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STYRYLLACTONES FROM Cryptocarya aschersoniana MEZ. (LAURACEAE JUSS.) WITH ACTIVITY AGAINST Meloidogyne
SPP. AND IN SILICO INTERACTION WITH A PUTATIVE FUMARASE FROM Meloidogyne hapla. In a previous study, substances
with nematicidal properties were detected in the bark of Cryptocarya aschersoniana. Continuing such study, the methanol extract

from this plant underwent fractionation guided by in vitro assays with the plant-parasitic nematode Meloidogyne exigua. Two active
compounds were isolated and identified by spectroscopic methods as (E)-6-styrylpyran-2-one and (R)-goniothalamin. The latter

compound was also active against Meloidogyne incognita. In silico studies carried out with (R)-goniothalamin and the enzyme

fumarate hydratase, which was extracted from the genome of Meloidogyne hapla and modeled using computational methods,

suggested that this substance acts against nematodes by binding to a cavity close to the active site of the enzyme.
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INTRODUCAO

Um dos grandes problemas enfrentados pela agricultura mundial
diz respeito aos nematoides parasitas de plantas, principalmente
aqueles do género Meloidogyne, que estio distribuidos pelo mundo
todo e atacam praticamente todas as plantas cultivdveis, acarretando
prejuizos que excedem os 100 bilhdes de dblares por ano em todo o
mundo.! No caso especifico do Brasil, as espécies Meloidogyne exigua
Goeldi e Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood séo
responsaveis por elevadas perdas para culturas de grande importincia
econdmica e social, como café e soja.>?

Para controlar os referidos nematoides, geralmente se faz uso
de nematicidas comerciais que, além de aumentarem os custos de
produgdo, podem contaminar o ambiente e 0 homem com substancias
de elevada toxicidade. Uma das possibilidades para contornar tal
problema diz respeito ao emprego de produtos de origem vegetal,
ja que algumas plantas sdo capazes de produzir metabdlitos com
acdo nematicida.* Dessa forma, as plantas representam um grande
potencial para o desenvolvimento de novos produtos de baixa to-
xicidade e menos onerosos para o controle de fitonematoides. Em
decorréncia, testes preliminares foram realizados para identificar
espécies vegetais produtoras de substancias ativas contra M. exigua.
Com isso, foi possivel selecionar Cryptocarya aschersoniana Mez
(Lauraceae Juss.), cujos extratos apresentaram a¢ao nematicida sobre
o referido nematoide.

Estudos fitoquimicos t&ém demonstrado que o género Cryptocarya
é reconhecido por produzir vasta gama de compostos bioativos, den-
tre os quais se destacam flavonoides, piranos, lignanas e alcaloides
aporfinicos e benzilisoquinolinicos. Tais compostos tém atividades
citotéxicas, antioxidantes, antituberculose’® e antitumoral,® dentre
outras. Apesar disso, nenhum relato foi encontrado na literatura sobre
a producdo de substincias com atividade nematicida por parte de
espécies do referido género. Consequentemente, o objetivo inicial do
presente trabalho foi isolar e identificar as substincias ativas contra
Meloidogyne spp. produzidas por C. aschersoniana. Em seguida,
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com o uso de técnicas computacionais, buscou-se identificar o alvo
enzimatico nos nematoides da substincia mais ativa.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e equipamentos utilizados

Exceto quando mencionado de outra forma, os seguintes solven-
tes apresentavam grau analitico (P.A.): Hex, AcOEt, MeOH, Tween
80® e CHCl,. Para as andlises por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizaram-se placas de aluminio recobertas com silica gel
(Merck) impregnada com indicador de fluorescéncia UV 254 nm. As
substancias foram reveladas nas placas de CCD com luz UV, vapor
de iodo e solugdo de dcido fosfomolibdico a 0,05 ¢ mL! em etanol.
Empregou-se silica gel do tipo flash (230-400 mesh, Merck) nos
fracionamentos por cromatografia em coluna (CC).

Preparo do extrato vegetal

Cascas do caule de C. aschersoniana foram coletadas no campus
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no dia 1° de junho de
2009, de um unico individuo com aproximadamente 20 m de altura,
que ndo apresentava doengas nem frutos. A referida espécie vegetal
foi identificada pelos bi6logos José Carlos Martins e Daniel Quedes
Domingos (UFLA). Uma exsicata de tal exemplar se encontra de-
positada no Herbario do Departamento de Botanica, localizado no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, sob o registro BHCB
175523. As cascas coletadas foram secas em estufa com ventilacio
e renovagdo de ar, por 48 horas, na temperatura de 40 °C. Em segui-
da, foram moidas, originando 1 kg de material que, em seguida, foi
submetido a seis extracdes suscessivas com MeOH por macerag¢do
estatica durante 48 h. Os filtrados obtidos foram reunidos e a solu-
¢do resultante foi concentrada até a secura em evaporador rotatdrio
e, em seguida, liofilizada, dando origem a 63,92 g de extrato bruto
seco. Uma aliquota (2 mg) do extrato seco foi dissolvida em 1,0 mL
de Tween 80® a 0,01 g mL"!, para ser submetida a teste in vitro com
juvenis do segundo estadio (J2) de M. exigua.
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Fracionamento do extrato bruto

O extrato bruto das cascas de C. archersoniana (60 g) foi subse-
quentemente submetido a extracdes com Hex (4 x 300 mL), AcOEt
(4 x 300 mL) e MeOH (4 x 300 mL). As trés fracdes liquidas obtidas
foram concentradas em evaporador rotatdrio e liofilizadas, dando
origem a residuos dos quais foram removidas aliquotas de 2 mg
para serem dissolvidas em 1,0 mL de Tween 80® a 0,01 g mL! e
submetidas a teste in vitro com J2 de M. exigua. Uma parte (9,80 g)
da fragdo solivel em AcOEt foi eluida através de coluna com apro-
ximadamente 7 x 15 cm de silica gel, empregando-se sucessivamente
500 mL dos seguintes eluentes: Hex/AcOEt (95:5), Hex/AcOEt
(65:35), AcOEt (puro), AcOEt/MeOH (90:10), MeOH (puro) e dgua
destilada. Coletaram-se fracdes de 500 mL (F1-F4) e de 250 mL
(F5-F8), que foram subsequentemente submetidas a remoc¢do dos
solventes em evaporador rotatdrio e liofilizadora. Aliquotas de 1 mg
de cada uma das oito fracdes (F1-F8) foram dissolvidas em 1,0 mL
de Tween 80® a 0,01 g mL"', para serem submetidas a teste in vitro
com J2 de M. exigua.

Parte (1 g) da terceira fragdo (F3) foi fracionada em coluna com
5x15 cm de silica gel, empregando-se os seguintes eluentes: Hex/
AcOEt (80:20, 1000 mL), Hex/AcOEt (70:30, 1000 mL), AcOEt
(255 mL), MeOH (255 mL) e 4gua destilada, nesta mesma sequén-
cia. As fragdes obtidas (50 mL) foram combinadas de acordo com
os seus perfis cromatograficos e concentradas conforme descrito
anteriormente. Aliquotas das 17 fragdes resultantes (F3-1 a F3-17)
foram dissolvidas em Tween 80°® a 0,01 g mL", até a concentragido
de 500 ng mL", para serem submetidas a teste in vitro com J2 de
M. exigua. Especificamente no caso das fracoes F3-5 [1, Rf: 0,30,
eluente: Hex/AcOEt (70:30)] e F3-7 [2, Rf: 0,25, eluente: Hex/
AcOEt (70:30)], os seus componentes estavam puros de acordo com
a andlise cromatografica.

Teste in vitro com J2 de M. exigua

Raizes de cafeeiro (Coffea arabica L.), infestadas com M. exigua,
foram coletadas no campo, lavadas com agua, cortadas e trituradas
em liquidificador, por 40 segundos, com solucdo de hipoclorito de
s6dio a 0,005 g mL"!, seguindo a técnica descrita na literatura.” Os
ovos retidos em peneira de 0,025 mm de abertura (500 mesh ASTM)
foram recolhidos e mantidos em camara de eclosdo formada por uma
tela fina de 0,025 mm de abertura e funil de vidro. Recolheram-se,
para emprego nos testes, somente aqueles J2 que eclodiram 48 horas
apds a montagem da cimara.

Para o teste foram empregadas placas de polipropileno contendo
96 cavidades de 350 pL. Para tanto, em cada cavidade se depositaram
20 uL de uma suspensao aquosa contendo de 20 a 30 J2 e, em seguida,
adicionaram-se 100 uL de cada uma das amostras a serem testadas.
Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, empregando-se quatro repeti¢des por amostra. Como
testemunhas foram utilizados Tween 80® a 0,01 g mL! e dgua. As
placas foram mantidas em cimara de crescimento, a 25,5 °C, por
48 horas. Em seguida, contaram-se os J2 mdveis e imdveis, e se
adicionou uma gota de solugio recém-preparada de NaOH 1,0 mol
L' a cada cavidade. Os J2 retos e iméveis foram considerados mor-
tos, enquanto os retorcidos e mdveis foram considerados vivos. Os
valores obtidos foram transformados em percentagem de J2 mortos
e submetidos a andlise de variancia (ANOVA), empregando-se o
programa computacional SISVAR.® As médias foram comparadas
segundo o teste de Scott e Knott (P < 0,05).” Especificamente para
a fracdo F3-7 (2), solucdes a 150, 210, 300 e 600 pg mL" foram
preparadas em soluciio aquosa de Tween 80® a 0,01 g mL™! para
serem submetidas ao teste in vitro com J2 de M. exigua com vistas
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a obter dados para o cédlculo da concentracdo letal para o nematoide
(CLsy). Em tal teste também se avaliaram dgua, Tween 80° a 0,01
g mL! e solugdes aquosas do nematicida comercial carbofuran
(2,2-dimetil-2,3-di-hidro- 1-benzofuran-7-ilcarbamato de metila,
Aldrich 98%) nas concentragdes de 270, 293, 318 e 355 ug mL!. Os
valores obtidos foram transformados em percentagem de J2 mortos
para serem submetidos a andlise de Logit, utilizando-se o pacote drc
do software R® (R Development Core Team, 2013).

Identificacio das substancias isoladas (1 e 2)

Aliquotas das fragdes F3-5 (1; 1,2 mg) e F3-7 (2; 1,7 mg),
que eram ativas contra J2 de M. exigua e estavam puras (segundo
andlises por CCD), foram dissolvidas em EtOH UV/HPLC até as
concentracoes de 5,0 e 7,08 pg mL"!, respectivamente, para serem
analisadas por espectroscopia no UV-Vis. Uma aliquota de cada uma
das duas fragcdes também foi depositada em janela de ATR para ser
analisada por espectroscopia no IV, em espectrofotdmetro Digilab
Excalibur, modelo Series FTS 3000. Foram realizadas 16 varreduras
com resolugdo de 4 cm™.

Aproximadamente 30 mg de cada amostra foram dissolvidos em
0,7 mL de CDCl, (Aldrich) para serem analisadas por espectroscopia
de RMN de 'H e BC, em espectrometro AVII 400, Bruker, de 400
MHz. Realizaram-se experimentos uni e bidimensionais empregando-
-se o sinal do solvente ou TMS como referéncia.

Para medir o desvio do plano da luz polarizada (o), na raia D do
sodio, a 25 °C, foi utilizado um polarimetro Perkin Elmer 341 com
caminho 6tico de 1 dm. Para tanto, a substancia 2 foi solubilizada
em CHCl, até a concentragio de 0,017 g mL".

Teste in vitro das substancias 1 e 2 contra J2 de M. incognita

Raizes de tomateiros (Solanum lycopersicum L.) cultivados em
casa de vegetacdo e infestados com M. incognita raga 3 foram sub-
metidas a extra¢ao de ovos e eclosdo de J2 conforme o procedimento
adotado para M. exigua, mencionado anteriormente. Para a realizacio
do teste in vitro com J2 de M. incognita as fragdes F3-5 (1) e F3-7 (2)
foram solubilizadas em Tween 80® a 0,01 g mL™! até a concentragdo
de 625 pg mL". Como testemunhas foram utilizados Tween 80° a
0,01 g mL", dgua e carbofuran na concentragdo de 200 ug mL™".
Empregaram-se cinco repeti¢cdes para cada um dos tratamentos. A
montagem e a avaliacio do teste, bem como as andlises estatisticas,
também foram conduzidas segundo procedimentos adotados para o
teste com M. exigua.

Selecio in silico do alvo enzimatico da substancia 2

A estrutura da substancia 2 (F3-7), a mais ativa contra os nema-
toides, foi submetida a uma busca conformacional usando o software
Open3Dalign 2.23."° Para tanto, realizaram-se 1.000 simulac¢des
por dindmica molecular, usando o Merck Molecular Force Field 94
(MMFF9%4), a 1.000 °C, com 1.000 etapas de 1 fs em cada simula-
¢do e considerando o solvente (dgua) implicitamente pelo emprego
do modelo generalized Born surface area (GBSA). Para tanto, a
constante dielétrica da dgua ( = 80,4) foi utilizada. A conformacio
mais estdvel em cada simulac@o foi otimizada usando o campo de
forca MMFF94s e classificada de acordo com a energia final. A
conformagao mais estdvel de 2 foi submetida a busca por ligantes de
enzimas similares por meio do programa ReverseScreen3D.!! Dentre
os resultados obtidos, selecionou-se a enzima aspartato amonia
liase. Também se trabalhou com a enzima fumarato hidratase, cujas
caracteristicas estruturais eram bem proximas as da aspartato amonia
liase. As sequéncias de aminodcidos de estruturas conhecidas para
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estas enzimas foram, em seguida, obtidas do RCSB Protein Data
Bank.'? Tais sequéncias foram alinhadas com o programa SeaView
4.4.18 e, ap6s remocdo daquelas que eram similares entre si, as re-
sultantes foram utilizadas na busca por sequéncias de aminodcidos
similares nos bancos de dados do INRA-Meloidogyne incognita'* e
do Nematode.net v 3.0." A maior similaridade foi observada para
uma sequéncia de aminodcidos (CDS_Mhap|MhA 1_Contig705.frz3.
gene3) oriunda do genoma de Meloidogyne hapla Chitwood, que foi
extraida do banco de dados do Nematode.net denominado Mhapla.
WS230.CDS_geneset. PREFIX_ADDED.fna com o programa Tblastn
2.0MP-WashU.'¢ Tal sequéncia foi simplesmente denominada Mhapla
no presente trabalho.

Modelagem molecular da provavel fumarato hidratase de M.
hapla

A sequéncia de aminodcidos (Mhapla) do genoma de M. hapla,
selecionada conforme descrito anteriormente, foi automaticamente
modelada por homologia com o sistema Swiss-Model.'” Também se
fez modelagem por threading com o programa I-TASSER,'® mas,
neste caso, foram utilizadas as estruturas tridimensionais das fuma-
rato hidratase 3E04'” ¢ 1YFM?® para refinar a modelagem. Todos
os modelos gerados pelo sistema I-TASSER foram alinhados com
as quatro cadeias das enzimas homotetraméricas 3E04 e 1YFM,
utilizando-se o programa Swiss PDB Viewer 4.0.4,%' o que permitiu
gerar nove homotetrameros diferentes para a provdvel fumarato
hidratase de M. hapla.

Os nove homotetrameros obtidos tiveram as disposi¢des espaciais
de suas cadeias laterais refinadas pelo emprego do programa com-
putacional SCWRL4? e, em seguida, foram adicionados os dtomos
de hidrogénio com o plugin autoPSF do programa VMD 1.9.1,% que
empregou o arquivo de topologia (top_all27_prot_lipid.rtf)* com o
campo de forca Charmm. Em seguida, os homotetrameros tiveram
suas estruturas otimizadas pelo emprego do programa NAMD 2.9,%
utilizando-se o arquivo de pardmetros para o campo de for¢a Charmm
(par_all27_prot_lipid.prm).** O solvente (dgua) foi implicitamente
considerado pelo emprego do modelo Generalized Born Implicit
Solvent (GBIS). As estruturas resultantes foram submetidas a mais
duas rodadas de otimizac@o das cadeias com o programa SCWRL4
e otimizacdo de toda a estrutura com o programa NAMD 2.9. As
estruturas finais obtidas foram avaliadas quanto as caracteristicas
estereoquimicas e energéticas, bem como quanto ao ambiente de cada
residuo de aminoécido. Para tanto, utilizaram-se os programas FoldX
2.5.2% e Goap.?”” A melhor estrutura (ita2-1YFM), segundo ambos
os programas, foi selecionada para as etapas seguintes do trabalho.

Dinimica molecular com a provavel fumarato hidratase de M.
hapla

A estrutura tridimensional da provével fumarato hidratase de M.
hapla (ita2-1YFM), modelada e selecionada conforme descrito acima,
foi colocada em caixa de 4gua e teve a carga total neutralizada com a
adi¢@o de oito cdtions Na*. Para tanto, empregou-se o programa VMD
1.9.1, com o qual se fez com que a distdncia minima entre os limites
da caixa e a enzima fosse de 15 A. O sistema resultante foi otimizado
(5.000 iteragdes) com o programa computacional NAMD 2.9 (campo
de forca Charmm) e, em seguida, submetido a simulac@o por dindmica
molecular por 4 ns com o0 mesmo programa, sob condi¢des periddicas
de fronteira. Para tanto, foi considerado o ensemble isobdrico-iso-
térmico (NPT), temperatura de 300 K controlada com a dindmica de
Langevin e etapas de 2 fs. O algoritmo Particle Mesh Ewald (PME)
foi empregado para calcular as interagdes eletrostdticas, enquanto
a pressdo foi controlada com o piston de Nosé-Hoover Langevin.

Quim. Nova

Docking para identificar os sitios de ligacio da enzima

As conformacdes da enzima fumarato hidratase de M. hapla
(ita2-1YFM), presentes nos dltimos 1.000 quadros (1 ns) do pro-
cesso de simulacdo por dinamica molecular (item anterior), foram
alinhadas com o programa VMD 1.9.1 e convertidas ao formato pdbqt
pelo script em Python prepare_receptor4.py, do programa compu-
tacional AutodockTools 1.5.6rc2.”® Utilizando o mesmo programa
computacional, preparou-se o arquivo pdbqt para a substancia 2.
Em seguida, esta substincia foi submetida a ancoramentos as cegas,
em todas as conformagdes da enzima no formato pdbqt, utilizando o
programa computacional Autodock Vina 1.1.2.? Cada ancoramento
foi feito em regido correspondente a uma caixa com as seguintes
dimensoes: 28,539 (x), 24,329 (y) e 26,329 (z) A. As mudangas de
regides foram sempre feitas por meio das movimentacdes de valores
correspondentes a metade das dimensdes da caixa, de forma a cobrir
todas as possibilidades na enzima, que tinha dimensao aproximada de
142 (x), 97 (y) e 158 (z) A. Logo, para cada quadro (conformacao),
foram feitos 693 ancoramentos da substincia 2. A excecio do para-
metro exhaustiveness do programa Autodock Vina, que foi ajustado
para 4, todos os outros foram utilizados com os valores normais do
programa. Dentre todos os resultados, foram selecionados os 1.000
ancoramentos com as maiores afinidades da substancia pela enzima,
0 que permitiu observar que estes ancoramentos estavam localizados
em 10 regides da enzima. Fizeram-se, entdo, novos ancoramentos das
substancias em tais regides, utilizando todas as 1.000 conformagdes
da enzima. Para tanto, empregou-se o programa Autodock Vina com
o parametro exhaustiveness igual a 64. Por fim, selecionaram-se as
quatro regides na enzima, para as quais se observavam as maiores
afinidades.

Docking para comparar as afinidades de 2 com as de ligantes
de fumarato hidratases

As estruturas do fumarato, citrato, L-malato, (R)-3-nitro-2-
hidroxipropanoato, (S)-3-nitro-2-hidroxipropanoato, oxalatoacetato,
(S,S)-2,3-dicarboxilatoaziridina, meso-tartarato e 1,2,4,5-ben-
zenotetracarboxilato foram preparadas e submetidas a buscas
conformacionais, seguidas de conversdes das conformagdes mais
estaveis ao formato pdbqt, conforme ji mencionado para 2 (F3-7).
Em seguida, todas estas substancias, inclusive 2, foram ancoradas
com o programa Autodock Vina 1.1.2 nas regides da enzima ante-
riormente selecionadas e nos seus sitios ativos de acordo com dados
da literatura. Para tal ancoramento, que foi realizado com todas as
conformagdes da enzima presentes nos ultimos 1.000 quadros da
simula¢@o por dindmica molecular, utilizou-se o valor de 32 para o
parametro exhaustiveness do programa Autodock Vina. Em seguida,
todos os ancoramentos feitos pelo programa foram submetidos a
ranqueamentos com os programas Plants 1.2,*° AutoDock 4.2.3% ¢
Paradocks 1.0.1.°! Empregaram-se sempre os valores normais para
os diversos pardmetros de tais programas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Purificacio e identificacio das substincias ativas contra M.
exigua

Quando na concentracdo de 2.000 ug mL", o extrato bruto das
cascas de C. aschersoniana causou a mortalidade de todos os J2 de M.
exigua, enquanto as mortalidades dos J2 expostos aos controles (dgua
e Tween 80®) foram iguais ou préximas de 0%. Tais valores sugerem
que esta espécie vegetal seja mais ativa contra nematoides do género
Meloidogyne do que tabaco (Nicotiana tabacum L.), cravo-da-india
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(Syzygium aromaticum L.), betel (Piper betle L.) e cdlamo (Acorus ca-
lamus L.), cujos extratos apresentaram CLs, contra J2 de M. incognita
respectivamente iguais a 1.900, 3.900, 3.000 e 11.300 ug mL".32 Nas
mesmas condi¢des os autores do trabalho relataram que nematicidas
comerciais como chlorpyrifos e carbosulfan apresentavam valores de
CL, acima de 19.000 ug mL"'. Logo, a atividade nematicida descrita
para C. aschersoniana no presente trabalho confirma os resultados
preliminarmente obtidos e sugere que esta espécie botinica tenha
potencial para uso no desenvolvimento de produtos para o controle
de nematoides fitoparasitas.

O fracionamento do extrato bruto de C. aschersoniana por extra-
¢do com solventes de diferentes polaridades resultou em trés fragoes,
dentre as quais aquela solivel em MeOH era a de maior massa, cor-
respondendo a cerca de 57,7% do extrato bruto. Entretanto, de acordo
com o teste in vitro com J2 de M. exigua, na concentracdo de 2.000 ug
mL"as fragdes soldveis em Hex e AcOEt elevaram as mortalidades
dos J2 para 100%, enquanto a fragdo solivel em MeOH, nas mesmas
condigdes, causou mortalidade de J2 que ndo diferenciava estatistica-
mente dos controles (dgua e Tween 80®), cujos valores de J2 mortos
eram préximos de 0%. Consequentemente, deu-se continuidade ao
processo de purificagdo das substancias ativas com a frag@o soldvel
em AcOEt, pelo fato de a mesma ter apresentado maior massa (20,66
g; 32,3%) que a fracdo soldvel em Hex.

O fracionamento da fracdo solivel em AcOEt gerou oito
subfragdes, que foram nomeadas de F1 a F8. Embora F1, F2 e F5-
F8 tenham proporcionado a obten¢do de valores de J2 mortos que
nio diferenciavam estatisticamente dos valores observados para as
testesmunhas (dgua e Tween 80®), F3 e F4 causaram mortalidades de
J2 de M. exigua iguais ou proximas de 100%, que ndo eram estatis-
ticamente diferentes entre si. Deu-se continuidade ao fracionamento
apenas com F3, pois a mesma apresentava um perfil cromatogréfico
menos complexo que o da fracdo F4, e massa suficiente (6,88 g)
para as préximas etapas do trabalho. Em decorréncia, a partir da
fracdo F3 foram obtidas 17 subfragdes (F3-1 a F3-17), dentre as
quais as denominadas F3-5 (1) e F3-7 (2) estavam cromatografi-
camente puras, com massas de 298 e 163 mg, que correspondiam
a rendimentos de 29,8% e 16,3%, respectivamente, em relagdo a
massa empregada de F3.

A substancia 2 foi mais ativa no teste in vitro que a substancia
1, cujo maior precentual de mortalidade de J2 de M. exigua foi de
37% na concentragdo de 500 ug mL'. Na mesma concentrac@o, a
substancia 2 causou mortalidade préxima de 100%. Quando testada
em diferentes concentracdes, tal substancia acarretou a obtencio
de valores de J2 mortos que corresponderam a CLs, de 214 + 3 ug
mL"'. Logo, a substincia 2 € mais ativa contra M. exigua do que
o nematicida comercial carbofuran, que nas mesmas condi¢des
apresentou CLs, de 260 + 5 pg mL"!. No teste in vitro com J2 de
M. incognita se observou que esta espécie de nematoide era menos
sensivel as substancias isoladas de C. aschersoniana. Na concen-
tracdo de 625 pg mL™, a substancia 1 ndo afetou o J2, enquanto 2
causou mortalidade de 85%.

A substancia 1 apresentava o aspecto de um composto amorfo
amarelo. A andlise por espectroscopia no UV-Vis demonstrou a
presenca de croméforos absorvendo acima de 200 nm, em regides
que indicavam a presenca de anel aromético no sistema (Figura 1S).
Isto foi corroborado pelo espectro de infravermelho obtido (Figura
2S). Quanto as andlises por RMN (Figura 3S a 9S), observaram-se
13 sinais de carbono no espectro de RMN de *C, sendo todos acima
de 100,00 ppm (105,03 - 161,81 ppm), o que sugeria a presenca de
vdrios carbonos sp* Os sinais no espectro de RMN de 'H em 7,35
e 7,50 ppm sugeriam as presengas de 'H aromaticos, enquanto a
presenca dos sinais entre 6,63 e 7,50 ppm, com constante de acopla-
mento de 16,0 Hz, indicava a presenca de 'H olefinicos vicinais, em
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configuracdo frans. Somando-se os dados dos espectros unidimen-
sionais aos obtidos com os mapas de contorno de HSQC, HMBC e
COSY, obteve-se como resultado a conclusdo de que 1 correspondia
a pirona natural (E)-6-estirilpiran-2-ona (Figura 1, Tabela 1S), o que
estd em pleno acordo com os dados espectroscopicos descritos na
literatura para esta substincia.*

O anel piranico pertencente a substancia 1 consiste em interme-
diario-chave na biossintese de varios metabdlitos, sendo encontrado
em animais, insetos, bactérias e plantas.** Vérias atividades biolégicas
estdo associadas a compostos que tém o referido anel em sua estru-
tura, dentre as quais se podem citar a antidepresssiva e anti-HIV.3%¢
Segundo estudo descrito na literatura,” a substéncia 1, encontrada nos
frutos de Aniba panurensis (Meisn.) Mez (Fabaceae), apresenta ativi-
dade anseolitica e anticonvulsionante. Entretanto, nenhum relato foi
observado, na literatura, sobre a atividade nematicida desta substincia.

14

(R)-goniotalamina

(E)-6-estiril-piran-2-ona

Figura 1. Estruturas da (E)-6-estirilpiran-2-ona (1) e da (R)-goniotalamina
(2), isoladas da fragdo soliivel em AcOEL, do extrato metandlico das cascas
de Cryptocarya aschersoniana

A substancia 2 (F3-7) também apresentava o aspecto de um
composto amorfo amarelo, cujo espectro no UV-Vis (Figura 10S)
sugeria a presenca de anel aromadtico. As interpretagdes dos dados de
infravermelho (Figura 11S) e de RMN (Figura 12S a 19S e Tabela 2S)
permitiram atribuir a substincia 2 a estrutura de uma estiril-lactona
conhecida como goniotalamina (Figura 1, Tabela 2S), o que estd em
perfeita consonincia com os dados espectroscopicos da literatura
para esta substancia.*® Quanto a estereoquimica absoluta da estrutura,
comparou-se o valor de [a]° obtido no presente trabalho (+107,4) com
aquele descrito para a (R)-goniotalamina,® o que permitiu observar
que 2 também tinha configuragdo R.

Assim como 1, a (R)-goniotalamina (2) pertence a um grupo de
substincias naturais com vasta atividade bioldgica, dentre as quais
vale destacar a antimicrobiana, a larvicida, a anti-inflamatéria e a
antifiingica.** Ademais, a (R)-goniotalamina apresenta atividade
antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais, incluindo carci-
nomas mamadrios (MCF-7, de pulmio (NCL.460) e c6lon (HT-29).*!
Entretanto, nenhum relato de atividade nematicida foi encontrado
na literatura para 2 ou substancias andlogas. Vale mencionar que em
testes com ratos, nenhum efeito téxico foi observado sobre os animais
apés 14 dias de tratamento didrio com 300 ug de 2, o que sugere
baixissima toxicidade desta substincia contra organismos ndo alvo,
como € o caso do ser humano.

Identificacio in silico de alvos enzimaticos da (R)-
goniotalamina (2)

Uma vez comprovada a atividade nematicida da (R)-goniotalamina
(2) e, consequentemente, o seu potencial para emprego no desen-
volvimento de novos produtos para o controle de nematoides fito-
parasitas, buscou-se identificar os possiveis alvos enzimdticos da
referida substancia em Meloidogyne spp. Para tanto, inicialmente,
buscaram-se ligantes de enzimas com semelhangas estruturais em
relagdo a 2. Obtiveram-se vdrios resultados, sendo a aspartato amonia
liase aquela com maior valor de 3D score.!! Isto sugeria que, dentre
as possibilidades existentes, tal enzima era aquela com o maior
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potencial para corresponder ao alvo bioldgico de 2. Como a referida
enzima e a fumarato hidratase (fumarase) sdo proteinas homoélogas,
que possuem estruturas tercidrias e quaterndrias similares, bem como
sitios ativos parecidos,® também se optou por empregar a fumarase
na etapa seguinte do trabalho.

Nio havia, na literatura, qualquer informagéao sobre a produgio
de aspartato amonia liase ou de fumarato hidratase por parte de
nematoides fitoparasitas. Logo, utilizaram-se as sequéncias de ami-
nodcidos de tais enzimas, produzidas por outros organismos, como
é o caso da 1J3U*e 1JSW,® que sdo, respectivamente, produzidas
por Bacilus spp. e Escherichia coli, para a procura por sequéncias
similares nos genomas de Meloidogyne spp. Os melhores resultados
foram obtidos para as buscas realizadas no genoma de M. hapla com
sequéncias da fumarato hidratase, que propiciou a obtencéo de uma
sequéncia com 476 residuos de aminodcidos (Mhapla), enquanto
as enzimas fumarato hidratases produzidas por outros organismos
tinham entre 466 e 495 residuos de aminodcidos (Figura 20S).
Logo, o valor obtido correspondia ao esperado. Além disso, segundo
alinhamentos das sequéncias feitos com o algoritmo ClustalW 2,4
no programa SeaView 4.3.3," a sequéncia oriunda do genoma de
M. hapla apresentava similaridades entre 46% e 73% em relag@o as
fumarato hidratases conhecidas (Tabela 3S).

As fumarato hidratases ou simplesmente fumarases, sio homote-
trdmeros com massa molecular em torno de 200 kDa nos organismos
eucariodticos. Fazem parte do ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs),
pois catalizam a adicdo reversivel de dgua ao fumarato para formar
L-malato. Logo, sdo essenciais para a manuten¢do da viabilidade
celular.*® Consequentemente, utilizou-se a sequéncia Mhapla nas
etapas seguintes do trabalho. Entretanto, como a referida sequéncia
de aminoécidos era bastante longa, foi impossivel modeléd-la por
métodos ab initio, ja que estes s6 apresentam resultados satisfatorios
com sequéncias mais curtas.*’ A modelagem por homologia também
apresentou problema, pois ndo foi possivel encontrar um molde que
permitisse a modelagem de todos os residuos de aminodcidos da se-
quéncia. Logo, o trabalho teve de ser realizado especificamente com
amodelagem por threading. Como as fumarato hidratases conhecidas
eram homotetraméricas, construiram-se homotetrameros a partir de
todos os modelos obtidos e, em seguida, as estruturas foram varias
vezes otimizadas antes dos seus ranqueamentos. A melhor estrutura
(ita2-1YFM), segundo ambos os métodos utilizados, apresenta grande
semelhanga com as estruturas das fumarases jd isoladas a partir de
outros organismos. No caso daquela isolada de Sacharomyces cere-
visiae (1YFM; Figuras 218 a 25S), observam-se sobreposicdes para
0s sitios ativos e para as estruturas como um todo. Logo, a estrutura
ita2-1YFM estd em consondncia com aquilo que se sabe sobre as
fumarato hidratases.

A estrutura ita2-1 YFM foi submetida a simulagdo por dindmica
molecular para relaxamento (Figura 26S) e para a geragdo de con-
formagdes a serem empregadas na etapa de identificacdo dos sitios
de ligacdo da (R)-goniotalamina (2) a enzima. No ancoramento as
cegas, com as 1.000 conformagdes da enzima, correspondentes ao
dltimo 1 ns do processo de dindmica molecular, observou-se que
2 se ligava preferencialmente em uma cavidade (Figura 2 e 27S a
32S) préxima a cada sitio de ligag@o da enzima que, segundo dados
da literatura®® para as fumarato hidratases produzidas por outros
organismos, era formado nas jungdes de trés das quatro cadeias do
homotetramero (Tabela 4S). Dentre as intera¢des de 2 com a enzima
cabe destacar a ligacdo de hidrogénio com o residuo de aminondcido
GLN114 (cadeia B) e o alinhamento do anel aromatico da referida
substincia com os anéis aromaticos dos residuos PHE23 e PHE44
da cadeia B (Figura 2).

Embora tenham ocorrido algumas discrepancias entre os pro-
gramas computacionais empregados nas etapas de ancoramentos,
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Figura 2. A) Representacdo em 2D, feita pelo programa LigPlot+ 1.4.5,* da
interagdo da (R)-goniotalamina (2) com a enzima fumarato hidratase (ita2-
-1YFM) de Meloidogyne hapla, na qual é mostrada a ligagdo de hidrogénio
com o residuo GLN114 (cadeia B) e interagées hidrofobicas com outros residu-
os das cadeias A e B da enzima. B) Representagdo em 3D da mesma interagdo,
que foi criada pelo programa LigProt+ 1.4.5 no programa Pymol 1.4.1%

observa-se claramente que a afinidade de 2 pela enzima foi maior
que as calculadas para o fumarato, L-malato e substancias inibidoras
da fumarato hidratase,**>? que foram ancoradas nos sitios da enzima
ou em regides préximas aos mesmos (Figura 3). Isto sugere que o
mecanismo de a¢do de 2 contra Meloidogyne spp. consista na inibi¢ao
da fumarato hidratase de tais nematoides.

Assim como observado para a (R)-goniotalamina (2), as maiores
afinidades das outras substancias pela enzima ita2-1YFM ocorreram
quando as mesmas foram ancoradas em regides proximas aos sitios
ativos da enzima (Ver exemplos nas Figuras 33S a 38S). Este resul-
tado € coerente com a estrutura da fumarato hidratase proveniente
de Escherichia coli (1IFUR),” que foi cristalizada com moléculas
do L-malato fora do seu sitio ativo (Figuras 39S e 40S). Isto sugere
que nas conformagdes de menores energias os sitios ativos das
fumarato hidrogenases ndo estejam aptos para a interacdo com 0s
seus substratos, sendo necessdrio que os mesmos inicialmente in-
terajam com a enzima através de outros sitios. Esta € uma situagio
normal para vérios sistemas enzimdticos.*>> Além disto, estd em
consonancia com o trabalho realizado com a fumarato hidratase de
Mycobacterium tuberculosis (4APB),% durante o qual ficaram nitidas
as alteragcdes conformacionais causadas na enzima pela complexacio
com L-malato, fumarato ou meso-tartarato.

CONCLUSAO

A atividade nematicida do extrato das cascas da espécie vege-
tal C. aschersoniana foi confirmada através de teste in vitro com
M. exigua. O fracionamento desse extrato por métodos cromato-
gréficos resultou no isolamento de duas substancias, que foram
identificadas por meio de andlises espectrométricas como sendo
(E)-6-estirilpiran-2-ona (1) e (R)-goniotalamina (2). Os testes in
vitro confirmaram a a¢do nematicida para ambas as substincias,
ressaltando 2 como a mais ativa contra M. exigua e M. incognita.
O estudo in silico de 2, com o objetivo de compreender seu meca-
nismo de acdo, permitiu selecionar a enzima fumarato hidratase de
M. hapla como o alvo mais provédvel de 2. Ademais, em tal estudo
esta substancia apresentou maior afinidade pela enzima que o seu
substrato natural e inibidores de fumarato hidratases descritos na
literatura. Consequentemente, tanto a fumarato hidratase quanto
as substancias isoladas sdo bastante promissoras para uso no de-
senvolvimento de novos produtos para o controle de nematoides
fitoparasitas.
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