estrutura da (R)-goniotalamina (F3-7) aada na proximidade de um
dos sitios ativos da enzima homotetramérica aspaatadnia liase,
modelada a partr de sequéncia de aminoacidos idxtra
computacionalmente do genoma Meloidogyne haplaNa parte de
cima estdo apresentados apenas a (R)-goniotalandnmgpresentacao
VDW e os residuos de aminoacidos que fazem parteitao ativo
(representacdo New Cartoon & esquerda e MSMSitajlilda parte de
baixo sdo utilizadas as mesmas representacéesiod@s os residuos
de amino&cidos da enzima sdo mostrados. As fidaram preparadas
com o programa computacional VMD 1.9.1

As afinidades da (R)-goniotalamina (F3-7) e BExg-estiril-piran-2-ona
(F3-5), que foram ancoradas nas cavidades proxamassitios ativos da enzima
(Figura 4), foram comparadas com as afinidadesutbstancias inibidoras de
aspartato amonia liase (REYNS & LEONIS, 1975; BERZ¥NS & DRIESSCHE,
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1998; GREENHUT, et al., 1985), que foram ancoram&ssitios da enzima ou em
regides proximas aos mesmos. Observou-se, clamnogit, em geral, tanto a (R)-
goniotalamina quanto &})-6-estiril-piran-2-ona tém elevada afinidade maiaima,
guando comparadas as outras substancias, o que gugeas substancias isoladas
de C. arshersonianaapresentem potencial para o desenvolvimento dentpste

inibidores da aspartato aménia liaséviioidogynespp.
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Figura 4 Afinidades das substancias pela enzimar@ip amobnia liase, de
acordo com os calculos realizados com 0s program@aputacionais
Autodock Vina 1.1.2, Autodock 4.2.3, Plants 2.1 ad@ocks 1.0.1.
Citra: citrato; Estiril: E)-6-estirilpiran-2-ona (F3-5); Fumarato:
fumarato; gonio: (R)-goniotalamina (F3-7); malato8)-malato;
nitroR:  (R)-3-nitro-2-hidroxipropanoato;  nitoS:  {(3)nitro-2-
hidroxipropanoato; oxalo: oxalato; ssdica: (5,8)r2,
dicarboxilatoaziridina; tartra: mesetartarato; tetracar: 1,2,4,5-
benzenotetracarboxilato
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Assim como previsto computacionalmente, a (R)-gatamina (F3-7)
se mostrou muito mais ativa conthd incognita que o fumarato, que foi
utilizado como modelo nos testi@svitro e in vivo realizados com o nematoide.
Entretanto, para aEj-6-estirilpiran-2-ona (F3-5) n&do foi observada tal
correlacdo, o que pode ser decorréncia da baixhisdade de tal substancia ou

da interag&o com outro alvo.

Conclusoes

No presente trabalho, a espécie veg€miptocarya aschersonianse
mostrou promissora para o desenvolvimento de npradutos para o controle
de Meloidogynespp., uma vez que apresentou acdo nematicidiro contraM.
exigua O fracionamento do extrato bruto das cascas fmida planta por
métodos cromatograficos resultou no isolamento ks dsubstancias, sendo
identificadas, por meio de andlises espectrométricmmo sendo H)-6-
estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina. Os teshkesvitro confirmaram acao
nematicida para ambas as substancias, ressalt&)egoifiotalamina como a
mais ativa. As referidas substancias foram subeetal teste, para averiguar
seus efeitos sobre J2 d& incognitaem plantas de tomateiro. Os resultados
demonstram que (R)-goniotalamina é capaz de reduzirmero de ovos de tal
nematoide O estudain silico de E)-6-estirilpiran-2-ona e (R)-goniotalamina,
com o objetivo de compreender seu mecanismo de pe@witiu selecionar a
enzima aspartato amonia liase Me haplacomo o melhor alvo. Ademais, tal
estudo demonstrou que (R)-goniotalamin&)e6-estirilpiran-2-ona tém melhor
afinidade pela enzima, quando comparadas as authasancias, sugerindo que
tais substancias produzidas fior arshersonianapresentam grande potencial
para o desenvolvimento de inibidores eficientesedaima aspartato amdnia

liase deMeloidogynespp.
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