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RESUMO

Os fitonematoides sdo parasitas altamente especializados que infestam plantas, principalmente as
raizes, causando perdas econdmicas a diferentes culturas. A resisténcia de algumas espécies do
género Annona a fitonematoides ja foi observada e relatada. Entretanto, ainda nao foi identificado
0 mecanismo e, ou, os metabdlitos associados a esta resisténcia. Este trabalho apresenta a
aplicacdo da RMN de 'H em estudos metabolomicos de plantas do género Annona com o objetivo
de avaliar e relacionar os perfis metabdlicos dessas plantas com as suas propriedades
nematicididas ou nemato repelentes. Inicialmente foi avaliada a resisténcia de Annona muricata
ao nematoide Meloidogyne javanica através da comparacdo do metaboloma de raizes e folhas de
plantas inoculadas e ndo inoculadas com o nematoide utilizando RMN de 'H e anilise
quimiométrica. As plantas expostas ao nematoide apresentaram alteracOes significativas no seu
metabolismo apds 24 horas de exposi¢do. Os resultados sugerem que a resisténcia de A. muricata
ao nematoide M. javanica pode esta associada a reagcdo de hipersensibilidade. Véarios metabdlitos
relacionados com resisténcia puderam ser identificados nas raizes e folhas de A. muricata com o
emprego da RMN de 'H, dentre eles a dopamina, a xantina e acetogeninas. Neste trabalho,
também foi avaliado o potencial da RMN de 'H combinado com regressdo por minimos
quadrados parciais, para previsdo da atividade larvicida dos extratos das folhas de Annona
muricata. Para tanto, foi construido um modelo de calibrag¢do utilizando os sinais entre ¢ 0,00 e
10,00 e os valores de DLsy dos extratos frente a Artemia salina. Os resultados mostraram o
potencial da RMN de 'H no desenvolvimento de metodologias para previsdo de atividades
bioldgicas. Na busca por substancias nematicidas foi avaliado o perfil metabdlico e a atividade

nematicida in vitro dos extratos das folhas de Annona crassiflora, utilizando o teste de



mobilidade sobre o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans. A espécie A. crassiflora
mostrou-se uma fonte promissora a descoberta de novos compostos bioativos contra nematoides.
Finalmente, o potencial da RMN de 'H para andlise quantitativa e ndo objetivada foi mais uma
vez comprovado, possibilitando a identificacdo e quantificacdo da betaina trigonelina, pela

primeira vez em vdrias espécies de Annona.

A . 1 . ~ . . . .
Palavras-chave: Annona, metaboldomica por RMN de 'H, resisténcia a nematoide, atividade

nematicida.
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ABSTRACT

TITLE: Nuclear magnetic resonance-based metabolomics of Annona ssp for
nematode control

Plant-parasitic nematodes are parasitizes highly specialized that infest plants, specially roots,
causing economic losses to plant production of different cultures. The resistance of some species
of the Annona genus to nematodes has been observed and reported. However, the mechanism has
not been identified yet, neither the metabolites responsible for the resistance. This work presents
a '"H NMR-based metabolomic studies applied to Annona genus with the aim to evaluate and
correlate the metabolic profile of these plants to their nematicidal or nematode repellent activity.
Initially the resistance of Annona muricata to the nematode Meloidogyne javanica through the
comparison of the metaboloma of roots and leaves of infected and not infected plants was
evaluated. The plant infested with the nematodes showed metabolic alteration after 24 hours of
infestation. The results suggest that the resistance of A. muricata to to the nematode Meloidogyne
Jjavanica can be related to a hypersensitivity reaction. Several metabolites related to nematode
resistance could be identified in the roots and leaves of A. muricata by using the "H NMR such as
dopamine, xanthine and acetogenins. This work also evaluated the potencial of '"H NMR and
partial least-squares analyses to predicting the larvicidal activity of leaf Annona muricata
extracts. For this, it was constructed a calibration model using as imput the '"H NMR signals
between J 0.00 to 10.00 and the DLsy values of the leaf extracts obtained in the Artemia salina
larvicidal test. The results showed the potential of "H NMR in the development of methodologies
to predicting the biological activities. Searching for nematicidal substances, it was evaluated the
metabolic profile and the in vitro nematicial activity of leaf Annona crassiflora extract by

mobility assay against the free-living nematode Caenorhabditis elegans. The species A.

vii



crassiflora provided to be an auspicious source of new nematicidal substances. Finally, the
potential of '"H NMR in a quantitative and untargeted analysis was once again corroborated,
allowing the identification and quantification of the betaine trigonelline, for the first time, in

several species of Annona.

Keywords: Annona, '"H NMR-based metabolomic, resistance to nematode, nematicidal activity.
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Capitulo 1

INTRODUCAO GERAL



1.1 Metabolomica

Virias estratégias para a andlise de misturas complexas contendo grande numero de
metabdlitos t€m sido apresentadas a comunidade cientifica. Entre estas estratégias destaca-se a
metabolomica, uma ferramenta introduzida no campo das “0micas” sucedanea da gendmica, da
protedmica e da transcriptomica, sendo utilizada nos estudos de sistemas bioldgicos (Sumner et
al., 2003).

Uma andlise detalhada do metaboloma proporciona a imagem da diversidade bioldgica e,
ainda, a compreensao de uma resposta bioquimica a fatores externos como estresse, nutricao e
ataque por patégenos. Portanto, o estudo do metaboloma tem sido proposto como uma ferramenta
util no estudo da fungdo de genes especificos (Last et al., 2007). A andlise do metaboloma
objetiva a identificag¢do e a quantificacdo dos compostos de baixa massa molar (menor que 1000
g/mol), que estejam fora ou dentro da célula. Os estudos do metaboloma sdo acompanhados de
termos utilizados na distingdo dos diferentes tipos de abordagens experimentais, que segundo
Fiehn (2002), podem ser divididas em quatro grupos principais: (i) andlise direcionada; (ii) perfil
metabdlico; (iii) metaboldomica e (iv) impressao digital (“fingerprinting”) metabdlico.

Na andlise direcionada, um conjunto de substancias conhecidas € avaliado, o que
geralmente permite a quantificacio absoluta dos metabdlitos. Essa andlise refere-se a um método
no qual um determinado nimero de metabolitos € analisado, normalmente concentrando-se em
um ou mais metabolitos de interesse. Essa abordagem pode ser eficaz para estudos
farmacocinéticos, metabolismo de farmacos, bem como para medir a influéncia de agentes

terapéuticos ou modificagdes genéticas (Patti ef al., 2012).



O perfil metabolico trata se de um estudo direcionados a metabdlitos especificos ou a eles
relacionados, geralmente decorrentes de um mesmo caminho metabdlico (Broeckling et al.,
2005). Consiste, portanto, de um método analitico para a quantificacdo relativa de um grande
nimero de metabdlitos de amostras bioldgicas obtidas, geralmente, a partir de um tecido
especifico ou de uma parte do tecido de interesse. Porém, o perfil metabdlico limita-se a uma
determinada classe de compostos ou mesmo ao rastreio de um ou mais compostos pré-definidos
dentro de uma faixa de polaridade. Dentro dessas limitacdes, uma tnica plataforma analitica pode
ser suficiente, tendo-se, por exemplo, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), que tem sido descrita em vérios experimentos no campo da metabolomica
(Harrigan e Goodacre, 2003), mas que restringe seu campo de acdo a compostos volateis ou de
facil conversdao em derivados.

A impressdo digital (“Fingerprinting”) é uma anélise rdpida e global, na qual, em muitos
casos, ndo estdo envolvidas separagdes cromatograficas e parte dos metabodlitos geralmente ndo
sdo identificados (Choi et al., 2004). Nessa metodologia, em determinadas condi¢des de andlise,
alguns metabdlitos sdo usados como marcadores bioldgicos para a identificacio e/ou controle de
qualidade de extratos e formulagdes. A ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio tem
sido aplicada com sucesso em vdrios trabalhos de fingerprinting, nos quais as impressoes digitais
dos espectros de misturas complexas em condi¢des padronizadas sdo avaliadas. Métodos
multivariados, como andlise de componentes principais (PCA), sdo usados para comparar grandes
conjuntos de dados obtidos através dos respectivos espectros e identificar grupos de semelhanca
ou diferenca entre eles. O emprego dessas técnicas permite coletar informagdes que podem ser

usadas novamente de forma supervisionada, até se chegar a uma resposta ao questionamento



inicial (Frédérich er al., 2009). A identificacdo dos metabdlitos responsdveis pelas diferencas
entre as classes € de suma importancia, mas nem sempre € obtida.

A metaboldmica tem por objetivo identificar e quantificar o metaboloma. O metaboloma
pode ser definido como todas as moléculas com baixa massa molar (metabdlitos) presentes em
uma célula participante de uma rede de transformagdes quimicas enzimaticamente controladas. O
metaboloma fornece os metabdlitos primarios e secunddrios que sdo os verdadeiros produtos da
expressao génica e, em um determinado conjunto de condicdes fisioldgicas, sdo as representagdes

do fenotipo (Last et al., 2007).

1.1.1 Técnicas analiticas aplicadas em metabolomica

O estudo do metaboloma pode ser realizado, utilizando-se das mais diversas técnicas, tais
como espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectroscopia no infravermelho (IV)
(Goodacre, 2005; Defernez e Wilson, 1997), espectrometria de massas (EM) e ressonancia
magnética nuclear (RMN), ou ainda, através de técnicas cromatograficas. Também € comum no
estudo do metaboloma o uso de técnicas hifenizadas como CG-EM ou CL-EM. No entanto,
nenhum dos métodos analiticos existentes € capaz de alcancar o objetivo ambicioso da
metabolomica, que € a identificac@o e quantificacdo de todos os metabdlitos. De fato, um nimero
muito grande de substincias com propriedades quimicas distintas, que podem ser instaveis ou
estar presentes em diferentes concentragdes, faz com que a escolha do método analitico seja um
fator extremamente importante na metabolomica. Cada um dos métodos utilizados atualmente

tem seus pontos fortes e fracos, todos eles relacionados tanto a uma enorme variedade nas

propriedades quimicas e fisicas dos metabdlitos, como a grande variagdo na massa molar, na



polaridade, volatilidade, estabilidade e, por tltimo, mas ndo menos importante, sua concentracao.
A identificacdo e quantificagdo dos metabolitos sdo fatores determinantes no estudo do
metaboloma. Neste sentido, a espectrometria de massas (EM) e a ressonancia magnética nuclear

(RMN) sdo as técnicas analiticas mais utilizadas.

1.1.1.1 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas apresenta algumas metodologias distintas, variando-se de
acordo com método de detec¢ao (TOF-EM, FT-ICR), o método de introdu¢do da amostra (direto,
CG, CL) e o método de ionizacdo (impacto de elétrons, MALDI, eletrospray), ela pode ser
utilizada com sucesso na andlise do metaboloma (Schripsema, 2010). A espectrometria de
massas de alta resolucdo como TOF-EM, Orbitrap e FT-ICR oferece uma excelente combinacdo
de sensibilidade e seletividade, fornecendo informagdes especificas que estdo diretamente
relacionadas as estruturas quimicas, tais como a massa exata, o padrao de distribuicao de isétopos
e a fragmentacdo dos ifons, o que permite a elucidacdo estrutural ou identificagdo através de
comparacio com banco de dados. Ademais, a alta sensibilidade permite a deteccdo em niveis de
femtomols (Dettmer et al., 2011).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) é uma das
técnicas analiticas mais utilizadas em metabolomica, tendo-se assim a combinacdo da elevada
eficiéncia de separagdo e da resolu¢do da CG com a alta sensibilidade de detec¢do da EM. A CG-
EM ¢ usada para se analisar qualitativamente e quantitativamente uma variedade de metabdlitos
com alta reprodutibilidade. A identificacdo dos metabolitos € realizada pela comparacido dos

tempos de retencdo e dos espectros de massas obtidos a partir da amostra, com aqueles dos



compostos puros, previamente analisados sob as mesmas condi¢cOes experimentais. Muitos
bancos de dados comerciais e de dominio publico (por exemplo, NIST, Golm metaboloma, NIH)
podem ajudar na identificacdo dos metabdlitos. No entanto, esses bancos de dados nao contém
todos os metabdlitos esperados num metaboloma (Scalbert er al., 2009). Uma grande
desvantagem da CG-EM ¢ o fato de que apenas compostos volateis podem ser analisados. Além
disso, eles devem ser termoestdveis durante a andlise. Todavia, muitos compostos ndo volateis,
como agucares e aminodcidos, podem ser convertidos em derivados sililados, acetilados ou
metilados volateis, e serem, entdo, analisados (Halket ez al., 2005).

Os recentes avancos envolvendo as técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica tais como
ionizagdo por eletrospray (IES), ionizacdo quimica a pressdao atmosférica (IQPA) e, mais
recentemente, a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (FIPA), possibilitaram a jun¢do de duas
ferramentas analiticas: a espectrometria de massas e a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
tendo-se assim um método (CLAE-EM) robusto e aplicdvel a uma grande variedade de matrizes.
Dessa forma, a CLAE-EM tornou-se uma ferramenta universal, capaz de analisar desde
metabdlitos de baixa massa molar até moléculas de alta massa como, por exemplo, proteinas
(Pereira et al., 2005; Chiaradia et al., 2008). A CLAE-EM ¢ amplamente empregada no estudo do
metaboloma. Os métodos utilizados permitem a obtencdo de fons a partir de moléculas sensiveis
a temperatura e/ou pouco volateis (Dunn e Elli, 2005). Ademais, a CLAE-EM também permite a
recuperacdo do analito através da coleta de fragdes, o que € mais dificil quando se usa CG-EM
(Bedair e Sumner, 2008). Uma das desvantagens da CLAE-EM em relacdo a CG-EM na andlise
do metaboloma € a falta de bancos de dados para a identificacdo dos metabdlitos. O espectro de
massas apresenta baixa reprodutibilidade (Halket er al., 2005), embora o ion molecular quase

sempre estd presente em estudos por CLAE-EM. Desse modo, a massa pode ser usada para



pesquisas em bancos de dados de metabolitos, tais como a base de dados METLIN (Tautenhahn
etal., 2012).

Os estudos do metaboloma utilizando a CG-EM e a CLAE-EM sdo relativamente
trabalhosos, requerendo longos tempos de preparo das amostras. Quando a quantificacido é
desejada, curvas de calibrag@o para cada substancia sao requeridas, devido a diferenca de resposta

aos detectores CG (EM) e CL (EM, UV e DAD).

1.1.1.2 Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma das mais importantes
técnicas analiticas, com relevantes aplicacdes na metabolomica. A RMN € um fendmeno, que
pode ser observado para qualquer dtomo que contenha spin nuclear diferente de zero (I # 0).
Esses atomos, devido a sua configuragdo nuclear, possuem propriedades giromagnéticas
intrinsecas, devido a seus momentos angulares e magnéticos, que os fazem detectaveis por RMN.
Todos os metabdlitos podem apresentar em suas estruturas dtomos de hidrogénio, carbono,
nitrogénio, oxigénio e fésforo. Esses elementos t€m alguns isétopos com 7 # 0, sendo os isétopos
'H, C e "N os mais importantes para o estudo do metaboloma. O is6topo de hidrogénio de
massa atOdmica igual a 1, o lH, é o mais utilizado, devido a sua sensibilidade e sua elevada
abundéincia natural (Krishnan et al., 2005).

O uso generalizado da RMN para estudos cldssicos de metabolitos, juntamente com a
ampla possibilidade de sua utilizagdo em misturas complexas, fez com que essa técnica se
tornasse a plataforma de tecnologia preferida no campo da metabolomica (German et al., 2005).

Embora outras tecnologias,como a CG-EM e a CL-EM sejam muito empregadas em



metabolomica, a RMN ainda tem um ndmero impar de vantagens. Em particular, a RMN exige
pouca ou nenhuma separacido da amostra e permite a detec¢do simultanea de diversas classes de
substancias de uma forma ndo objetivada. A andlise por RMN € ndo destrutiva e nio requer
condicdes especiais de andlise, as quais sdo necessdrias para EM ou condi¢des cromatograficas
(e.g. fase estaciondria, fase mdvel, temperatura).

A RMN ¢ uma técnica ndo direcionada, tendo como limitacdo apenas a incapacidade de
realizar anélises de tragos. Cada substancia tem um espectro especifico e as tinicas varidveis sao o
solvente usado e a intensidade do campo magnético aplicado, que podem ser facilmente
padronizaveis. A alta reprodutibilidade torna a RMN, dentre os outros métodos, o mais adequado
para a formagdo de um banco de dados de metabolomica de dominio publico, que poderd ser
usado por muitos anos. Apesar de o método apresentar baixa sensibilidade se comparado a EM, a
eficiéncia do RMN pode ser melhorada usando as técnicas em dupla dimensdao (RMN 2D), que
resolvem ou amenizam o problema da superposicdo dos sinais. A sensibilidade também pode ser
melhorada pelo aperfeicoamento dos equipamentos e aparatos utilizados na obteng¢do dos
espectros (Kim et al., 2010). Dentre eles, destacam-se a utilizacdo de sondas criogénicas
(CryoProbe, Bruker, ou ColdProbe, Agilent), o aumento do campo e a redu¢cdo do volume do
solvente com o uso de microssondas inversas multinucleares, o que permite a andlise de poucos
microlitros de solu¢do (MicroProbe ou NanoProbe).

A metabolomica realizada por RMN € uma ferramenta poderosa, que pode ser aplicada a
quimica de produtos naturais. Dentre as inumeras aplicacOes destacam-se: 1) A classificacdo e a
caracterizacdo de diferentes espécies de plantas, através de uma visdo geral dos metabdlitos
presentes numa determinada espécie, proporcionando uma classificacdo quimiotaxondmica. Em

se tratando de plantas medicinais, a metabolomica auxilia no controle de qualidade de um extrato



ou planta. Considerando que a atividade € atribuida ao extrato ou planta como um todo, a
presenca de todos os metabdlitos € uma garantia de eficdcia farmacoldgica. 2) Monitoramento da
resposta de um individuo quando exposto a determinado stress, bidtico ou abidtico, injuria,
herbivoria e/ou infeccdes. As mudancas metabdlicas induzidas por cada um desses fatores podem
ser monitoradas pelo acompanhamento da mudanca do perfil metabdlico. 3) Gendmica funcional,
analisando-se e comparando-se, por exemplo, os metabdlitos de individuos geneticamente
modificados com aqueles nativos e analisando-se as mudancas de rotas metabdlicas induzidas

pela engenharia genética (Fiehn, 2002; Last et al., 2007; Kim et al., 2010).

1.1.1.2.1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

A ressonincia magnética de hidrogénio (RMN de 'H) é uma das técnicas mais usadas nas
plataformas metabolomicas uma vez que a maior parte dos metabdlitos orginicos contém o
isétopo 'H e esse apresenta uma alta abundancia natural (99,98 %). O estudo do metaboloma
utilizando a RMN de 'H apresenta alta reprodutibilidade e fécil quantificacdo, uma vez que a
intensidade do sinal estd diretamente relacionada a concentracdo em quantidade de matéria
relativa da substancia (Last et al., 2007). Em outras palavras, a RMN de 'H reflete os niveis em
quantidade de matéria reais dos metabdlitos presentes na amostra, além de permitir a
caracterizacdo estrutural completa dos metabolitos presentes. Ao se combinarem varios métodos
bidimensionais de RMN, muitos sinais podem ser identificados sem a necessidade de um

fracionamento do todo (Kim et al., 2010).



1.1.1.2.2 Ressonancia magnética nuclear bidimensional

A espectroscopia de RMN bidimensional utilizada para o estudo do metaboloma pode ser
dividida em duas classes de experimentos bidimensionais: as que originam mapas de contornos
com resolu¢do em J e as que originam mapas de contornos correlacionados (Gil e Geraldes,
1987; Kooy et al., 2009). Destaca-se o experimento homonuclear com resolu¢do em J (J-
resolvido). Dentro da segunda classe, destacam-se a espectroscopia de correlagio homonuclear
(COSY) e os experimentos heteronucleares: Correlacdo heteronuclear de miltiplo quanta
(HMQCQ), correlag@o heteronuclear de quantum simples (HSQC) e de correlacdo heteronuclear

através de mdltiplas ligagdes (HMBC).

1.1.1.2.2.1 J-resolvido

No experimento 2D J-resolvido, os deslocamentos quimicos e os acoplamentos escalares J
sdo separados em duas dimensdes independentes e projetados em dois diferentes eixos: o
deslocamento quimico (d) no eixo F2, as constantes de acoplamento escalar (/) e multiplicidades
no eixo FI. A separacdo dessas varidveis em dois eixos pode ser melhor visualizada e medida
ap6s a manipulagdo dos dados no computador, girando o espectro absoluto por um angulo de 45°
(Figura 1.1, pag. 11).

O experimento de RMN J-resolvido diferencia-se dos experimentos tipicos de RMN 2D
(por exemplo, COSY ou HSQC), por possuir resolugdo em J. Esse tipo de experimento € ttil
para resolver problemas como a sobreposicdo de sinais, sinais com deslocamentos quimicos

proximos e para a determinagdo das constantes de acoplamento (Ludwind e Viant, 2010).
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Figura 1.1 - Representacdo esquemdtica de um mapa de contorno J-resolvido. O painel (a)
mostra 0 mapa de contorno apds a transformacio de Fourier, e o painel (b) depois da inclina¢io
de 45 °. Jynu representa a constante de acoplamento escalar J. (Adaptado de Ludwind e Viant,

2010).

O experimento J-resolvido tem sido aplicado em vérios estudos do metaboloma. Para
exemplificar, pode-se citar o estudo de Liang e colaboradores (2006), que utiliza o mapa de
contornos J-resolvido combinado com técnicas multivariadas para analisar o efeito da aplica¢io
de jasmonato de metila em folhas de Brassica rapa. Na regido de sinais de hidrogénios
aromadticos, o experimento J-resolvido mostrou claramente a presenca de dois sinais referentes a
compostos inddlicos (neoglucobrassicina e acido indol-3-acético), os quais foram encontrados
somente nas plantas expostas ao jasmonato de metila. Também vale mencionar o estudo da
resisténcia de Dendranthema grandiflora ao inseto Frankliniella occidentalis realizado por Less
e colaboradores (2009). Com auxilio do experimento J-resolvido foi possivel a atribuicdo dos
sinais caracteristicos dos prétons de fenilpropanoides na regido de sinais fendlicos (0 6,0-8,5).

Outro exemplo pode ser encontrado no trabalho de Hendrawati e colaboradores (2006), onde esse

11



tipo de experimento possibilitou identificar sinais de hidrogénios anoméricos, caracteristicos de

glucosinolatos, bem como aqueles referentes ao 4cido mélico.

1.1.1.2.2.2  Espectroscopia de correlacio homonuclear (COSY)

Nesse tipo de metodologia, pode-se determinar quais hidrogénios estdo acoplados através
de duas ou trés ligagdes (**Jyy) passiveis de medida no experimento de RMN de 'H e assim
obter os deslocamentos quimicos dos ntcleos envolvidos no processo (Kaiser, 1999). A
modificacdo da sequéncia de pulsos do COSY, permite obter correlacdes devido a acoplamentos
a longas distancias por *®Jiy, 0s quais sdo raramente visiveis nos espectros de RMN de 'H, ou
em experimentos COSY de rotina (Kaiser, 1999; Kooy et al., 2009). Todos esses parametros sao
de grande valia para elucidacio estrutural de metabdlitos. Por exemplo, a andlise metabolomica
dos extratos de esponjas marinhas por COSY, confirmou a presenca da suvanina (Figura 1.2), um
sesteterpeno triciclo. As correlagdes observadas no mapa de contornos COSY confirmaram os
acoplamentos entre os hidrogénios que ressonam em o 7,29 e 7,43 com o hidrogénio que ressona

em d 6,35 (Al et al., 2013).

\
\

HsC Ch,

Figura 1.2 - Férmula estrutural da suvanina.
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Apesar do potencial da técnica COSY na identificacdo de metabdlitos em extratos brutos ou
semi-purificados, sua interpretacdo e a identificacdo dos sinais pertencentes a uma mesma
molécula em uma mistura complexa ¢ uma das tarefas mais trabalhosas e demoradas. Para
exemplificar, a maioria dos sinais de 'H dos carboidratos sdo registrados em uma regiio
extremamente congestionada (6 3,0-4,5) com os sinais sobrepostos ou ainda com os sinais de
hidrogénios de aminoécidos ou dcidos organicos (Kooy er al., 2009). O uso das técnicas
combinadas J-resolvido e COSY podem facilitar esta identificacdo, que realmente se consolida

com o uso das técnicas 2D heteronucleares.

1.1.1.2.23 Métodos bidimensionais heteronucleares

Os métodos bidimensionais heteronucleares sdo utilizados para assinalar os dtomos de
hidrogénios ligados a niicleos como o °C, 0 "N e o *'P. A técnica depende dos acoplamentos
"Jen e nos experimentos de detec¢do inversa o espectro € representado com o eixo horizontal
(dimensdo F2) correspondendo ao deslocamento quimico para o nicleo de 'H e o eixo vertical
(dimensdo F1) ao deslocamento quimico para o nicleo de °C . Nesse tipo de experimentos, os
deslocamentos quimicos dos dois nucleos sdo correlacionados através de transferéncia de
polariza¢do modulada pelo acoplamento escalar.

O acoplamento entre os 4tomos de carbonos e hidrogénios diretamente ligados (‘Jcp),
pode ser detectado por correlagdo heteronuclear de multiplo-quanta (HMQC) ou correlacao
heteronuclear de quantum-simples (HSQC). Em ambos os métodos, os dtomos de carbono
ligados pelo menos a um hidrogénio sdo detectados. Um exemplo da utiliza¢do da técnica pode

ser encontrado no trabalho de Schievano e colaboradores (2012), onde a andlise do mapa de
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contornos HSQC de extratos cloroférmicos de vdrias amostras de mel permitiu a atribui¢do
completa de vdrios sinais de metabdlitos, tais como a pinocembrina (1), a cafeina (2) e a

desidrovomifoliol (3) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Foérmulas estruturais dos compostos pinocembrina (1), cafeina (2) e

desidrovomifoliol (3).

CorrelacOes de longa distancia entre ressonancias de carbonos e hidrogénios podem ser
registradas pelo experimento de correlagdo heteronuclear através de miuiltiplas ligagdes ("Jcu,
HMBC). E uma das técnicas de grande valia para elucidacdo estrutural, pois permite obter
indiretamente as conectividades entre carbono-carbono, com o auxilio dos experimentos HMQC
ou HSQC. Correlagdes entre os hidrogénios vizinhos e carbonos que ndo portam hidrogénio(s)
(“ndo-hidrogenados™), como carbonilas de 4cidos, amidas e ésteres, por exemplo, podem ser
registradas. Os acoplamentos de longo alcance observados no mapa de contornos HMBC
fornecem ainda informacdes sobre a conectividade entre dois grupos que estdo ligados apenas por

carbonos “ndo-hidrogenados” ou heterodtomos (por exemplo, N em alcaloides).
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1.2 Analise multivariada

1.2.1 Anélise de componentes principais

A andlise de componentes principais, do inglés, “Principal Component Analysis” (PCA) é
um modelo matemdtico da matriz de dados que objetiva reduzir a dimensionalidade original da
mesma. Torna-se muito util, quando o conjunto de amostras possui informagdes de um grande
numero de varidveis, como no caso de dados espectroscopicos. O que uma PCA faz é descrever a
varidncia de um conjunto de dados multivariados em termos de um conjunto de varidveis
ortogonais subjacentes, denominadas componentes principais (PC). Dessa forma, é possivel
descrever as informacdes com um niimero menor de varidveis do que as originalmente presentes
(Otto, 1999).

Um padrao tipico de dados € reconhecido por uma classe ou varias classes de observagdes
através da PCA. O padrdao de uma classe providencia informacdes sobre as relacdes entre as
observacdes dentro das classes, mostrando aquelas que sdo relacionadas e aquelas que se
encontram completamente fora do padrao estabelecido. Neste sentido, a PCA ¢ um método ndo
supervisionado que pode ser caracterizado como exploratdrio, uma vez que auxilia na elaboragao
de hipdteses gerais a partir dos dados coletados. O agrupamento das amostras define a estrutura
dos dados através de graficos de escores e pesos cujos eixos sdo as componentes principais (PCs),
onde os dados sdo projetados.

Os escores podem ser representados graficamente em um mapa de componentes principais.
Uma vez que, na maioria dos casos, grande parte da variancia € retida nos primeiros componentes

principais, os dados apds a andlise de PCA podem ser representados em um mapa de
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componentes principais em duas ou trés dimensdes, descrevendo a maioria das informagdes
presentes nos dados e facilitando a sua interpretagdao (Otto, 1999). Desse modo, a projecdo dos
dados no espago definido pelo nimero de PCs utilizadas na andlise por PCA fornece um
parametro util para estudar as inter-relacdes entre as amostras, pois escores similares significam
varidveis similares.

Os espectros de RMN de 'H de amostras bioldgicas (tecidos, extratos de tecidos e fluidos
bioldgicos) contém um grande nimero de sinais e, em muitos casos, a simples inspecio visual
destes espectros revela apenas uma pequena quantidade de informacdo. Sabe-se que esses
espectros sdo ricos em informacgdes sobre a constituicdo quimica da amostra, o que possibilita
inferir informagdes sobre propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas de um material. Usando
uma modelagem quimiométrica, pode-se formalizar um processo de correlacdo entre essas
propriedades e seu espectro. Assim, métodos quimiométricos t€m sido utilizados para extrair o
maximo de informagdes desses sistemas multivariados (Wishart, 2008).

Nas andlises quimiométricas, os dados obtidos sobre as amostras sdo organizados em uma
tnica planilha, a qual € constituida por “n” amostras e “m” varidveis, resultando em uma matriz
“n x m” (Figura 1.4, pag. 17). Ao se realizar determinados experimentos em uma amostra, 0s
resultados podem ser expressos em termos de concentracdo, intensidade do sinal, absorvancia,
entre outros pardmetros. No caso da RMN de 'H, por exemplo, os espectros podem ser
convertidos em uma tabela de drea versus intervalo de deslocamento quimico. Para evitar que
pequenas variagdes no deslocamento quimico entre os espectros dificultem a PCA, € feito o
alinhamento do sinal. Assim, o espectro € dividido em pequenos intervalos de deslocamentos
quimicos (geralmente sdo utilizados intervalos entre ¢ 0,01 e 0,04) conhecidos como “bins ou

7

buckets”. O objetivo do “bucketing” é obter um novo espectro no qual cada “buckets" de ¢ 0,04,
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corresponda a integral de todos os sinais presentes na respectiva janela espectral. Outra
possibilidade para construir a matriz envolve o uso de todos os pontos sem a subdivisdo do
espectro. Desse modo, a matriz é construida a partir da intensidade dos sinais versus o

deslocamento quimico (Lido et al., 2010; Kuhnen et al., 2010).

Deslocamento quimico

T
| I|| ( |

112 m

Amostras
A

Bucketing retangular

Figura 1.4 - Esquema para obtengdo de uma matriz n x m a partir dos espectros de RMN de 'H.

(Adaptado do manual do software AMIX®, 2008).

Quando € observada a distin¢do entre os conjuntos de amostras nas andlises por PCA pela
projecdo das amostras no grafico de escores, é possivel verificar quais as varidveis que mais
influenciaram na ocorréncia da discriminag@o. Essa informac@o € resultado da andlise dos
graficos de peso, o qual é obtido em conjunto com os graficos de escores e tem por objetivo
explicar o resultado destes (Beebe et al., 1998). Portanto, em uma discriminagdo obtida a partir
de espectros de RMN, a andlise dos grificos de pesos permite inferir sobre quais substancias

caracterizam um ou outro grupo de amostras, seja simplesmente por variagcdes na concentragao
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ou pela presenca ou auséncia de compostos, possibilitando, por exemplo, identificar

biomarcadores (Nicholson e Lindon, 2008).

1.2.2 Anélise de agrupamentos hierdrquicos

A andlise de agrupamentos hierdrquicos, do inglés, “Hierarchical Cluster Analysis”
(HCA) ¢é também um método de classificacdao de dados. Ela engloba uma variedade de técnicas e
algoritmos, cujo objetivo principal é a descoberta de grupos naturais nos itens ou varidveis, sendo
considerada uma importante técnica exploratéria, na qual nenhuma suposi¢do € feita a respeito do
nimero de grupos ou de sua estrutura. Na HCA as distancias interpontuais entre todas as
amostras do conjunto de dados sdo representadas na forma de um grifico bidimensional chamado
dendrograma. Por meio do dendrograma, pode-se visualizar os agrupamentos e similaridades
entre as amostras e/ou varidveis. O objetivo da HCA € exibir os dados em um espaco
bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padrdes naturais. A distancia entre
0s pontos (amostras ou varidveis) reflete a similaridade de suas propriedades, sendo util para

determinar a semelhanca entre amostras.

1.2.3 Regressao por minimos quadrados parciais

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) € um método de regressdo
multivariada que relaciona uma matriz de dados X com uma matriz resposta Y, que pode ser
singular (uma varidvel, uma resposta) ou multipla [vérias varidveis, uma (vdrias) resposta(s)].

Desta forma PLS é uma poderosa ferramenta para relacionar dados espectroscopicos com uma
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resposta biolégica. A equagdo de regressdo para descrever a resposta Y como uma combina¢ao

linear da matriz X e os coeficientes de regressdo, é expressa na equacao 1.1.

Y=XB+F 1.1
Onde F ¢ a informacdo remanescente que ndo foi modelada e B é a matriz dos coeficientes de

regressao.

A PLS estd fundamentada na PCA e difere de um modelo PCA porque determina
correlagdes quantitativas entre os dados contidos em duas matrizes. O método PLS € usado na
calibracdo multivariada, onde as varidveis dependentes Y (por exemplo, atividade bioldgica e
qualidade do produto) intervém diretamente na decomposi¢do em componentes principais
(varidveis latentes) das varidveis independentes X (espectros). Essas novas varidveis sdo, na
realidade, combinagdes lineares das componentes principais calculadas pelo método PCA (Cunha

Junior et al., 2003).

1.3 Nematoides de galhas

Os fitonematoides sdo parasitas altamente especializados que infestam plantas, utilizando
uma vasta gama de estratégias. Esses animais microscopicos parasitam principalmente as raizes
das plantas, embora algumas espécies possam parasitar outras partes (Haegeman et al., 2012).
Dentre esses patdgenos destacam-se os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.), que causam
considerdveis perdas econdmicas. Frequentemente sdo citadas reducdes de até 10% na producio

de diversas culturas (Molinari, 2009) devido a infestagcdo por esses animais. No entanto,
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dependendo do género, das espécies cultivadas de plantas e do nivel de populacdo do nematoide
(Ornat e Sorribas, 2008), percentagens mais elevadas ja foram registradas. Por exemplo, Sikora e
Fernandez (2005) relataram perdas no rendimento de mais de 30% em trés culturas vegetais
altamente suscetiveis (berinjela, tomate e meldo).

Os nematicidas sintéticos t€ém sido utilizados como o principal método de controle dos
fitonematoides, entretanto apresentam algumas limitagcdes, como por exemplo, a natureza
tempordria do controle obtido, a possibilidade de acumulacdo dos materiais téxicos no solo e
riscos a saide humana (Chitwood, 2002). Como consequéncia, tem-se reduzido a disponibilidade
desses compostos. O brometo de metila, um dos agentes quimicos fumigantes mais importantes
usados para o controle de nematoides e outras pragas, afeta um grande niimero de organismos, e
foi definido como uma substincia que contribui para a destruicdo da camada de o0z6nio
(Carpenter et al., 2001). Em decorréncia, o uso do brometo de metila foi proibido em 2005 nos
paises desenvolvidos e serd retirado dos paises em desenvolvimento até 2015.

A rotatividade de culturas com espécies nao hospedeiras e ou antagbnicas tem se revelado
como um método bdsico para sistemas integrados de controle de fitonematoides (Rosa et al.,
2003). Esse método € capaz de manter as populagdes desses patdgenos abaixo do nivel capaz de
causar dano econdmico, sem oferecer riscos ao ambiente € minimizando o uso de nematicidas
(Ferraz e Valle, 1995). Entretanto, existem vdrias culturas, principalmente as perenes, que
apresentam grandes dificuldades quanto a implementacdo de tais metodologias (Sasser e Carter,
1985; Starr et al., 2002; Viaene, 1998).

Para algumas culturas, os nematoides de galhas podem ser controlados pelo uso de genes
para resisténcia. Em Solanum lycopersicum, a resisténcia ao Meloidogyne incognita, M. javanica

e M. arenaria é atribuida ao gene de resisténcia Mi-3 (Roberts e Thomason, 1989), que foi
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identificado em espécies selvagens de tomate S. peruvianum. Esse gene foi a fonte de resisténcia
aos nematoides de galha por mais de 40 anos em todos os cultivares de tomates resistentes. No
entanto, populagcdes de Meloidogyne capazes de contornar tal resisténcia ja foram identificadas.
Por exemplo, Rodriguez et al. (2007), ao realizarem testes de parasitismo de M. mayaguensis
com diferentes espécies botanicas, demonstraram que o feijoeiro comum (IPA-9), o caupi (IPA-
206) e os cultivares de tomateiros Santa Cruz e Viradouro, portadores do gene Mi, se mostraram
suscetiveis a essa espécie de nematoide.

Métodos de controle de Meloidogyne pelo emprego de microrganismos antagdnicos a
nematoides t€m sido estudados por vérios pesquisadores, que em geral, optam por trabalhar com
fungos e bactérias. Entre esses microorganismos, os fungos t€ém se destacado, mostrando um
grande potencial (Stirling, 1991). Como exemplo, € possivel mencionar os fungos da espécie
Trichoderma spp, que sdo potenciais agentes de controle bioldgico de nematoides (Spiegel e
Chet, 1998). Vérios mecanismos possiveis tém sido sugeridos, incluindo a indu¢do de respostas
de defesa das plantas, pela producdo de metabdlitos antiftingicos, por exemplo, ou a competi¢ao
por nutrientes (Howell, 2003). Dentre as bactérias, destacam-se as do gé€nero Pasteuria, que
aderem a cuticula do nematoide para nele penetrar em seguida. Portanto, urge que novas
abordagens objetivando a descobertas de novas formas de controle de nematoides sejam

estimuladas.

1.4 Resisténcia de anondceas aos nematoides de galhas

A resisténcia de uma planta pode ser definida como a capacidade em atrasar ou evitar a

entrada, ou o desenvolvimento de um patégeno em seus tecidos (Stadnik e Maraschin, 2004). As
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plantas possuem complexos mecanismos de defesa aos patdégenos. Alguns desses mecanismos
sdo constitutivos, representados por estruturas fisicas como camada de ceras, cuticula, parede
celular espessa, tricomas, adaptacdes em estdmatos e fibras vasculares; também podem ser
substancias quimicas como os fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos,
glicosideos cianogénicos, fitotoxinas, inibidores proteicos e enzimas hidroliticas (Agrios, 2005).
Por outro lado, existem mecanismos de defesa que sdo ativados apds o reconhecimento do agente
agressor pelo hospedeiro, denominados mecanismos induzidos. Esses mecanismos podem
envolver a formacdo de papilas, halos, lignificacdo, camada de cortica e formacgdo de tiloses,
além da sintese de compostos como as fitoalexinas, metabdlitos secundérios e espécies ativas de
oxigénio (Pesdras et al., 2009)

Em geral, as plantas resistentes aos nematoides de galhas ndo impedem a penetracio de
juvenis destes parasitas em seus sistemas radiculares, mas afetam o desenvolvimento ou a
reproducdo do nematoide. Para tanto, acredita-se que, em varios casos, a presen¢ca do nematoide
nas raizes desencadeie um processo de defesa da planta, que ocorre através de mudancas nas suas
produgdes metabdlicas (Roberts, 2002). Todas as plantas cultivdveis podem ser atacadas por
fitonematoides, cuja presenca no solo pode passar despercebida pelos agricultores, devido ao seu
tamanho reduzido e ao fato de nem sempre apresentarem sintomas visiveis nas plantas atacadas.

A familia Annonaceae compreende cerca de 2300 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. A familia se destaca pela grande diversidade quimica de seus
constituintes. De uma maneira geral, observa-se uma especializacdo de alguns géneros na
capacidade de sintetizar diferentes e especificos tipos de metabdlitos.

Plantas pertencentes ao género Annona sao reconhecidas ha séculos por suas propriedades

inseticidas e parasiticidas. Hoje acredita-se que essa atividade € atribuida a classe de produtos
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naturais conhecida como acetogeninas (Pimenta, 1995). Anonina I, uma acetogenina bis-
tetraidrofuranica isolada de Annona squamosa apresentou grande atividade ovicida e larvicida
sobre Drosophila melanogaster. O extrato em acetato de etila de A. squamosa em solucdo aquosa
apresentou potencial anti-helmintico sobre nematoides gastrointestinais de ovinos e caprinos,
inibindo em 99% a eclosdo de larvas de Haemonchus contortus (Strongylida: Trichostrogylidae)
na concentracdo de 5 mg/mL (Souza, 2003). Extratos, fracdes e acetogeninas de Annona
squamosa e Annona muricata também foram ativos em diferentes pragas agricolas como Plutella
xylostella Linnaeus, Spodoptera frugperda e Spodoptera litura Fabricius (Saito et al., 1990).
Espécies do género Annona, como A. coriacea, A. squamosa e A. muricata, sdo resistentes
aos nematoides de galhas (Rossi, 2002). Monteiro e colaboradores (1996) verificaram a
resisténcia da A.squamosa a espécie Meloidogyne exigua. Segundo Ferraz e Valle (1997), as
anondceas, principalmente a A. squamosa, produzem compostos que sdo toxicos aos nematoides
de galha, embora nio se tenha conhecimento das estruturas desses compostos. Nos trabalhos
realizados por Ribeiro e colaboradores (2004), observou-se que a A. squamosa e a A. muricata se
comportaram como resistentes a M. javanica, sendo essas indicadas para o plantio em solos

infestados com essa espécie.
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Capitulo 2

ANALISE DA RESISTENCIA DE Annona muricata AO NEMATOIDE
Meloidogyne javanica POR ANALISE METABOLOMICA

EMPREGANDO RMN DE 'H
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2.1 Introducao

Todas as plantas cultivdveis podem ser atacadas por fitonematoides, cuja presenga no solo
pode passar despercebida pelos agricultores, devido ao seu tamanho reduzido e ao fato de nem
sempre apresentarem sintomas visiveis nas plantas atacadas. Como os métodos atualmente
disponiveis para o controle de fitonematoides apresentam desvantagens, como a dificuldade de
aplicacdo em algumas localidades e custo elevado, existe uma demanda cada vez maior por novas
metodologias menos onerosas € que nao contaminem o homem e o ambiente com substancias de
alta toxicidade (Chitwood, 2002; Machado, 2010). Para tanto, uma das possiveis alternativas
consiste no emprego de produtos de origem vegetal, j4 que existem varios relatos na literatura
sobre a capacidade de producdo de substancias nematicidas por plantas (Chitwood, 2002). Tais
potenciais substancias para o controle de fitonematoides apresentam caracteristicas quimicas
muito variadas e, as vezes complexas. Elas podem ser encontradas nas diferentes classes de
produtos naturais como os alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides e glicosideos, dentre outros
(Hall, 2006).

Devido ao fato de vérias anondceas apresentarem resisténcia aos nematoides de galhas e
ainda aos relatos das propriedades nematicidas para algumas espécies, desenvolveu-se a hipotese
de que plantas do gé€nero Annona possam produzir substincias nematicidas. No entanto, essa
resisténcia ainda ndo foi associada a algum metabdlito especifico. Desta forma, um estudo
metabolOomico para este género poderia contribuir para o entendimento do mecanismo de defesa
utilizado por estas espécies resistentes ao nematoide, e ainda, a compreensdo da relacio planta-
nematoide (Campos et al., 2012). A andlise metabolomica de plantas inoculadas e ndo

inoculadas poderia contribuir para o desenvolvimento de novos métodos de controle de
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fitonematoides. Assim, a RMN de 'H combinada com técnicas multivariadas foi aplicada para
avaliar as respostas metabdlicas de plantas de Annona muricata expostas ao nematoide

Meloidogyne javanica.

6.5 Objetivos
Identificar por andlise metabolomica utilizando-se a RMN de lH, os metabdlitos
diferenciais nas raizes e folhas de Annona muricata apds a inoculacdo com Meloidogyne
javanica. Também foi objetivo desse estudo, submeter os extratos das raizes de A. muricata,
antes e apods a inoculacdo com M. javanica, a testes in vitro contra o nematoide para verificar se

houve produgdo de substancias nematicidas apds a infestacao.

34



2.3 Procedimentos Experimentais

2.3.1 Obtengdo das mudas de Annona muricata

Sessenta mudas de A. muricata, apés 90 dias de germinacdo e altura homogénea,
adquiridas no Instituto Estadual de Florestas de Lavras, foram cultivadas em bandejas plasticas

contendo substrato, sendo mantidas em casa de vegetacdo durante todo o experimento.

2.3.2 Indéculo do nematoide

Raizes de tomateiro infestadas com M. javanica foram lavadas cuidadosamente e
cortadas em pedagos de 1 cm. Em seguida, foram trituradas em liquidificador por 40 s em
solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5 % (p/p), seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973).
Os ovos retidos na peneira com poros de 25 um foram recolhidos e colocados para eclodirem em
um funil de Baermann. Os juvenis do segundo estagio (J2) foram recolhidos depois de 48 e 72
horas, sendo descartada a primeira coleta de 24 horas. Uma suspensdo aquosa contendo 500

J2/mL foi preparada com o auxilio de lamina de Peters e microscépio 6tico.

2.3.3 Montagem dos experimentos com mudas de Annona muricata

Uma suspensdo aquosa (2,0 mL) contendo 1000 J2 de M. javanica, foi inoculada ao
substrato de 30 das 60 mudas de A. muricata. Apos 1, 2, 4, 20 e 30 dias, as partes aéreas de todas
as plantas foram cortadas e os sistemas radiculares foram separados cuidadosamente do substrato

e lavados com dgua. Em seguida, as raizes e as folhas foram congeladas em nitrogénio, moidas,
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liofilizadas, e armazenadas em freezer a -15 °C até o momento das extragdes dos seus

metabolitos.

2.3.4 Preparo dos extratos de Annona muricata

2.3.4.1 Extratos polares

Para a obtencdo desses extratos, utilizou-se a metodologia descrita por Kim e
colaboradores (2010). 50 mg das folhas ou raizes processadas como descrito no item 2.3.3, pag.
35, foram submetidas a extragdo com uma combinacdo de 0,75 mL de solu¢do tampado de
KH,PO4 em D,O (pH = 6,0), contendo 0,01 % (p/v) do TSP-d, como referéncia interna e 0,75 mL
de metanol-ds. Apds a combinacido dos solventes as amostras foram agitadas por 1 minuto em
vortex, colocadas em banho de ultrassom por 20 min e centrifugadas a 17.000 rpm. 800 uL do

sobrenadante foram transferidos para tubos de RMN com didmetro de 5 mm. Para cada amostra

foram utilizadas trés repetigoes.

2.3.4.2 Extratos de baixa e média polaridade das raizes de Annona muricata

Para a obtencdo dos extratos, utilizou-se a metodologia descrita por Chatterjee e
colaboradores (2010), com adaptacdes. A massa de 400 mg da raiz de A. muricata, foi extraida
com 5 mL de hexano. Em seguida, o extrato foi filtrado e esse processo foi repetido por mais trés
vezes. Os extratos obtidos foram combinados e o solvente foi removido em rotaevaporador,

dando origem ao extrato hexanico. O residuo vegetal foi extraido trés vezes com 5 mL de uma
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mistura de metanol/dgua 90 % (v/v). Esse extrato hidroalcodlico foi concentrado no
rotaevaporador e em seguida particionado com CHCl;. A fase cloroférmica foi separada, secada
com sulfato de sédio anidro e filtrada, sendo o solvente removido em rotaevaporador, dando

origem ao extrato cloroférmico.

2.3.5 Ressonancia magnética nuclear

Os experimentos de RMN foram obtidos em espectrometros Bruker AVANCE DRX400
no Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolu¢do (LAREMAR) do Departamento de

Quimica-ICEx-UFMG.

2.3.5.1 RMN de 'H: HR-MAS - Alta Resolugio com Giro no Angulo Mégico (do Inglés: High

Resolution Magic Angle Spinning)

Os espectros de HR-MAS das folhas de A. muricata (item 2.3.3, pag. 35) foram obtidos
em um espectrometro, equipado com sonda HR-MAS de 4 mm, com gradiente de campo no eixo
z. O material vegetal moido e 2 gotas de uma solucdo de DSS 0,5 mmol.L" em D,O foram
acondicionados em um rotor de zirconio. Os espectros foram obtidos com giro de 5 kHz,
utilizando a sequéncia de pulsos cpmgpr, largura espectral de 20 ppm e 16 promediacdes. O

processamento foi efetuado utilizando o programa TopSpin 1.3.
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2.3.5.2 Analise por RMN em solucio

Todos os extratos foram analisados por RMN uni e bidimensional utilizando uma sonda
multinuclear de deteccdo inversa (BBI-“Broadband Inverse”) de 5 mm. Para realizacdo dos
experimentos foram usados os parametros descritos por Kim e colaboradores (2010) com
algumas adaptagoes.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos a 300 K com janela espectral de 16 ppm,
nimero de pontos 32k, com pré-saturacio do sinal de HDO, 128 promediagcdes, tempos de
aquisicdo (AQ) e recuperagdo (d1) de 2,6 s e 2,0 s, respectivamente. Todos os espectros foram
obtidos utilizando-se a sequéncia de pulsos zgcppr. Para o processamento foi utilizado o
alargamento de linha de 0,3 Hz, anterior a transformada de Fourier. As fases e linhas de base
foram corrigidas automaticamente utilizando o programa TopSpin 1.3 e, por fim, os espectros
foram calibrados pelo sinal do TSP-ds em 0,00 ppm (extratos polares, item 2.4.3.1, pdg. 36) ou do
TMS em 0,00 ppm (extratos de baixa ou média polaridade, item 2.4.3.2, pag. 36).

Os experimentos J-resolvido foram adquiridos usando 8 promediagdes por 32
incrementos, coletados dentro de 16K pontos de dados, com janela espectral de 6,6 kHz em F2
(eixo do deslocamento quimico) e 66 Hz em F1 (acoplamento spin-spin). Utilizou-se 1,0 s de
tempo de recuperagdo, resultando em um total de tempo de aquisi¢do de 20 min. A transformada
de Fourier foi aplicada, e os dados transformados foram entdo submetidos ao giro de 45° e
simetrizados.

As correlagdes homonucleares 'H-'"H COSY, foram registradas com uma sequéncia de
pulsos padrao de 90°-90° e gradientes de campo na dire¢do do eixo z. Esses experimentos foram

adquiridos com tempo de recuperacdo de 1,0 s e sob a janela espectral de 8 kHz em ambas as
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dimensdes, tendo sido adquiridos 1024 incrementos com 8 promediacOes. A transformada de
Fourier foi aplicada e os dados transformados foram entdo simetrizados.

As correlagdes heteronucleares 'H-'C HSQC, foram adquiridas com tempo de
recuperacdo de 1,5 s, janelas espectrais F1 e F2 de 20 kHz e 8 Hz respectivamente. 1024
incrementos em F1 foram coletados com 16 promedia¢des de 2048 pontos para cada FID. A

transformada de Fourier foi aplicada, seguida do ajuste de fase.

2.3.6 Analise multivariada

Os espectros de RMN de 'H (item 2.3.4.1, pag. 36) das folhas e raizes de Annona
muricata tiveram as fases corrigidas pelo programa ACD NMR Manager. Neste mesmo software
os espectros foram transformados para arquivos ASCIIL. A partir desses arquivos foi construida
uma matriz com deslocamento quimico versus intensidade. Essa matriz foi entdo submetida ao
tratamento multivariado de dados com o método de andlise de componentes principais (PCA),
empregando-se o software Pirouette 3.1. Todos os dados foram centrados na média e, antes das
andlises, as regides o0 4,75-4,95 e ¢ 3,20-3,40 foram removidas para eliminar qualquer

variabilidade devida a supressao do sinal da dgua e do metanol.

2.3.7 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Aliquotas dos extratos cloroférmicos das raizes de A. muricata foram analisadas em um
cromatégrafo Shimadzu LC10 com sistema de bombeamento isocratico, detector UV-Vis SPD-

20A e coluna analitica ODS Hypersil C;g (particulas de 5 pm, dimensdo 250 x 10 mm). As
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andlises foram feitas utilizando os eluentes (A) metanol e (B) dgua como fase mével contendo
75% de A e 25 % de B em um intervalo de 0,0 a 60,0 min. O volume de inje¢do foi de 20 pL,
injetado manualmente, com manuten¢io do fluxo constante a uma taxa de 1,0 mL/min. Todos os

dados cromatogréficos foram analisados nos comprimentos de onda de 220 e 354 nm.

2.3.8 Anadlise por espectrometria de massas de alta resolucio

Os extratos cloroférmicos, dissolvidos em metanol grau HPLC, foram injetados
manualmente em um aparelho Shimadzu LCMS-IT-TOF. O extrato foi analisado no modo de
Ionizacdo Quimica a Pressdao Atmosférica (IQPA), sob as seguintes condi¢des: voltagem do
detector, 1,70 kV; temperatura da interface 400 OC; temperatura do bloco de aquecimento, 200 OC;

fluxo do gés de nebulizacdo (N;), 2,5 L / min e faixa de detec¢do de 40 a 1000 m/z.

2.3.9 Teste de mortalidade de Meloidogyne javanica

Os experimentos com o nematoide Meloidogyne javanica foi realizado na Universidade
Federal de Lavras no laboratério de Nematologia sob a supervisdo do Prof. Dr Vicente Paulo
Campos. Os extratos das raizes e folhas de A. muricata (item 2.3.4, pag. 36) foram concentrados
em evaporador rotatério, congelados e liofilizados. Os residuos foram entdo dissolvidos em
solucdo aquosa de Tween 80 a 1% (p/v) numa concentracao de 2000 pg/mL. Em placas de Elisa
com cavidade de 300 pL, foram depositados 20 uL da suspensdo aquosa contento de 20 a 30
nematoides J2 de M. javanica e, em seguida, adicionaram-se 100 uL dos extratos de A. muricata.

Empregaram-se quatro repeti¢des para cada extrato avaliado. Como testemunha foi utilizado o
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solvente das amostras (Tween 80 a 1% p/v) e dgua. A placa foi mantida em estufa a 25,5 °C por
48 h. A seguir, uma gota de solu¢do de NaOH 1,0 mol/L foi adicionada ao conteudo de cada
cavidade e os nematoides foram contados. Aqueles retos e iméveis foram considerados mortos,
enquanto os retorcidos e modveis foram considerados vivos. Os valores obtidos foram
transformados em percentagem de J2 mortos e submetidos a andlise de varidncia, empregando-se
o programa computacional SISVAR. As médias foram comparadas segundo o teste de Scott e

Knott.
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2.4 Resultados e Discussao

2.4.1 Andlise por HR-MAS

Inicialmente o perfil quimico das folhas de A. muricata foi investigado por RMN de 'H,
utilizando a técnica de HR-MAS. O espectro (Figura 2.1, pdg. 43) foi adquirido usando a
sequéncia de pulsos cpmgpr para remover os sinais das moléculas com tempo de relaxacdo
transversal (7,) curto, que surgem devido a presenga de proteinas e macromoléculas. Assim, é
possivel uma melhor visualizagdo dos sinais de moléculas com baixa massa molecular (Bhartir et
al., 2011, Lido et al., 2010).

A atribui¢ao dos metabdlitos foi realizada por comparagdo dos espectros com aqueles dos
compostos de referéncia disponiveis no banco de dados do programa Chenomx Suite 7.0. Além
do banco de dados do programa, empregaram-se também espectros disponiveis no Biological
Magnetic Resonance Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu), Colmar Suite of Web Servers
(http://spinportal.magnet.fsu.edu), além de valores descritos na literatura (Bhartir et al., 2011).

A aplicagdo de HR-MAS possibilitou a identificacdo dos seguintes metabdlitos: colina,
betaina, glicose, glicina, dcida guanidoacético, inositol e manitol. Dentre essas substancias, vale
destacar a presenca da betaina (Figura 2.2, pdg. 43), que pode contribuir significativamente para
resisténcia de plantas a nematoides, pois dados da literatura indicam a reducdo de 44% do
numero de ovos de M. javanica em Arabidopsis thaliana tratadas com betaina (Wu et al., 1998).
Ademais, Tyihdk e colaboradores (1988) descreveram a correlacdo entre as concentracOes de

betainas e a resisténcia de Solanum lycopersicum ao fungo Fusarium oxysporum.
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Figura 2.1 - Espectro de RMN HR-MAS de 'H das folhas de Annona muricata (400 MHz, 2

gotas de uma solucao de D,0O contendo 1 % de DSS). Ampliacdo na regido de ¢ 3,20- 4,10.

CHy O
HSC\N-F\)k -
/ o)
HyC

Figura 2.2 - Férmula estrutural da betaina identificada nas folhas de Annona muricata.

Embora a técnica de HR-MAS tenha se mostrado promissora para o objetivo deste
trabalho, ndo foi possivel manter a mesma massa de amostra no rotor, fato que inviabilizaria a

andlise metabolomica. Frente a esse problema optou-se por trabalhar apenas com o0s
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experimentos em solucdo. Além disso, a resolucdo do espectro em solucdo € maior, que a obtida

em fase heterogénea na sonda de HR-MAS (Figura 2.3).

(a)

9 3 7 6 5 4 3 2 1 ppm

(k)

Figura 2.3 — (a) Espectros de RMN de 'H do extrato das folhas de Annona muricata (400 MHz,
metanol-ds/tampao KH,PO4 em D,0, pH=6). (b) Espectro de HR-MAS de 'H das folhas de

Annona muricata (400 MHz, 2 gotas de uma solu¢do em D,0 contendo 1 % de DSS).

2.4.2 Analise multivariada

Para o estudo em solucdo das amostras dos extratos das raizes e folhas de A. muricata,
com e sem inoculacdo por M. javanica, foi utilizado como solvente uma mistura de metanol-d, e
solucdo de KH,PO4 em D,0 (1:1, pH= 6), que foi escolhida por tem sido adequada para extracao

de inimeros metabdlitos (Verpoorte et al., 2007).
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2.4.2.1 Anéalise multivariada dos extratos das raizes

Para o conjunto de dados obtidos a partir da andlise dos extratos polares das raizes de A.
muricata, 99,61 % da variancia foi explicada com um modelo de 12 componentes principais, com
os trés primeiros componentes explicando 71,17 % da variancia. Analisando primeiramente o
grafico de escores para PC1 versus PC2 (Figura 2.4, pag. 46), observa-se uma diferenciacdo das
plantas, conforme os dias avaliados. Esse resultado pode estar relacionado ao processo de
maturagdo natural da planta, que € acompanhado por mudangas metabdlicas.

Os principais deslocamentos quimicos que contribuem para separagdo apresentada no
grafico de escores podem ser visualizados no grafico de peso da componente PC1 (Figura 2.5,
pag. 47). Para menores tempos de experimentos observam-se sinais intensos na regiao de ¢ 3,00-
4,50, devidos a ressondncias de grupos alquila ligados a heterodtomos, caracteristicos de
carboidratos. Nas plantas, em geral, as reservas de carboidratos nao-estruturais mudam
qualitativa e quantitativamente durante os estdgios de crescimento. A sacarose, por exemplo, € o
principal substrato para a respira¢do, que mantém o vegetal vivo e ativo. Uma vez translocada a
locais ndo fotossintetizantes, como as raizes, a sacarose € rapidamente convertida em frutose e
glicose por enzimas invertases (Borba et al., 2005). Mais ainda, os carboidratos sdo de grande
valia para o estudo da resisténcia de plantas, pois, além de regularem a expressdo de genes do
metabolismo primério de plantas, eles também podem regular a expressao de genes especificos
de proteinas relacionadas com os ataques por fitopatégenos (Sadka et al., 1994; Ehness et

al.,1997).
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Figura 2.4 - Gréafico de escores da andlise de componentes principais (PC1 versus PC2) dos
espectros de RMN de '"H dos extratos das raizes de Annona muricata (400 MHz, metanol-d,/
tampao KH,PO, em D,O, pH=6). C_x, sendo “C” correspondente as plantas controle e “x” [X =
I(m),2(e),4(4),20(¥)e 30 ()] otempo apds o inicio do experimento e I_x, correspondente

as plantas inoculadas e “x” [x = 1(«), 2 (), 4 (®»), 20 (*) e 30 ()] o tempo apds o inicio do

experimento.

Outra diferenciacdo marcante pode ser observada na regido entre ¢ 6,60-7,30, tipica de
compostos fendlicos. Essas substancias sdo amplamente utilizadas por plantas como parte do seu
mecanismo de defesa contra fitoparasitas. Em decorréncia, varios fendis apresentam potencial
para uso no controle de fitonematoides. Outra importante diferenciacdo estd na regidao entre o
7,90-8,00, onde sdo evidenciados sinais caracteristicos de compostos purinicos. Esses compostos
sdo poderosos aleloquimicos naturais que podem repelir e inibir o desenvolvimento de

fitoparasitas (Anaya et al., 1982).
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Figura 2.5 - Gréfico de peso obtido a partir dos espectros de RMN de 'H dos extratos das raizes

de Annona muricata (400 MHz, metanol-d4/ tampao KH,PO4 em D,0O, pH=6).

O grifico de escores da PC1 versus PC3 (Figura 2.6, pag. 48), mostra que em relagdo ao
eixo da PC3 ocorre a separacdo das plantas controle daquelas inoculadas com o nematoide apos 1
dia. As plantas controle apresentam valores positivos para a PC3 e as plantas expostas ao
nematoide apresentaram valores negativos para a PC3. Para os demais experimentos em
diferentes tempos de inoculagdo nio foram observadas diferencas significativas entre as plantas

controle e aquelas inoculadas.
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Figura 2.6 - Grafico de escores da andlise de componentes principais (PC1 versus PC3) dos
espectros de RMN de '"H dos extratos das raizes de Annona muricata (400 MHz, metanol-d,/
tampao KH,PO, em D,0, pH=6). C_x, sendo “C” correspondente as plantas controle e “x” [X =
1(m),2(®),4(4),20(¥)e 30 ()] otempo apds o inicio do experimento e I_x, correspondente

as plantas inoculadas e “x” [x = 1(«), 2 (), 4 (®»), 20 (*) e 30 ()] o tempo apds o inicio do

experimento.

Esse resultado sugere que uma resposta de defesa ocorre rapidamente no local da
infestacdo, conhecida como reacdo de hipersensibilidade (HR) (Stakawicz et al., 1995). Nessa
reacdo, ha producdo de intermedidrios reativos de oxigénio, conhecidos como ‘Espécies Ativas
de Oxigénio’ (EAQO’s), (Hegedus et al., 2001). As EAO’s desempenham um papel importante na
defesa da planta e, durante o ataque de patdgenos, as plantas produzem mais EAO’s, sendo que o
acimulo desses componentes leva a reacdo de hipersensibilidade em células vegetais. Esta

hipétese pode ser reforcada pela andlise do grafico de peso da componente PC3 (Figura 2.7, pag.
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49), que revela uma alteracido na regido de compostos purinicos e compostos fendlicos, para as
plantas controle e aquelas inoculadas apds 1 dia. Uma andlise detalhada desses sinais nos
espectros de RMN de 'H (Figura 2.8a e b, pag. 50) e a comparacdo com aqueles dos compostos
de referéncia disponivel no banco de dados do programa Chenomx Suite 7.0 e também dos
espectros disponiveis no Biological Magnetic Resonance Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu),

permitiu a identificagdo de dois compostos, a xantina e a dopamina (Figura 2.8d e 2.8e, pag. 50).

0,15
010 Compostos fendlicos
0,05 1

8 l

A~ 000 . 7 W

0,05 ‘_Y_,

Bases purinicas

-0,10

-0,15 . , . , . , . , :
10 8 6 4 2 0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 2.7 - Gréfico do peso da PC3 obtido a partir dos espectros de RMN de 'H dos extratos das

raizes de Annona muricata (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO, em D,0, pH=6).

A xantina é um dos metabolitos envolvidos na via da xantina oxidase, uma enzima que
catalisa a conversdo da hipoxantina em xantina, para formacgdo do 4cido turico. A formagdo das
EAOQO’s pode ser melhor compreendida pela observacao da sequéncia metabodlica apresentada na

Figura 2.9 (pag.51).
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Figura 2.8 - Espectros de RMN de "H dos extratos das raizes de Annona muricata (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO4 em D,0O,
pH=6). (a) Apds 24 horas do inicio do experimento sem exposicao ao nematoide Meloidogyne javanica. (b) Ap6s 24 horas de contato
com o nematoide Meloidogyne javanica. (¢) Expansio do espectro de RMN de 'H na regido entre 6 6,5-8,5 do extrato da raiz ap6s 24

horas de contato com o nematoide Meloidogyne javanica. (d) Formula estrutural da xantina. (e¢) Férmula estrutural da dopamina.
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Figura 2.9 - Via metabdlica da xantina oxidase. Adaptado de Mori e Schroeder, 2004.

Ja a dopamina se apresenta como potencial barreira quimica contra o ataque por
fitonematoides. Neste trabalho foram observados niveis mais elevados desse metabdlito nas
raizes das plantas expostas aos nematoides. Este resultado estd em consonancia com aqueles de
Wuyts e colaboradores (2007), que observaram niveis mais elevados desse metabodlito nas raizes
de cultivares de banana (Musa spp.), resistentes a fitonematoides. Além disso, a dopamina € um
bom substrato para as polifenoloxidases, que sdo enzimas que catalisam duas reacdes distintas: a
hidroxilacdo de monofendis para o-difendis e a oxidagdo desses compostos para as respectivas o-
quinonas. As quinonas produzidas pela acdo dessas enzimas s3o mais téxicas aos
microorganismos que os compostos fendlicos (Agrios, 2005). Também vale mencionar, que a
dopamina € um intermedidrio na rota biossintética dos alcaloides isoquinolinicos, os quais podem

apresentar atividade nematicida (Wang et al., 2012).
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2.4.2.2 Analise multivariada dos extratos das folhas

O conjunto de espectros dos extratos polares das folhas de A. muricata, também foi
analisado pela PCA. Uma varidncia de 97,27 % pode ser explicada com um modelo de 12
componentes principais, com os dois primeiros componentes explicando 58,01 % (Figura 2.10).
De forma similar ao observado para os extratos das raizes, o grafico de escores para PC1 versus
PC2, tanto as amostras controle, quanto as amostras inoculadas estdo bem proximas. Esse mesmo

padrao de classificacd@o foi observado no grafico de escores de PC1 versus PC3 (Figura 2.11, pag.

53).
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-101
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Figura 2.10 - Gréfico de escores da andlise de componentes principais (PC1 versus PC2) dos
espectros de RMN de "H dos extratos das folhas de Annona muricata (400 MHz, metanol-d,/
tampao KH,PO, em D,0, pH=6). C_x, sendo “C” correspondente as plantas controle e “x” [x =
I(m),2(®),4(4),20(¥)e 30 ()] otempo apds o inicio do experimento e I_x, correspondente

as plantas inoculadas e “x” [x = 1(«), 2 (), 4 (®»), 20 (*) e 30 ()] o tempo apds o inicio do

experimento.
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Figura 2.11 - Gréfico de escores da andlise de componentes principais (PC1 versus PC3) dos
espectros de RMN de '"H dos extratos das folhas de Annona muricata (400 MHz, metanol-d,/
tampao KH,PO, em D,0O, pH=6). C_x, sendo “C” correspondente as plantas controle e “x” [X =
I(m),2(®),4(4),20(¥)e 30 ()] otempo apds o inicio do experimento e I_x, correspondente

as plantas inoculadas e “x” [x = 1(«), 2 (), 4 (®»), 20 (*) e 30 ()] o tempo apds o inicio do

experimento.

A andlise do grafico de peso de PCl (Figura 2.12, pdg. 54) mostra que as plantas
analisadas nas primeiras 48 horas apresentaram niveis diferenciados na regido dos compostos
aromadticos devido a presenga dos sinais de ressonancia em ¢ 6,32 [H-6; d; 2,0 (Hz)], ¢ 6,53 [H-8;
d; 2,0 (Hz)], 6 6,98 [H-5’; d; 8,5 (Hz)], 0 7,62 [H-6’; dd; 8,5 e 2,1 (Hz)], o 7,69 [H-2’; d; 2,1
(Hz)], 6 5,01 [H-17; d; 7,7 (Hz)]. Uma andlise mais detalhada para estes sinais nos espectros de
RMN de 'H apoiada por COSY (Figura 2.13a) permitiu a identificacdo do glicosideo rutina

(Figura 2.13b, pag. 54).
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Figura 2.12 - Gréfico de peso obtido a partir dos espectros de RMN de 'H dos extratos das folhas
de Annona muricata (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO, em D,0, pH=6).
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Figura 2.13 - (a) Mapa de contornos COSY do extrato das folhas de Annona muricata (400

MHz, metanol-dy/ tampao KH,PO4 em D,0O, pH=6). (b) Férmula estrutural do glicosideo rutina.
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2.4.3 Identificagdo dos metabdlitos presentes nas raizes e folhas de Annona muricata

O perfil metabdlico e atividade nematicida dos extratos das raizes e folhas de A. muricata
foram avaliados frente ao nematoide M. javanica. Para caracterizagdo do perfil metabdlico, foram
selecionados solventes de baixa e média polaridade como o hexano e o cloroférmio,
respectivamente (item 2.2.4.3), bem como a combinagdo de solventes de alta polaridade como a

combinacao da solugdo tampao de KH,PO4 em D,0O e metanol-d, (item 2.3.4.1, pag. 36).

2.4.3.1 Perfil metabdlico do extrato polar das raizes e folhas

A Tabela 2.1 (pdg.56) apresenta os metabolitos identificados no extrato das raizes e
folhas de Annona muricata. Embora, vdrios sinais estivessem sobrepostos, alguns metabditos
puderam ser identificados, comparando-se os espectros com os dados dos sinais de RMN
daqueles comuns disponiveis na literatura (Ali et al., 2007; Abdel-Farid et al., 2007; Kim et al.,
2010; Ali et al., 2011; Pimenta et al., 2013), tendo realizado a confirmacio pela andlise dos
espectros J-resolvido, COSY e 'H-B¢ HSQC. Na regido de o 0,80-4,00, relacionado a presenga
de aminodcidos e 4cidos organicos, foram assinalados sinais de hidrogénios das substancias
alanina, treonina, glicina, dcido 4-aminobutirico, betaina, colina, inositol, dcido succinico (Tabela
2.2, pag. 56). Na regido entre 0 4,00-5,50, a regido de sinais de hidrogénios de carboidratos,
foram observados os sinais dos hidrogé€nios anoméricos da B-glicose ¢ 4,58 [d; 7,9 (Hz)], o~
glicose ¢ 5,17 [d; 3,8 (Hz)] e da sacarose ¢ 5,39 [d; 3,9 (J/ Hz)].

Como mencionado anteriormente, nos espectros de RMN de 'H dos extratos das raizes,

foi possivel identificar a dopamina (Figura 2.7e, pag. 50), devido ao registro dos sinais em 0 6, 66
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[H-8, dd, 8,5 e 2,0 (Hz)], 0 6, 75 [H-4, d, 2,0 (Hz)], e em ¢ 6,80 [H-7, d, 8,0 (Hz)]. O mapa de

contornos 'H-""C HSQC permitiu atribuir inequivocamente os valores de deslocamento quimico

dos carbonos hidrogenados da dopamina (Figura 2.14, padg. 57). A andlise do mapa de contornos

COSY mostrou o acoplamento entre os hidrogénios H-1 e H-2 e entre os hidrogénios H-7 e H-8,

confirmando a estrutura deste metabdlito.

Tabela 2.1 - Metabdlitos identificados nos extratos das raizes e folhas de Annona muricata.

Substancias

Alanina

Glicina
Treonina
Colina

Sacarose
a-glicose
B-glicose
Inositol

Acido 4-aminobutirico
Betaina

Acido succinico

Rutina

Trigonelina
Xantina

Dopamina

Deslocamento quimico (d); multiplicidade; A. muricata
[constante de acoplamento escalar (J/Hz)]

raiz folha
1,48; d; [7,2] - +
3,55;s + n
1,32; d; [6,6] + +
3,24;s + +
5,40; d; [3,8]; 4,17; d; [8,5] + +
5,18; d; [3.8] + +
4,58; d; [7,8] + i+
3,61; t; [9,9];3,24; t; [9,3] - +
2,30; t, [7,2]; 3,01, t, [7,5] - +
3,25;s + +
2,53;s + +
6,99; d; [8,4]; 6,54; d; [2,0]; 6,32; d; [2,0]; 7,69; d; - +
(2,0]
9,14; s; 8,87; m + +
7,92; s + +

6, 66 [dd, 8,5 € 2,0 (Hz)]; 6, 75 [d, 2,0] (Hz)]; 6,80 +
[, d, 8,0 (Hz)]

* Metabdlito detectado ( + ); metabdlito nao detectado (-).
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Figura 2.14 - Expansio do mapa de contornos 'H-"*C HSQC do extrato das raizes de Annona

muricata (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO, em D,0, pH=6).

Também foram detectados nos extratos das raizes e folhas de A. muricata a base purinica
xantina, devido a presenga do sinal de ressonancia em 0 7,92 (H-8, s). Ainda na regido dos
compostos aromaticos foi identificado tanto nos extratos das raizes quanto naqueles das folhas, o
alcaloide mesoidnico trigonelina (Tabela 2.1, pag. 56), a partir do registro dos sinais dos
hidrogénios aromadticos em ¢ 8,09 [H-6’; dd; 8,5 e 2,1 (Hz)], em ¢ 8,85 (H-4 e H-6, m) um
multipleto e um simpleto em ¢ 9,14 (H-2, s). Os hidrogénios do grupo N-metilico deste alcaloide
foram registrados em o0 4,44 (H-8, s).

Dentre as substéncias detectadas pelo emprego da RMN de 'H, vale destacar a trigonelina,
que, segundo dados da literatura, pode induzir a resisténcia de plantas a fitoparasitas (Kraska e

Schonbeck, 1993). O uso da RMN de 'H também permitiu identificar o 4cido 4-aminobutirico
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(Tabela 2.1, pag. 56), que pode estar relacionado a resisténcia de plantas a nematoide, por causar
paralisia dos musculos destes animais (McLean, 2003). A presenca da substincia rutina também
pode ser relacionada a resisténcia das plantas, pois vdrias substincias fendlicas apresentam
atividade nematicida (Gupta et al., 2005; Li et al., 2006). Além disto, sabe-se que algumas
plantas resistentes a nematoides aumentam a producao de compostos fenélicos quando inoculadas
com tais fitoparasitas.

Embora, vdrios compostos com potencial atividade nematicida tenham sido identificados
nos extratos polares das raizes e folhas de Annona muricata, esses extratos, quando submetidos
ao teste de mortalidade de M. javanica, ndo apresentaram atividade nematicida EDso> 2000

mg.mL’l.

2.4.3.2 Perfil metabdlico dos extratos de baixa e média polaridade das raizes

O espectro de RMN de 'H do extrato hexanico das raizes de A. muricata apresentou sinais
correspondentes a 4acidos graxos, ceras, e sinais caracteristicos de carotenos ou compostos
similares. Esse extrato foi submetido ao teste de mortalidade de M. javanica, mas ndo apresentou
atividade nematicida com EDsy> 2000 mg.mL'l.

A Figura 2.15 (pag. 59) ilustra o espectro do extrato cloroférmico da raiz de A. muricata.
Observam-se sinais em ¢ 7,18, 6,98, 5,05 e 1,40, que indicam a presenca de acetogeninas,
metabdlitos comuns em Annonaceae. Esse extrato foi submetido ao teste de mortalidade de M.
javanica, o qual apresentou atividade nematostatica com EDsy de 351,26 mg.mL’l. O extrato
cloroférmico da raiz também foi andlisado por CLAE analitica em fase reversa e EM-IQPA. O

cromatograma obtido (Figura 2.16, pdg. 59) apresentou picos com tempo de retencdo entre 5 e 25
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minutos, que somente apresentaram absorcao no comprimento de onda de 220 nm. Esses dados,
associados as informacGes dos espectros de RMN de 'H, indicaram a presenca de grupos y-

lactona a,B-insaturadas de acetogeninas de anondceas.
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Figura 2.15 - Espectro de RMN de 'H do extrato cloroférmico das raizes de Annona muricata

(400 MHz, CDCl3). Subunidades y-lactona a,B-insaturadas encontradas em acetogeninas (a, b e

).
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Figura 2.16 - Cromatograma do extrato cloroférmico das raizes de Annona muricata, obtido com
o uso de uma coluna ODS Hypersil C;g (5 um, 250 x 10 mm), utilizando os eluentes metanol e

dgua como fase mével. Detec¢ao: A = 220 nm (preto) e A = 354 nm (rosa).
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Na figura (Figura 2.17) € mostrado o espectro massas do extrato cloroférmico das raizes
de A. muricata, no qual se pode observar a presenca de fons em m/z 641,4433, 611,4454 e
595,4477, referentes a acetogeninas, cujas féormulas moleculares sdo, respectivamente, C37HggOs,

C35HesOg € C3sHesO7.

& 595,4477

16} 641,4433

Intensidade
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Figura 2.17 - EM-IQPA do extrato cloroférmico das raizes de Annona muricata.

Para cada férmula molecular encontrada, vdrias acetogeninas podem estar associadas,
devido a grande diversidade estrutural destes metabdlitos. A figura 2.18 (pdg. 61) apresenta as
féormulas estruturais para algumas acetogeninas, que corroboram os valores de massas
moleculares encontrados (Figura 2.17). Esses exemplos foram escolhidos em relacdo,
principalmente, a sua presenca detectada por estudos fitoquimicos em Annona muricata.

As acetogeninas t€m atraido a atencdo de muitos pesquisadores, pois exibem notdvel
atividade antitumoral e pesticida. Esses metabolitos foram encontrados em vdrias espécies da

familia Annonaceae, e sdo derivadas de dcidos graxos de cadeia longa, sendo aparentemente de
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origem policetidica (C35-C37), possuindo ou ndo anéis tetra-hidrofurano e um grupo terminal Y-
lactona. Algumas delas possuem atividade contra larvas do mosquito Aedes aegypti, broca do
milho, besouros e nematoides (Zhou et al., 2012).

Portanto, € possivel inferir que as acetogeninas também estejam associadas a resisténcia
de Annona muricata ao nematoide Meloidogyne javanica. Esses metabdlitos podem atuar como

uma barreira quimica a meloidogynose, apresentando-se como potencial alternativa aos

nematicidas sintéticos.
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Figura 2.18 - Foérmulas estruturais para algumas acetogeninas com massas moleculares
correspondentes aos picos de ions registrados na andlise de EM-IQPA. As acetogeninas (1)
annonacina (CssHgsO7), (2) muricina-B  (C35HesO7), (3) muricina-C  (C3sHgsO7), (4)
annomuricina-C (CssHesOg) e (5) muricatocina-C  (Cs5HeyOg) foram isoladas de Annona

muricata. (6) Montanacina (C37HggOg), foi isolada de Annona montana. (Le Vem, 2012).
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Os resultados apresentados sugerem que a producao das EAQ’s, dopamina e acetogeninas
nas raizes de Annona muricata estdo envolvidas nos mecanismos de defesa contra o nematoide
Meloidogyne javanica. De fato, t€ém sido relatados dois tipos de mecanismos de resisténcia de
plantas contra os nematoides do género Meloidogyne. O primeiro é do tipo mecanismo pré-
formado, onde os nematoides ndo podem entrar nas raizes das plantas, incluindo-se os efeitos
repelentes e/ou nematicida de determinadas substancias quimicas, presentes no exsudato radicular
de algumas espécies. O segundo tipo de resisténcia é a pds-formada, no qual os nematoides sdo
capazes de penetrar as raizes, mas ndo se desenvolvem. Esse tipo de resisténcia pds-formada é
frequentemente associada com a reacdo de hipersensibilidade, em que a morte celular evita a
formacao do sitio de alimenta¢do do nematoide, conduzindo a resisténcia (Das et al., 2008).

Assim, é possivel que os juvenis de segundo estidgio de M. javanica ndo tenham
estabelecido o sitio de alimentacdo nas raizes de A. muricata, pois ndo foram observadas
alteracOes significativas no metabolismo da planta apds o segundo dia de infestacdo. De fato,
Oliveira e colaboradores (1991), apds infestarem mudas de A. muricata, ndao observaram
quaisquer estagios dos nematoides M.incognita € M. arenaria. Silva e colaboradores (2012)
também ndo observaram o desenvolvimento do nematoide M. enterolobii nas espécies A.
muricata € A. squamosa. Também vale mencionar o levantamento realizado por Silveira e
colaboradores (2008) em pomares de A. muricata localizados nos Estados de Minas Gerais e
Bahia, sendo que ndo foram encontrados nematoides do género Meloidogyne nas raizes das
plantas e nos solos dos pomares.

O uso da RMN de 'H combinado com PCA revelou que a resisténcia de A.muricata ao
nematoide M. javanica pode estar associada as reagdes de hipersensibilidade e ao aumento da

concentracdo de dopamina, que ocorrem durante as primeiras horas de exposi¢do da planta ao
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parasita. No entanto, ndo se pode descartar a hipétese de um mecanismo de defesa pré-existente,

pois, foram encontradas toxicidades para o extrato da raiz rico em acetogeninas.

2.5 Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho podem auxiliar o desenvolvimento de novas
cultivares resistentes aos nematoides de galhas, bem como no desenvolvimento de novos

nematicidas menos téxico ao homem e ao ambiente.
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Capitulo 3

APLICACAO DA RMN DE 'H E ESTATISTICA
MULTIVARIADA PARA O “SCREENING” DA ATIVIDADE EM

MISTURAS COMPLEXAS
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3.1 Introducao

A caracterizacdo ou elucidacdo estrutural, modificacdo quimica, a atividade bioldgica e o
estudo do mecanismo de acdo de metabdlitos bioativos sempre foram feitos apds a purificagio
dos metabdlitos. No entanto, os processos envolvidos na obtengdo destes compostos na sua forma
pura sdo bastante longos e tediosos. Além disso, mesmo as andlises fitoquimicas biodirecionadas,
frequentemente levam a altos indices de re-isolamento de substancias ja caracterizadas (Clardy e
Walsh, 2004). Dessa forma, é de grande valia o desenvolvimento de metodologias que sejam
capazes de relacionar as informagdes a respeito da composicdo quimica com as atividades
bioldgicas de um extrato bruto.

Neste contexto, alguns autores propdem a aplicacdo de técnicas quimiométricas a dados
espectroscopicos para constru¢do de modelos de previsdo de atividades bioldgicas para extratos
brutos. Bailey e colaboradores (2004) apresentaram modelos quimiométricos para previsdo da
atividade antiplasmddica dos extratos de Artemisia annua. Outro exemplo pode ser encontrado no
trabalho de Roos e calaboradores (2004), que demostra a utilizagdo de modelos quimiométricos
para previsdo da atividade farmacoldgica dos extratos de Hypericum perforatum. Também vale
mencionar, o trabalho de Yuliana e colaboradores (2011), que empregou os dados de RMN de 'H
para constru¢do de modelos quimiométricos, objetivando-se a previsdo da atividade dos extratos
de Orthosiphon stamineus frente ao receptor de Adenosina Al.

O isolamento de produtos naturais orientados por estudos biolégicos oferece a pesquisa
uma forma rdpida e objetiva de realizar o isolamento de interesse. O teste larvicida sobre Artemia
salina destaca-se nesse contexto sendo utilizado na deteccdo de substancias com potencial

atividade citotoxica, anticancerigena e pesticida. Entretanto, o ensaio poderia ser usado para
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prever outras diferentes atividades bioldgicas, quando se considera a premissa que uma
substancia ativa pode ser toxica dependendo da dose. Esse teste é simples, de baixo custo e pode
ser realizado no proprio laboratério de fitoquimica.

A associacdo do perfil metabdlico a atividade larvicida sobre A. salina poderia fornecer

informagdes relevantes, permitindo detectar mais facilmente substancias com atividade

bioldgicas.

3.2 Objetivos

Fazer uma andlise exploratéria do perfil metabdlico e da atividade larvicida sobre Artemia

salina dos extratos das folhas de Annona muricata, bem como construir modelos multivariados

capazes de prever a atividade bioldgica de diferentes espécimes.
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Material vegetal

O material proveniente das folhas de espécimes de A. muricata, com diferentes
parametros dendrométricos, foram coletados no campus da Universidade Federal de Minas
Gerais, no més de fevereiro do ano de 2014. Imediatamente apds a coleta, as folhas foram
congeladas em nitrogénio liquido, em seguida, moidas e secas em liofilizador. A Tabela 3.1

apresenta a altura e o didmetro dos espécimes coletados.

Tabela 3.1 - Parametros dendrométricos para os espécimes de Annona muricata.

Annona muricata Altura / m Didmentro / m
Espécime 1 4,0 1,03
Espécime 2 4,5 0,93
Espécime 3 6,0 0,65
Espécime 4 3,5 0,52
Espécime 5 4.0 0,58
Espécime 6 4,0 0,98
Espécime 7 4.0 1,03
Espécime 8 4,0 0,98
Espécime 9 3,5 0,44
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3.3.2 Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados a partir da adaptacdo do método descrito por Gromova e
Roby (2010). 1,0 g das folhas liofilizadas, foi mantido a temperatura ambiente em 24 mL de uma
mistura de metanol/cloroférmio/agua (3:1:1). Apds 24 horas, a mistura foi filtrada e a fase liquida
foi submetida a particdo com cloroférmio. A fase cloroférmica foi separada e o solvente,

removido em rotaevaporador.

3.3.3 Andlise por RMN

Os extratos cloroférmicos (item 3.3.2), provenientes dos diferentes espécimes de A.
muricata (Tabela 3.1, pdg. 72), foram solubilizadas em CDCl; (1,00 mL), contendo 0,03% (v/v)
de TMS. As solugdes foram transferidas para tubos de RMN com didmetro de 5 mm. Os
espectros de RMN de 'H foram obtidos, em triplicata, com janela espectral de 20 ppm, 16
promediacdes e com 65k pontos adquiridos e tempo de espera (dl) de 1,5 s. Para o
processamento foi utilizado o alargamento de linha de 0,3 Hz, anterior a transformada de Fourier.
As fases e linhas de base foram corrigidas utilizando o programa TopSpin 1.3 e por fim o
espectro foi calibrado pelo sinal do TMS em & 0,00. Também foram conduzidos experimentos
bidimensionais, tais como J-resolvido, COSY e HSQC seguindo os parametros descritos no
capitulo 2 (item 2.3.5.2, pag. 38). Ademais, foi adiquirido o experimento 'H, *C-HSQC-TOCSY
com tempo de mistura de 60 ms, janelas espectrais F1 e F2 de 22 KHz e 8 KHz

respectivamente. Foram coletados 1024 incrementos em F1 com 8 promediacdes.
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3.3.3.1 Quantificagdo de acetogeninas totais

Para quantificacdo do teor de acetogeninas, nos extratos cloroférmicos dos espécimes de
Annona muricata, foi desenvolvido um método utilizando a RMN de 'H. As anilises
quantitativas por RMN de 'H sdo baseadas na medida da drea de um sinal registrado, que ¢
diretamente proporcional ao nimero de hidrogénios que absorvem energia na radiofrequéncia
referente a este sinal. Dessa forma, para se obter uma informacdo quantitativa através dos
espectros de RMN de 'H, ¢ realizada a determinagdo relativa, na qual a razio molar entre dois
compostos pode ser calculada (Santos e Colnago, 2013).

Aos extratos cloroférmicos (item 3.3.2, pdg. 73) foram adicionados 1,00 mg do padrao
interno antraceno e as amostras foram dissolvidas em 1,00 mL de CDCl;. O antraceno foi
escolhido por ser estdvel e ndo volatil. Inicialmente foram determinados os tempos de relaxacio
(Ty), pelo método de inversdo-recuperagdo, para os hidrogénios a-H do antraceno e para os
hidrogénios H-33 ou H-35 das acetogeninas y-lactona a,p-insaturada (Figura 3.1), utilizando-se
intervalos de tempos através de uma lista pré definida (vdlist) de 40, 30, 20, 10, 5, 3, 2, 1; 0,7,

0,40, 0,1, 0,05 e 0,01s, com 16 promedia¢des e tempo de recuperacdo de 30 s.

OH

35(33)
) 35(33)

36(34) 36 (34)
o d
(a) (b)
3 35(33)
37 (35)
' 2 ~ i OOO
36 (34)
o/l °
(c) (d)

Figura 3.1 - Subunidades y-lactona o,p-insaturadas encontradas em acetogeninas (a, b e ¢) e

féormula estrutural do antraceno (d).
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Os espectros de RMN de 'H foram obtidos com janela espectral de & 20,00, tempo de
aquisi¢ao (AQ) de 4,1 s, 32 promediacdes, com 64 k pontos adquiridos e tempo de espera (d1) de
28 s. Para o processamento foi utilizado o alargamento de linha (Ib) de 0,3 Hz, anterior a
transformada de Fourier. As fases e linhas de base foram corrigidas utilizando-se o programa

TopSpin 1.3. Os teores de acetogeninas foram determinados utilizando a equagao 3.2.

Ity Mt
I XMPIXmassa (mg, PI)

C — LPI (1)

massa (g, Folhas)

Onde It e Ip; sdo as intensidades das integrais dos hidrogénios das acetogeninas e do
padrdo interno, respectivamente. My representa a massa molar por nimero de hidrogénio em
07,18 ou 06,98 e Mpy é a massa molar do antraceno por hidrogénios, na regido de § 8,00-8,04.
Essa metodologia se baseia na determinagdo das acetogeninas y-lactona a,B-insaturadas, usando-
se annonacina e solamina (Figura 3.2) como referéncias. Dessa forma, os resultados foram

1 . -1 .
expressos em mg.g  de annonacina ou mg.g~ de solamina.

Figura 3.2 - Annonacina (R’=R’’=0OH); Solamina (R’=R’’=H).
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3.3.4 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os extratos clor6formicos foram submetidos a andlise por CLAE nas mesmas condicdes

descritas no item 2.3.7 do capitulo 2 (pag. 39).

3.3.5 Avaliacdo da atividade larvicida frente Artemia salina

Seguindo-se metodologia descrita por Pimenta e colaboradores (2003), em 100 mL de
solucdo salina, adicionaram-se cerca de 10 mg de ovos de Artemia salina, sendo deixado sob
iluminagdo artificial a 28 °C. A eclosdo ocorreu apds aproximadamente 24 horas. Os nduplios
(estagio da Artemia salina ap6s 24 h), foram coletados e transferidos para outro aquério para
atingirem o estdgio de metanauplii. Foram preparadas as solu¢des-mae de lapachol (substincia
referéncia) e das amostras-teste (extratos cloroférmicos) dissolvidos em DMSO. O teste foi
realizado em triplicata utilizando-se cinco concentracdes diferentes (0,5-100 mg.L™"). As
solucdes foram distribuidas em tubos de ensaio contendo concentracdo adequada de solugio.
Preparou-se um grupo controle negativo, pela utilizacdo de solu¢do marinha contendo 1% de
DMSO (v/v). As larvas no estdgio metanduplio (estdgio da Artemia salina apdés 48 h) foram
adicionadas as solugdes a serem testadas, sendo colocadas aproximadamente dez larvas em cada
tubo de ensaio. Toda bateria de ensaio foi mantida em local fresco durante 24 horas. Apds esse
periodo, fez-se a leitura pela contagem de larvas sobreviventes € mortas, a olho nu, sendo usado
um fundo branco para melhor contraste. A determinacdo da DLs, (com intervalo de confianca de
95%) foi feita utilizando-se o método Probitos de andlise. Em todos os ensaios realizados, o

lapachol, foi utilizado como controle positivo e apresentou DLsg entre 40 e 72 pg/mL.
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3.3.6 Analise multivariada

Os espectros de RMN de 'H dos diferentes espécimes de A. muricata foram convertidos,
em uma tabela de drea versus intervalo de ¢0,04. Para tanto, as intensidades dos sinais na regiao
de 60,00-10,00 foram escalonadas em relagdo a intensidade total dos sinais e reduzidas a regides
integradas de 00,04 cada. As conversoes dos espectros em buckets foram realizadas com o
auxilio do programa computacional AMIX®. Foram realizadas andlises de componentes
principais (PCA) e de agrupamentos hierarquicos (HCA). Também foi construido um modelo de
regressdo por minimos quadrados parcias (PLS), para previsdo da atividade larvicida dos extratos
de A. muricata. As éreas dos buckets (matriz X) e os valores encontrados para DLsy (DLs,
matriz Y) foram entdo utilizadas como varidveis de entrada para as andlises. Para avaliar o
desempenho do modelo de calibragdo, foram calculados os erros médios de validagdo cruzada
RMSECV ("Root Mean Square Error of Cross-validation") e de previsio RMSEP ("Root Mean

Square Error of Prediction"), conforme a Equagao 3.1 (Ferrdo et al., 2007):

Lo —y™i)?
n

RMSE =
3.1

-

Onde n é o niimero de espectros, ¥; representa o valor previsto pelo modelo multivariado e y;
representa o valor referéncia.

Todos os dados foram centrados na média, tendo sido a regido de ¢ 7,22-7,30 previamente
removida, para se eliminar qualquer variabilidade devido ao sinal do solvente. As andlises foram

obtidas utilizando-se o software Pirouette 3.11.
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Perfil metabolico

Os perfis dos extratos cloroférmicos das folhas dos diferentes espécimes de Annona
muricata foram determinados, utilizando-se a RMN de 'H. Os espectros apresentaram uma
grande semelhanca. A figura 3.3 mostra o espectro de RMN de 'H do espécime 1, onde os sinais
em 0 6,98 e 0 7,18 sugerem a presenca de acetogeninas possuindo a subunidade y-lactona a,f3-
insaturadas dos tipos a-c (Figura 3.1, padg. 74). Com auxilio dos experimentos bidimensionais
(COSY e 'H-">C-HSQC) foi possivel confirmar a presenca dessa classe de metabélitos, que sdo

comuns em espécies da familia Annonaceae (Cavé et al., 1997).

H-33 ou H-35 de acetogeninas

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00 ppm

Figura 3.3 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do extrato cloroféormico das folhas de

Annona muricata.
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Através do mapa de contornos 'H,"?C-HSQS-TOCSY (Figura 3.4) foi possivel identificar
os sinais dos carbonos diretamente ligados da subunidade y-lactona o,B-insaturadas, através das
correlagdes observadas entre dy 7,18 (oc 151,9 ), oy 5,06 (d¢ 78,1 ), don 2,52 (33,1) e 40 oy 1,40

(0c19,1).

H-33 ou H-35

35(33)

- 100
36 (34) . ° 120
— 140

— 160

8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 ppm

Figura 3.4 — Secdio expandida do mapa de contornos 'H, '*C- HSQC-TOCSY (400 MHz, CDCl;)

do extrato cloroférmico das folhas Annona muricata na regiao de 0 4,00-8,00.

O extrato cloroférmico também foi andlisado por CLAE analitica em fase reversa. O

cromatograma obtido (Figura 3.5, pdg. 80) apresentou bandas com tempos de retencdo entre 5 e
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25 minutos, que somente apresentaram absor¢do no comprimento de onda de 220 nm, comuns do
grupo v-lactona o,fB-insaturadas. As andlises por CLAE foram realizadas para investigar a
presenca de misturas desses metabdlitos nos extratos, além de se constatar a presenca da
annonacina (Figura 3.2, pag. 75), a acetogenina predominante em A. muricata. Os extratos foram

analisados com a coinjecao do padrdo dessa acetogenina, o que permitiu a sua identificagao.

Extrato cloroférmico.
Padraoannonacina.
Extrato cloroférmico com
adicao de annonacina.
z
| | | [ | | | |
30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0  min

Tempo (min)
Figura 3.5 - Cromatogramas (A = 220 nm) obtidos com o uso de uma coluna ODS Hypersil C;s (5

um, 250 x 10 mm), utilizando os eluentes metanol e 4gua como fase mével.

3.4.2 Atividade larvicida frente a Artemia salina

Os extratos cloroférmicos foram testados quanto a toxicidade geral utilizando o ensaio de
letalidade frente a Artemia salina Leach (Pimenta et al., 2003 ). A toxicidade a Artemia salina,
foi determinada através da dose letal de 50% (DLso) para os microcrusticeos. A Tabela 3.2 (pag.

81) apresenta os valores de DLs( obtidos e os respectivos intervalos de confianca.
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Todos os extratos se mostraram ativos, tendo as atividades se mostrado mais acentuadas
nos extratos dos espécimes 6 e 9. Esses resultados sdo atraentes, uma vez que exite uma boa
correlagdo entre as atividades frente A. salina e outras atividades bioldgicas tais como
antifingica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida, bem como atividade

antitumoral (Siqueira et al., 1998).

Tabela 3.2 - Valores de DLsy obtidos frente a Artemia salina para os extratos de diferentes

espécimes de Annona muricata.

Annona muricata DLsg (mg.L’l) Intervalo de confianga

Espécime 1 1,88 1,12<x<3,16
Espécime 2 2,52 1,96 <x < 2,40
Espécime 3 1,5 0,98 <x<2,30
Espécime 4 1,6 1,15<x<2,23
Espécime 5 2,37 1,62 <x < 3,48
Espécime 6 1,09 0,71 <x< 1,68
Espécime 7 2,6 2,08<x<3,24
Espécime 8 2,92 2,39 <x < 3,57
Espécime 9 1,24 0,79 <x<1,93
Lapachol 54,11 40,36 <x < 72,54

3.4.3 Analise multivariada

A anilise visual dos espectros de RMN de 'H dos extratos dos diferentes espécimes de A.
muricata revelou pouca ou quase nenhuma diferenga. Entretanto, o teste de toxicidade (Tabela
3.2) mostrou diferengas nos valores de DLsy obtidos a partir desses extratos. Assim, faz-se
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necessdrio a aplicagdo de técnicas multivariadas tais como PCA, HCA e PLS, que
permitem maximizar a obtengdo das informagdes presentes no espectro de RMN de 'H.

Para as andlises multivariadas, os espectros de RMN de "H dos extratos cloroférmicos de
todos os espécimes de A. muricata foram transformados em dados nimericos e organizados em
uma matriz, na qual as linhas representam as amostras e as colunas as véariaveis, que, em RMN de
'H, correspodem ao deslocamento quimico (8). Para submeter os espectros 2 andlise multivariada,
o numero de vdriaveis foi reduzido, dividindo-se os espectros em intervalos de ¢ 0,04, conhecidos
como “buckets”. A Figura 3.6 apresenta os espectros da matriz apds a transformacdo em

“buckets”.

0,25

0,20

0,15

0,10+

Intensidade

0,05
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‘0,05 T T T T T T T T T
10 8 6 4 2 0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.6 — 27 espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) sobrepostos dos extratos

cloroférmicos das folhas dos diferentes espécimes de Annona muricata apds o “buckets”.
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3.4.3.1 Anélise de componentes principais

Inicialmente, o conjunto de dados foi submetido a PCA, com objetivo de se averiguarem
diferencas ou semelhancas no perfil metabélico, obtido por RMN de 'H, dos diferentes
espécimes de Annona muricata. Nessa andlise foram selecionados 5 PCs, que correspondem a
95,30 % da variancia total dos dados. A PCA mostrou que a PC1 explica 64,79 % da variancia
total dos dados e a PC2 explica 11,88 %. A Figura 3.7 mostra o grafico da variincia explicada em
cada PC. Esse grafico € util para selecionar o nimero 6timo de PCs a ser avaliado (Martins,
2008). Nesta figura, pode-se observar que, a partir do PC5, ndo hd uma variacdo muito grande da
variancia. Dessa forma, ao se aplicar a PCA, foi possivel efetuar uma simplificacdo ao reduzir a

dimensao original dos dados de 256 (256 varidveis/dimensdes) para 5 componentes principais.
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Figura 3.7 - Percentual da variincia explicada para cada componente principal (PC). A seta

indica o nimero 6timo de componentes principais para representar os dados originais.
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Na Figura 3.8, € mostrado o gréifico de escores através da projecdo da PC1 versus PC2.
Esse grafico apresenta informacdes sobre as amostras e se pode observar a formagdo de trés
grupos, denominados de grupos A, B, C. O grupo A foi formado pelos espécimes 2, 5, 7 e 8, no
grupo B foi agrupado os espécimes 1, 3, e 4 e o grupo C foi composto pelos espécimes 6 e 9.
Pode-se verificar também semelhancas entre os espécimes pertencentes aos grupos B e C,
posicionados negativamente na PC1, sendo esses grupos compostos por espécimes, que
apresentaram os menores valores de DLsy (Tabela 3.2, pdg. 81), enquanto que no grupo A,

posicionados positivamente na PC1, foram agrupados os espécimes com maiores valores de DLs

(Tabela 3.2, pag. 81).

10
5 A
C

9
0
% 0-
- Espécimes 6 ¢ 9
& .
@) Espécimes 2,5,7 ¢ 8
A~ 5]

-10 B

Espécimes 1,3 e 4
B LT L S B e T L A m e e
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25

PC1 (64,79 %)
Figura 3.8 - Grafico de escores da andlise de componentes principais (PC1 versus PC2) dos
espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) dos extratos cloroférmicos das folhas de Annona
muricata. Grupo A composto pelos espécimes 2, 5, 7 e 8. Grupo B composto pelos espécimes 1,

3, e 4. Grupo C composto pelos espécimes 6 € 9.
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Na Figura 3.9 é mostrado o gréifico de peso, que traz informagdes sobre as varidveis
(deslocamento quimico), o qual € analisado em conjunto com o grafico de escores. Observa-se
que os deslocamentos quimicos (6 7,18, 6,97 e 5,05) contribuiram para a separacdo dos
espécimes do grupo A, daqueles dos grupos B e C. Conforme exposto anteriormente (item 3.4.1,
pag. 78), esses sinais sdo caracteristicos de acetogeninas, substancias que possuem forte atividade
larvicida frente ao microcrustaceo Artemia salina (Pimenta et al., 2003).

Portanto, com a PCA, foi possivel agrupar os espécimes de A. muricata, que apresentaram
os melhores resultados no teste contra A. salina, sendo que as varidveis mais significativas para

esse agrupamento estdo relacionadas com as acetogeninas y-lactona a,p-insaturadas.
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Figura 3.9 - Gréfico de pesos da andlise de componentes principais (PC1) dos espectros de RMN

de 'H (400 MHz, CDCl3) dos extratos cloroférmicos das folhas de Annona muricata.
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3.4.3.2 Andlise de agrupamentos hierdrquicos

A HCA (Anadlise de agrupamentos hierdrquicos) € um método de classifica¢do, que busca
agrupar as amostras em classes, produzindo um dendograma onde as amostras semelhantes,
segundo as varidveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (Prata et al. 2011). Os resultados
encontrados na HCA corroboram os resultados da PCA, conforme demonstra o dendograma da

Figura 3.10, uma vez que esse também indicou a formacdo de trés grupos.

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

s

%J%JUUQHLJ

Figura 3.10 - Dendograma obtido da andlise de agrupamento hierdrquico, com base na distancia
euclidiana média dos espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCl5) dos extratos cloroférmicos das
folhas de Annona muricata. Grupo A composto pelos espécimes 2, 5, 7 e 8. Grupo B composto

pelos espécimes 1, 3, e 4. Grupo C composto pelos espécimes 6 € 9.
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3.4.3.3 Regressao por minimos quadrados parciais

Para se avaliar a possibilidade do uso da RMN de 'H como ferramenta para previsio da
atividade larvicida dos extratos de A. muricata, foi construido um modelo multivariado de
calibragdo, utilizando-se toda a regido espectral e a técnica de regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS). Assim, todos os metabdlitos presentes nos extratos foram incorporados a andlise.
O modelo foi desenvolvido a partir de um conjunto de calibragdo composto por 37 espectros
(obtidos dos 9 espécimes de A. muricata), sendo que 10 espectros foram utilizados para validagao
externa do modelo. Apds a obtencdo da matriz X (item 3.4.3, pdg. 81) e da matriz Y (valores de
DLso, Tabela 3.2, pag. 81), foi avaliado o ndmero ideal de varidveis latentes a ser utilizado no
modelo, analisando-se o menor valor da raiz do erro quadritico médio de validagdo cruzada
(RMSECV) em fun¢do do numero de varidveis latentes do modelo (Figura 3.11). Portanto,

verificou-se que o nimero de varidveis latentes adequado para constru¢ao do modelo foi 7.
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Figura 3.11 - Gréfico de varidveis latentes versus o erro quadratico médio de validagdo cruzada

(RMSECV).
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A presenga de amostras anOmalas foi verificada pela avaliacdo do gréfico de residuos de
Student versus “Leverage” (Figura 3.12). Amostras com altos residuos, mas com baixa
"Leverage" provavelmente possuem algum erro nos valores da DLso. Essas amostras devem ser
analisadas novamente ou excluidas do modelo (Ferreira et al., 1999). Nessa avaliacdo, uma das
amostras do espécime 8 apresentou um valor de residuo superior ao limite (2,5). Dessa forma,

optou-se por excluir essa amostra.
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Figura 3.12 - Gréfico de “Leverage” versus residuos de Student para a identificacdo de amostras

andmalas. As linhas azuis indicam os limites aceitos pela literatura.

O modelo PLS, construido a partir de 7 varidveis latentes, permitiu descrever quase

toda a informacdo contida nos dados originais, que foram utilizados na calibragdo. A Tabela 3.3

(pag. 89) apresenta os valores de varidncia para cada varidvel latente (VL).
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Tabela 3.3 - Percentagem de variancia obtida para cada variavel latente do modelo PLS.

Viriavel latente Variancia Viriancia
(%) acumulada (%)
1 45,10 45,10
2 28,07 73,17
3 3,83 77,00
4 4,05 81,06
5 6,32 87,38
6 3,99 91,37
7 5,56 96,93

A Figura 3.13 (piag. 90) mostra o grifico dos valores experimentais versus valores
previstos para as amostras do conjunto de calibracdo. O coeficiente de regressdo (R?) foi igual a
0,99 indicando uma boa correlagdo entre os valores experimentais e os valores previstos. Na
Tabela 3.4 (pdg. 90) sdo mostrados os resultados da validacdo do modelo de calibracio,
utilizando-se um conjunto de 10 espectros, relativos aos extratos dos diferentes espécimes de A.
muricata. Também ¢é apresentada uma comparacdo com os valores encontrados nos ensaios
contra A. salina, através do célculo do erro relativo percentual. Observa-se que o modelo obtido
prevé satisfatoriamente os valores de DLsy para os extratos, uma vez que as mesmas
apresentaram erro percentual abaixo de 13 %. No entanto, vale destacar que esse modelo nao
deve ser considerado como resultado definitivo e sim como um indicativo do potencial das
técnicas empregadas. Para constru¢do de um modelo que possa ser aplicado a sistemas reais de
avaliacdo € necessdrio um numero maior de amostras. Desta forma, € possivel se obterem

modelos representativos, nos quais sejam consideradas variagdes metabdlicas dos espécimes

decorrentes da variabilidade sazonal, do processamento e da regido geografica de coleta, bem
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como € necessdria a realizagdo de um nimero maior de testes biolégicos, para que se possam

incluir varia¢des genéticas das populagdes dos microcrustaceos de Artemia salina.
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Figura 3.13 - Valor real versus valor previsto para DLsy contra Artemina salina dos extratos das

folhas de Annona muricata.

Tabela 3.4 - Resultados para a previsdao da DLsy frente Artemia salina, para as amostras do

conjuto de validagdo.

Extratos DLs, DLs, Erro percentual
(mg.L") prevista pelo modelo de calibragio (%)
(mg.L'l)
1 1,88 1,64 12,66
2 1,60 1,66 4,31
3 1,60 1,67 4,52
4 1,88 1,89 0,15
5 2,92 2,57 12,09
6 1,09 1,03 5,68
7 1,09 1,08 0,99
8 1,24 1,34 8,06
9 1,24 1,28 3,11
10 1,24 1,28 3,05
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3.4.4 Quantificagdo do teor de acetogeninas y-lactona a,-insaturadas

A PCA revelou que as diferencas observadas nos valores de DLsy pode estar associada aos
diferentes teores de acetogeninas y-lactona a,p-insaturadas presentes em cada espécime. Para
averiguar melhor essa relacdo, foi desenvolvido um método por RMN de 'H para a quantifica¢io
do teor total destas acetogeninas. A aplicacio RMN de 'H quantitativa exige que pelo menos um
dos sinais, para quantificacdo do composto de interesse, esteja disponivel para a integracdo sem
qualquer sobreposi¢do. O mapa de contornos J-resolvido (Figura 3.14)  confirmou as
multiplicidades dos sinais dos hidrogénios olefinicos presentes na por¢do y-lactona a,p-insaturada

das acetogeninas, bem como confirmou a auséncia de sobreposi¢ao com outros sinais.

H-33 ou H-35
H-33 ou H-35
Hz
-15
-10
1

735 730 725 720 7.5 7.0 7.05 7.00 695 690 6.85 ppm

Figura 3.14 - Expansdo do mapa de contornos J-resolvido (400 MHz, CDCl;) do extrato
cloroférmico das folhas de Annona muricata para a regido em 0 6,8-7,4. (1) Acetogeninas do tipo

annonacina e (2) acetogeninas do tipo solamina.
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Assim, o sinais de H-33 ou H-35 em ¢ 7,18 e 6,97 podem ser integrados e, a partir da
razdo da drea da linha de ressonancia correspondente ao padrdo interno e da drea dos sinais em o
7,18 e 6,97, pode se efetuar o cdlculo descrito na Equacdo 3.2 (pdg. 75). O espectro de RMN de
'H (Figura 3.15) mostra um multipleto na regido de ¢ 8,00-8,04, atribuido aos hidrogé€nios do
antraceno, o qual ndo apresenta sobreposi¢do com outros sinais dos extratos. Dessa forma, esse

sinal foi selecionado para a integracao.

Cloroférmio
PI PI
PI* H-33 ou H-35 de acetogeninas
J H-33 ou H-35 de acetogeninas

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 3.15 - Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do extrato cloroférmico das folhas de

Annona muricata com o padrdo interno antraceno.

A Tabela 3.5 (pag. 93) mostra as concentragdes de acetogeninas totais nos extratos
cloroférmicos dos diferentes espécimes de Annona muricata. As concentracdes de acetogeninas
variaram de 2,23 a 12,91 mg/g, de acordo com os espécimes estudados. Essas variagdes podem

ser associadas as diferengas dendrométricas (Tabela 3.1, pdg. 72) entre os espécimes. Pode se
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observar também que a concentracdo de acetogeninas € diretamente proporcional a atividade do

extrato contra A. salina, corroborando os resultados obtidos na PCA.

Tabela 3.5 - Concentracdo de acetogeninas y-lactona o,B-insaturadas das folhas de Annona

muricata.

Espécime Concentracdo de acetogeninas Concentragdo de acetogeninas DLsg

(mg/g) de folhas expressa (mg/g) de folhas expressa
em annonacina em solamina
1 9,92 3,38 1,88
2 9,10 2,45 2,52
3 10,65 3,52 1,50
4 10,09 3,50 1,60
5 8,83 3,12 2,37
6 12,91 4,10 1,09
7 7,36 2,23 2,60
8 8,35 3,46 2,92
9 11,43 2,99 1,24

3.5 Conclusao

Os resultados obtidos demonstram o potencial da RMN de 'H no desenvolvimento de
metodologias para previsdo de atividades bioldgicas. Esses modelos multivariados, obtidos a
partir dos espectros RMN de 'H de extratos vegetais sem prévia purificacdo, implicam em

inimeras vantagens, principalmente as relacionadas a reduc¢do de tempo e custos de andlises.
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Capitulo 4

PERFIL METABOLICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE

NEMATICIDA DOS EXTRATOS DE Annona crassiflora
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4.1Introdugdo

Diversos géneros de plantas t€ém se apresentado como fontes de vérias substancias com
potencial para serem empregados no controle de nematoides (Chiwood, 2002). Dentre esses,
pode-se destacar o género Annona, pois os extratos de diferentes espécies apresentaram
atividades nematicidas contra diversos nematoides, tais como: Haemonchus, Bursaphelenchus e
Meloidogyne (Alawa et al., 2003; Dang et al., 2011; Ferreira et al., 2013). Em particular, a
Annona crassiflora Mart € uma espécie arborea nativa dos cerrados brasileiros, que apresenta
varios compostos bioativos (Pimenta et al., 1994; Pimenta et al., 1996). Entretanto, o estudo do
seu potencial nematicida tem recebido pouca aten¢do. Desse modo, a identificacdo de metabdlitos
de A. crassiflora com propriedades nematicidas pode ser de grande valia para o desenvolvimento
de novos produtos, que objetivem o controle de nematoides.

Para avaliacdo da atividade nematicida in vitro de extratos vegetais podem-se utilizar tanto
nematoides fitoparasitas quanto aqueles parasitas de animais. No entanto, muitos pesquisadores
optam por realizar ensaios com nematoides de vida livre, como o Caenorhabditis elegans
(Camurcga Vasconcelos et al., 2005). A utilizacdo de testes in vitro sobre esse nematoide é um
método consagrado para a descoberta de novos nematicidas de amplo espectro, pois se um
composto apresentar atividade contra nematoides de vida livre, esse resultado pode ser relevante
a um parasita de uma diferente ordem. Ademais, o0 método € rapido barato e muito conveniente,
J& que possui um manuseio simples, fato que reforca o uso deste modelo como método de

“screening” para substincias nematicidas (McGaw et al., 2007).
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4.2 Objetivos

Avaliar a atividade nematicida in vitro dos extratos de A. crassiflora, utilizando-se como

modelo o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans, bem como analisar o perfil metabdlico

dequela espécie.
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4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Materiais e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados tiveram grau de pureza P.A. Para os experimentos de
cromatografia em camada delgada (CCD) e para os experimentos de cromatografia em coluna
(CC) utilizou-se silica-gel 70-230 mesh (Sigma Aldrich). As andlises ccromatograficas em
camada delgada foram realizadas em placas de SiO, (Sigma-Aldrich) com 0,25 mm. Para
revelacdo das placas foram empregadas lampadas de UV (254 e 365 nm) e solugdo etandlica

de vanilina 5 % (p/v) seguida de uma solucdo etandlica a 5% (v/v) de 4cido sulfirico.

4.3.2 Material vegetal

Folhas de Annona crassiflora foram coletadas no municipio de Itatiaiucu, Minas Gerais.
Uma exsicata da espécie foi incorporada ao acervo do Herbdrio do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (BHCB, n° 22.988) da Universidade Federal de Minas Gerais. As folhas foram limpas,

secas € moidas.

4.3.3 Estudo metaboldmicos dos extratos das folhas de Annona crassiflora

Para o estudo metabolomico das folhas de A. crassiflora, as amostras foram preparadas,
os espectros adquiridos e processados, conforme descrito na capitulo 2 (item 2.3.4.1, pag. 36)

para a espécie A.muricata.
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4.3.4 Extracdo e isolamento dos metabdlitos

As folhas secas e moidas (500 g) foram submetidas a extracio exaustiva, por percolagao
com hexano a temperatura ambiente. O extrato obtido foi concentrado, usando-se evaporador
rotatério sob pressdo reduzida para obten¢@o do extrato hexanico (2,3 % m/m). O residuo vegetal
obtido da extracdo foi submetido a extracdo exaustiva com uma solu¢@o hidroalcodlica (EtOH:
H,0, 8/2 v/v) e concentrado em evaporador rotatério sob pressao reduzida, para a obteng¢do do
extrato hidroalcodlico bruto (35,2% m/m). Aproximadamente 10 g do extrato hidroalcodlico
foram submetidos a particdo com solventes de polaridade crescente, obtendo-se as seguintes
fracdes e seus respectivos rendimentos: diclorometano (1,7 % m/m), acetato de etila (1,5 %
m/m), metanol (89,7 % m/m) e dgua (3,2 % m/m).

O extrato hidroalcodlico também foi submetido a marcha quimica para alcaloides. Para
tanto, aproximadamente dez gramas desse extrato foram solubilizados em 200 mL de uma
solucdo aquosa de metanol (80 % v/v), filtrados em algoddo e transferidos para um funil de
separacdo. A solucdo resultante foi acidificada com HCI (0,1 mol.L"). Extraiu-se entdo por trés
vezes com 100 mL de CHCIs, obtendo-se a fragao cloroférmica I. Em seguida, a fracdo aquosa
foi alcalinizada com NH4,OH (0,1 mol.L'l), e se obteve a fragdo cloroférmica II (fracdo
alcaloidica) por extragdo com CHCl;.

Todos os extratos foram submetidos ao teste de atividade nematicida (item 4.3.7.2,
pdg.104) para selecdo do material a ser estudado. As fragdes diclorometanica e acetatoetilica
apresentaram melhores resultados, tendo sido entdo combinadas e submetidas ao fracionamento
por cromatografia em coluna de silica gel, que foi eluida com hexano/acetato de etila em

gradiente de polaridade de 5 a 100% (v/v). As fra¢Oes resultantes desse processo foram
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combinadas de acordo com o perfil cromatografico (CCD). Foram isoladas a quercetina e o
kaempferol, além de um o6leo que foi analizado por CG-EM (item 4.3.5), sendo identificado o
palmitato de metila como componente majoritdrio, além de outros compostos volateis
minoritdrios tais como: palmitato de etila, oleato de metila, estearato de metila, 2-isopropil-5-
metilciclohexan-1-ol e y-dodelactona.

O extrato alcaloidico também foi submetido ao fracionamento por cromatografia em
coluna de silica gel, eluida com acetato de etila/metanol em gradiente de polaridade de 100 a 10
% (vIv). As fragdes resultantes desse processo foram combinadas de acordo com o perfil

cromatografico (CCD). O alcaloide aterospermidina foi a tinica substancia isolada.

4.3.5 Anélise por CG-EM

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada em um cromatdgrafo Shimadzu GCMS-QP2010 Plus equipado com sistema automatico
de injecdo AOC-10. No experimento, empregou-se uma coluna capilar Rxi-1 (100% polidimetil-
siloxano), 30 m de comprimento, didmetro interno de 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 pm.
As condi¢des da andlise foram: temperatura do injetor 250 °C, temperatura inicial do forno 150
°C, a qual foi elevada até 300 °C, a uma taxa de 3 °C/min. O volume injetado foi de 1 pL. A
injecdo se deu no modo split na razdo de 10:1, o gés de arraste usado foi o He (hélio) e o fluxo do
gés foi de 2,07 mL/min. A andlise de EM foi realizada em um quadrupolo sistema MS (QP-
2010plus) operando a 70 eV sob as mesmas condi¢des descritas acima. A identificacdo dos
compostos foi realizada por comparacdo com os dados espectrais de massas das bibliotecas NIST

62 e NIST 12.
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4.3.6 Sintese de ésteres metilicos

A um baldo de 150 mL, adaptado a um condensador de refluxo, contendo 1,00 g dos
padrdes (acido palmitico e 4cido estedrico), foi adicionado 20 mL de hexano e 80 mL de uma
solucdo metandlica de H;SO4 2 % (v/v), deixando-se a mistura obtida mantida sob refluxo por 1
hora. Apés resfriamento, o material foi transferido para um funil de decantacdo e lavado com 100
mL de solucdo de NaCl 10 % (p\v). A camada orgénica separada foi lavada com dgua e seca com
Na,SO4 anidro. Apds filtragdo, o solvente foi retirado a vicuo. A identidade dos produtos foi

confirmada por CG-EM (item 4.3.5, pag. 102).

4.3.7 Avaliagdo da atividade nematicida

Os ensaios com Caenorhabditis elegans foram realizados no Laboratério de Imunologia e
Gendmica de Parasitos do Instituto de Ciéncias Biolégicas/UFMG coordenado pelo professor Dr.

Ricardo Toshio Fujiwara.

4.3.7.1 Cultivo das larvas de Caenorhabditis elegans

As larvas de C.elegans foram cultivadas em placas de NGM 8P, segundo a metodologia
descrita por Brenner (1974). Apés sete dias de cultivo das placas em BOD 20 °C, essas foram
lavadas com meio M9 (KH,PO4 22 mM; Na,HPO,4 42 mM; NaCl 85,5 mM; MgSO, 1 mM) e
entdo passadas através de trés tamises com aberturas de 40 um, 30 um e 20 pm, respectivamente.

As larvas retidas no tamis de 20 um foram recolhidas e lavadas duas vezes por centrifugacdo
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(700xg por 4 minutos) em M9 (Stiernagle, 2006). As dimensdes médias das larvas obtidas foram
527um (n=8 fator de corre¢do 6,826) de comprimento por 23,3um ( n=8 fator de corre¢do 1,712)
de didmetro. O material foi ressuspendido em meio M9 e aproximadamente 1000 larvas para

cada 100 pL foram utilizadas em cada ensaio.

4.3.7.2 Teste de mobilidade

Em uma placa de Elisa com 96 pocos foram adicionados 100 uL de suspensdo de larvas
para cada poco. Logo em seguida, 100 uL de uma solugdao aquosa de DMSO (0,5 % v/v) dos
extratos, ou das fracdes ou dos compostos puros, foram adicionados a cada pog¢o numa
concentracdo final de 1000 mg.L'l. As placas contendo as amostras e as larvas foram
acondicionadas em BOD a 20 °C. Apés 72 horas, 10 uL de cada pogo foi retirado para andlise e
quantificacdo. A observacao foi feita em microscépio Optico no aumento de 40X. As larvas foram
consideradas paralisadas, quando apresentavam corpo retilineo e sem nenhum movimento
(Mukhtar e Pervaz, 2003). Os valores da percentagem média de nematoides imdveis foram
submetidos a andlise de varidncia, empregando-se o programa computacional SISVAR. As
médias foram comparadas segundo o teste de Scott e Knott (P <0,05). Os calculos da EDs, foram
realizados por regressdo ndo-linear utilizando-se, o modelo sigmoidal, disponibilizado pelo

software Origin 6.0.
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4.3.7.3 Avaliacdo da viabilidade celular de C.elegans

Ap6s o periodo de 72 horas (item 4.3.7.2), foram adicionados as placas os marcadores
iodeto de propideo (Invitrogen) e Sytox (Invitrogen), nas concentragdes finais de 5 uM e 20 uM,
respectivamente (Gill et al. 2003; Hunt et al. 2012). As placas foram agitadas por 15 minutos em
agitador horizontal de bancada e em seguida levadas para leitura em microscépio 6ptico (Leica

DM500).
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4.4 Resultados e discussio

4.4.1 Andlise do perfil metabélico por RMN de 'H

Inicialmente, o extrato das folhas de A. crassiflora, obtido conforme descrito por Kim e
colaboradores (2010), foi caracterizado por RMN de 'H. A anilise inical do espectro permite
identificar sinais caracteristicos de aminoécidos e dcidos organicos na regido entre ¢ 0,80 e 4,00,
carboidratos na faixa entre ¢ 4,00 e 5,50 e de compostos aromaticos entre J 5,50 e 8,50 (Figura

4.1).

TSP-d,

Regido de aromaticos Regido de agucares Regido de aminoacidos

Figura 4.1 - Espectro de RMN de 'H do extrato das folhas de Annona crassiflora (400 MHz,

metanol-dy/ tampao KH,PO4 em D,0O, pH=6).
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Comparando-se os sinais obtidos com os dados de RMN de 'H de metabélitos comuns
disponiveis na literatura (Ali et al., 2009; Abdel-Farid et al., 2007; Kim et al., 2010; Ali et al.,
2011; Pimenta et al., 2013) e ainda com uso das técnicas HSQC, J-resolvido e COSY foi

possivel a identificacdo de varios compostos em uma tnica anélise (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Metabdlitos identificados no extrato das folhas de Annona crassiflora por RMN.

Substancias Deslocamento quimico (J); multiplicidade;
[constante de acoplamento escalar (J/Hz)]

Alanina 1,48; d; [7,2]

Treonina 1,32; d; [6,6]

Valina 1,00; d, [7,0]; 1,05; d; [7,0]; 2,3;m

Colina 3,24;s

Sacarose 5,40; d; [3,8]:4,17; d; [8,5]

a-glicose 5,18; d; [3,8]

B-glicose 4,58; d; [7,8]

Acido ferilico 7,56; d; [15,9]; 7,19; d; [2,1]; 7,10; dd; [8,4 e
2,1]; 6,88; d; [8,4]; 7,15; d; [2,8];6,33; d; [15,9]

Acido férmico 8,46 s

Acido 4-aminobutirico 2,30;t, [7,2]; 3,01, t, [7,5]

5.91; d; [2,2]; 6,71; dd; [8,0 e 2,0]; 6,75; d;

(+)-catequina [8,5]; 6,88; d; [2,0]

7,705 d; [2,0]; 7,66; dd;[8,6 € 2,0]; 6,99,d;[8,6];

.
Quercetina 6.52: d:[2.0]: 6,32 d: [1.8]
Trigonelina 9,14; s; 8,87; m

Xantina 7,92; s
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Conforme apresentado na Figura 4.1 e na Tabela 4.1 (pag. 106 e 107), o espectro de RMN

de 'H apresentou sinais pertencentes a diferentes metabdlitos. Na regido entre 0 1,0-2,0, os sinais

de alguns aminodcidos foram detectados e suas multiplicidade confirmadas com experimento J-

resolvido (Figura 4.2). Nessa regido foram observados um dupleto em ¢ 1,48 [d; 7,2 (Hz)],

caracteristico da alanina, juntamente com um dupleto em J 1,32 [d; 6,6 (Hz)], pertencente a

treonina.
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Figura 4.2 - Expansd@ao do mapa de contornos J-resolvido do extrato das folhas de Annona

crassiflora (400 MHz, metanol-dy/ tampao KH,PO4 em D,0, pH=6) para a regiao em ¢ 1,0-3,0.

(1) alanina, (2) treonina e (3) valina.
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Os sinais nas regides de carboidratos, embora intensos, apresentaram-se Sobrepostos.
Entretanto, os sinais dos hidrogé€nios anoméricos de alguns agucares, como da o-glicose em o
5,18 [d; 3,60 (Hz)], p-glicose em ¢ 4,57 [d; 8,10 (Hz)] e sacarose em ¢ 5,40 [d; 3,60 (Hz)] e o
4,16 [d; 4,70 (Hz)] foram claramente identificados, utilizado se o experimento J-resolvido

(Figura 4.3).
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55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 ppm
Figura 4.3 - Expansdo do mapa de contornos J-resolvido do extrato das folhas de Annona
crassiflora (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO, em D,0, pH=6) para a regido em o 4,1-5,2.

(1) sacarose, (2) a-glicose e (3) p-glicose.

Na regido aromdtica foram observados vadrios sinais, tendo sido identificadas as

ressonancias caracteristicas da quercetina e do 4cido ferdlico (Tabela 4.2). Com auxilio do

experimento J-resolvido (Figura 4.4, pdg. 110) foi possivel a determinagcdo dos valores das
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constantes de acoplamentos para alguns sinais que estavam sobrepostos, confirmando-se assim as

multiplicidades dos mesmos.

(«

2

)¢ IO

0
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6.50 6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 ppm

Figura 4.4 - Expansdo do mapa de contornos J-resolvido do extrato das folhas de Annona
crassiflora (400 MHz, metanol-dy/ tampao KH,PO4 em D,0, pH=6) para a regido em ¢ 6,5-8,2.

Férmulas estruturais (1) da quercetina e (2) do 4cido fertlico.

No mapa de contornos COSY (Figura 4.5, pag. 111); observou-se a correlacdo do sinal
em 0 6,53 [H-8; d; 1,8 (J/Hz)] com o sinal em ¢ 6,32 [H-6, d; 1,8 (J/Hz)], bem como a correlagdao
entre o sinal 0 7,66 [H-6’; dd, 8,6 ¢ 2,0 (J/Hz)] com sinal em ¢ 6,99 [H-5°, d;8,6 (J/Hz))),
confirmando-se a estrutura da quercetina. Ainda na regido dos hidrogénios arométicos, foram
registrados sinais caracteristicos do dcido ferulico (Figura 4.5, pag. 111). As correlagdes

observadas no mapa de contornos COSY confirmaram os acoplamentos entre H-7 com o H-8 e
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entre o H-5 com H-6. Também foram registrados sinais caracteristicos da betaina trigonelina,

identificada pela primeira vez nesta espécie.

Acido ferdlico H-7/H-8

5 Quercetina _
H-5°/H-6
Trigonelina ©
H-5/H-4e
H-6
p
7

T T T T T T 9.5
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm

3

Figura 4.5 - Expansdo do mapa de contornos COSY do extrato das folhas de Annona crassiflora
(400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO4 em D,0, pH=6) para a regido em ¢ 6,0-9,5. Férmulas

estruturais (1) da quercetina; (2) do 4cido ferulico e (3) da trigonelina.

A anilise metabolomica por RMN de 'H do extrato hexénico das folhas de A. crassiflora
(Figura 4.6, pag. 112) revelou a presenca de dcidos graxos saturados, devido ao registro dos
sinais em 0 1,60 e J 2,30, caracteristicos do grupo f-CH; e a-CH; destes metabdlitos (Knothe e
Kenar, 2004). Os sinais dos outros hidrogénios da cadeia de hidrocarbdnica foram registrados em
o0 1,30. Também foram registrados sinais tipicos de dcidos graxos insaturados em o0 2,07 e o0 5,35,

caracteristicos dos hidrogénios alilicos e olefinicos, respectivamente. Os sinais de grupos metila
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terminais desses metabdlitos foram registrados em ¢ 0,90. Também vale destacar o registro de

sinais entre 0 4,10 e 4,40, caracteristicos de triacilglicerdis (Annarao et al., 2008).

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Figura 4.6 - Espectro de RMN de 'H da fragdo hexanica das folhas de Annona crassiflora (400
MHz, CDCls). Regido de expansio (a) entre 6 6,00-11,00; (b) entre ¢ 4,70-6,50 e (c) entre J 3,30

-4,90.

A andlise do espectro de RMN de 'H dos extratos em diclorometano (Figura 4.7, pag.
113) e em acetato de etila (Figura 4.8, padg. 114) revelaram a presenca de feofitinas, pois foram
registrados sinais em 6 3,17, 6 3,40 e 6 3,62, concordantes com as metilas do nicleo porfirinico
desses metabdlitos. Os sinais em ¢ 7,96 [dd; 17,79 e 11,54 (Hz)]; ¢ 6,26 [dd; 17,79 ¢ 1,50 (J/

Hz)]; 6 6,16 [dd; 11,79 e 1,50 (Hz)] confirmam a presenca de um grupo de hidrogénios vinilicos.
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Ademais, foram observados sinais de hidrogénios em ¢ 9,37 (H-5), 0 9,54 (H-10) e ¢ 8,63 (H-20).
Com base nesses resultados e ainda por comparacdo com dados da literatura (Schwikkard et
al.,1998; Chatterjee et al., 2010) foi possivel identificar nos extratos em diclorometano e em
acetato de etila a presenca da feofitina a (Figura 4.9a, pag. 114). Também foram registrados
sinais em 0 11,38 e 6 10,36, que por comparacdo com dados da literatura (Schwikkard et

al.,1998; Chatterjee et al., 2010) confirmam a presencga de outra estrutura porfirinica, a feofitina b

(Figura 4.9b, pag. 114).

, @ A . ﬁ il W e *m

T T
8.5 8.0 ppm

11.5 1

Figura 4.7 - Espectro de RMN de 'H da fracdo diclorometénica das folhas de Annona crassiflora
(400 MHz, CDCls). Regido de expansiao (a) entre 6 6,00-11,00; (b) entre 6 4,70-6,50 e (c) entre 6

3,30-4,90.
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9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1  ppm
r T T T T T T T T T T T T T T 1
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 ppm
r T T T T T T T T T T T T T T 1
4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 w
f T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 4.8 - Espectro de RMN de 'H da fracdo acetoetilica das folhas de Annona crassiflora (400
MHz, CDCls). Regido de expansdo (a) entre 0 6,00-11,00; (b) entre 0 4,70-6,50 e (c) entre o 3,30-

4,90.

“111CHg

HmCH3

H,C

(a) Feofitina a R, = CH,

(b) Feofitina b R,= COH

Figura 4.9 - Férmulas estruturais da feofitina a (a) e feofitina b (b).
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4.4.2 Atividade nematicida e purificagdo dos metabolitos

O extrato hidroacodlico apresentou atividade sobre a mobilidade do nematoide C. elegans
(Tabela 4.2). Dessa forma, esse extrato foi submetido a particdo com CH,Cl,, acetato de etila,
MeOH e H,0. Observou-se que a atividade se concentrou nos extratos em acetato de etila e em
diclorometano (Tabela 4.2). Também foi observada uma atividade moderada para o extrato

alcaloidico (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Percentagem de nematoides imoveis apds exposi¢ao aos extratos e fracdes das folhas

de Annona crassiflora.

Extrato e fragdes Nematoides imdveis
(%0)*
Extrato hidroacodlico 78,60 d
Fracdo aquosa 66,16 c
Fracdo metanolica 43,53 b
Fragdo acetatoetilica 89,66 ¢
Fracdo diclorometano 98,13 ¢
Extrato alcaloidico 60,00 c
Solu¢do aquosa de DMSO (1 % v/v) 4,56 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knot (P < 0,05).

As fracdes diclorometénica e acetoetilica foram analisadas por CCD e RMN de 'H (Figura
4.7 e 4.8, padg. 113 e 114), observando-se um perfil metabdlico semelhante. Em decorréncia, essas

fragdes foram combinadas e fracionadas por cromatografia em coluna de silica (CC, pag. 102), da
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qual foram obtidos os flavonoides quercetina (2,4 mg; Figura 4.5, pdg. 111) e kaempferol (2,7
mg; Figura 4.10), os quais tiveram suas estruturas confirmadas por comparacido dos dados de
RMN 1D e 2D com dados da literatura (Abdel-Sattar et al., 2009; Dhasan et al., 2008; Thakur et
al., 2009; Adebayo et al., 2010). Esse é o primeiro relato do isolamento dessas substancias na

espécie A. crassiflora.

Figura 4.10 - Férmula estrutural do kaempferol.

Também foi isolado um 6leo, cuja andlise por CG-EM e RMN de 'H permitiu identificar
o palmitato de metila como componente majoritario. A Tabela 4.3 (pag. 117) apresenta os
componentes identificados através da comparagdo dos espectros de massas com os dados da
biblioteca do aparelho, considerando o indice de similaridade igual ou maior que 85 % (Figura

4.11, pag. 117).
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Tabela 4.3 - Composi¢do quimica do 6leo isolado das folhas de Annona crassiflora.

Composto Tempo de retengdo Percentagem
(min) relativa (%)
Palmitato de metila (/) 6,24 48,14
2-isopropil-5-metilciclohexan-1-ol (2) 6,56 2,39
y-dodelactona (3) 6,72 3,94
Palmitato de etila (4) 6,83 5,20
Oleato de metila (5) 7,75 7,74
Estearato de metila (6) 7,99 11,60
W
O .
s
< s
=
é) 5.6
8 4.5]
E 4.6
4 ‘
2.6 5

4
1.6 2 3
05

0.

T T T T T T T T T T T
6.0 6.5 7.0 75 8.0 85 9.0 95 10.0 10.5 1.0

Tempo (min)
Figura 4.11 - Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo isolado das folhas de Annona

crassiflora.

O extrato alcaloidico das folhas de A. crassiflora, também demonstrou atividade contra o
nematoide C. elegans (Tabela 4.2, pag. 115). Esse extrato foi caracterizado por RMN de 'H
(Figura 4.12, pag. 118), tendo sido identificados sinais caracteristicos de alcaloides do tipo

aporfinicos e oxaporfinicos. Por exemplo, os sinais de substituintes metileno-dioxi (¢ 6,20-6,30),
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os sinais de hidrogénios aromadticos (6 6,50-8,90) e os sinais de hidrogénios de grupos metoxilas

(0 3,80-4,00).

T T T T T
.2 8.0 7.8 7.6 ppm

T T T T T T T

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 pp!

T T T T
8.8 8.6 8.4 8

Figura 4.12 - Espectro de RMN de 'H do extrato alcaloidico das folhas de Annona crassiflora

(400 MHz, CDCly).

O extrato alcaloidico foi também submetido a cromatografia em coluna de silica
(pég.102), o que resultou na obten¢do de um material sélido (3,0 mg), que se apresentou como
uma unica mancha em CCD. Esse material foi caracterizado por RMN 1D e 2D.

A classe dos alcaloides, especialmente aporfinicos e oxaporfinicos € a mais conhecida e
explorada na familia Annonaceae. A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.13, pag. 119),
permitiu observar principalmente sinais de hidrogénios aromadticos, de grupos metoxila e
hidrogénios de grupos metilenodioxi (Cavé et al., 1987). O sinal em ¢ 6,21, atribuido ao grupo -

O-CH,-O- aparece como um simpleto e este deslocamento quimico e multiplicidade sao
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caracteristicas de sinais de grupos metilenodioxi encontrados em anel A (Figura 4.14, pag. 119)
de alcaloides oxaporfinicos. Em alcaldides aporfinicos eles se apresentam como dupletos. Dessa
forma, foi proposta a estrutura de um alcaléide oxaporfinico com um grupo metilenodioxi em
C1/C2 e um grupo metoxila a ser definido. Em alcaldides deste tipo, o sinal de H-5 aparece em
valores maiores (J 8,88-8,90), por estar proximo ao N do anel isoquinolinico, ao passo que H-4
ressona por volta de ¢ 7,60-7,80. A presenca de uma metoxila em C-3 provoca um efeito y-

gauche em H-4, modificando seu deslocamento quimico para valores maiores, proximos a ¢ 8,20.

H-8¢ H-11 He

N | .

T T T T T T T T
8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 ppm

T
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 ppn

Figura 4.13 - Expansio do espectro de RMN de 'H do alcaloide isolado do extrato alcaloidico das

folhas de Annona crassiflora (400 MHz, CDCl5).

Figura 4.14 — Estrutura bdsica do esqueleto de alcaloide oxaporfinicos.
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A andlise do mapa de contornos COSY (Figura 4.15a) mostrou as correlacdes do sinal em
0 7,51 com os sinais em ¢ 7,72 e 8,53. Também foram observadas correla¢des entre o sinal em o
8,15 e o sinal em ¢ 8,90, bem como entre o sinal em ¢ 8,55 e os sinais em ¢ 7,52 € 6 7,72. Pelo
mapa de contornos HSQC (Figura 4.16a, pag. 121) foi possivel verificar as seguintes correlagdes:
on 4,30/ 6¢c 60,4; on 6,32/ 6¢c 102,3; ou 7,52/ oc 128,0; ou 7,72/ oc 134,0; ou 8,15/ 6¢ 119,4; ou
8,55/ d¢ 126,7; ou 8,55/ dc 128,8 e oy 8,91/ d¢ 144,6. A comparagdo dos dados de RMN obtidos
com os relatados por Castro e colaboradores (1996), levaram a propor a estrutura do composto

como sendo o alcaloide oxaporfinico aterospermidina (Figura 4.15b).

Hs Hg e Hy, H, Hy H JL
I JVL M Al ppm
7.2
L 7.4

HJ/H o/Hyp| @ @

% \8 ’ f ®@ @f 7.6

% H; /H, Z@ gé H,/Hy,
7.8
8.0
= O 82
8.4

(b)
= 2 36
8.8
~ @

9.0
90 88 86 84 78 16 14 12 ppm

Figura 4.15 — (a) Expansdo do mapa de contornos COSY (regido de 0 7,0 e 9,0) para o alcaloide
isolado das folhas de Annona crassiflora (400 MHz, CDCl3). (b) Féormula estrutural do alcaloide

aterospermidina.
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Figura 4.16 - (a) Expansao do mapa de contornos HSQC (regido de ¢ 4,0 e 10,0) para o alcaloide
isolado das folhas de Annona crassiflora (400 MHz, CDCl3). (b) Féormula estrutural do alcaloide

aterospermidina.

Dentre os compostos isolados a partir dos extratos estudados, somente o 6leo e o alcaloide
aterospermidina foram submetidos a avaliacdo da atividade nematicida, pois ja € descrito na
literatura que os flavonoides, como a quercetina e o kaempferol, podem aumentar a expectativa
de vida de C. elegans (Kampkoétter et al., 2008; Saul et al., 2008). Também foram avaliadas as
atividades dos seguintes compostos: palmitato de metila, estearato de metila e do padrdo
comercial  2-isopropil-5-metilciclohexan-1-ol. Os ésteres metilicos presentes no 6leo
ndo apresentaram atividades contra as larvas de C.elegans. Para os demais compostos avaliados,
os resultados indicaram que as percentagens de mobilidade das larvas foram diretamente

N

proporcionais a concentracdo das substancias testadas (Figura 4.17, pag. 122). O dleo, 2-
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1sopropil-5-metilciclohexan-1-o0l e o alcaloide aterospermidina apresentaram EDsq com valores de

350, 113 € 938 ug.mL", respectivamente.

100 = -
+ \ —&— Oleo.
] \ — @ 2—Isopropil-5-metilciclohexan-1-ol.
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9 \
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Z 60- \
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Figura 4.17 - Efeito dos compostos presentes nas folhas de Annona crassiflora sobre a

mobilidade de Caenorhabditis elegans.

Na tentativa de se determinar um possivel mecanismo de ac¢do do 2-isopropil-5-
metilciclohexan-1-ol contra as larvas de C.elegans, o marcador molecular Sytox (Fig. 4.18a) foi
utilizado para avaliar a integridade da membrana citoplasmadtica de C.elegans, sendo o resultado
obtido apresentado na Figura 4.18b (pdg. 123). Outro teste empregado para avaliar a acdo do 2-
isopropil-5-metilciclohexan-1-ol sobre as larvas de C.elegans, foi a utilizacdo do marcador
molecular iodeto de propideo (Fig. 4.18¢), sendo o resultado obtido apresentado na Figura 4.18d
(pag. 123). Esses ensaios sugerem que o 2-isopropil-5-metilciclohexan-1-ol, além de causar uma
reducdo na mobilidade das larvas, também causou danos a integridade da membrana celular, bem

como interferiu no processo celular de exclusdo de moléculas exdgenas, pois foram observados a
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fluorescéncia para ambos marcadores. O Sytox € incapaz de atravessar membranas plasmaticas
de células vidveis enquanto o iodeto de propidio é capaz de passar através das membranas
celulares intactas, no entanto, é expulso por células que t€ém o seu mecanismo de excrecdo de
moléculas exdgenas vidveis (Gill et al., 2003;. Hunt et al., 2012). De fato, estudos com C.
elegans tém mostrado que o 2-isopropil-5-metilciclohexan-1-ol e outros monoterpenos

apresentam atividades superiores as do nematicida comercial oxamil (Tsao e Yu, 1997).

(c) (d)

Figura 4.18 — (a) Férmula estrutural do marcador Sytox. (b) Férmula estrutural do iodeto de
propideo. (c¢) Larvas (13) mortas marcadas com Sytox. (d) Larvas (13) mortas marcadas com

iodeto de propideo.

4.5 Conclusao
No presente estudo foi revelada a atividade contra C. elegans para os extratos das folhas
de Annona crassiflora. O potencial nematicida do extrato hidroacodlico pode ser devido a

presenca de alguns compostos nematicidas. Dentre esses, destaca-se a presenca do dcido férmico,
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J& que sdo observados efeitos toxicos a nematoides, quando expostos a esta substincia (Djian et
al., 1994). Também vale mencionar a presenc¢a do dcido 4-aminobutirico, o qual, segundo relatos,
pode causar paralisia nos musculos de nematoides (Perry e Maule, 2004). Ainda no extrato das
folhas de A. crassiflora, foi possivel identificar por RMN de 'H, a betaina trigonelina, que possui
um importante papel na resisténcia de plantas a fitopatégenos.

A caracterizacdo quimica do 6leo isolado revelou a presenca de varios compostos de
natureza graxa, sendo o éster metilico do 4cido palmitico o composto majoritirio. Gu e
colaboradores (2005), ao estudarem o efeito de 4cidos graxos e derivados sobre a mobilidade de
C. elegans ndo observaram atividade nematicida para o palmitato de metila e o estearato de
metila na concentragio de 150 pg.mL™". Neste trabalho, também nio foram observadas atividades
para esses compostos na concentragdo de 1000 ug.mL'l. Esses resultados sugerem que os

compostos minoritdrios do 6leo podem estar correlacionados com a atividade nematicida
observada (EDsy = 350 ;,lg.mL'1 ).
Concluindo, este € o primeiro relato da atividade nematicida dos extratos de Annona

crassiflora, os resultados apresentados apontam esta espécie como uma fonte promissora para o

desenvolvimento de novos produtos para o controle de nematoides.

124



4.6 Referéncias Bibliograficas

Abdel-Farid, I.B., Kim, H.K., Choi, Y.H., Verpoorte, R. Metabolic characterization of Brassica
rapa leaves by NMR spectroscopy. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.55, p.
7936-43, 2007.

Adebayo, A.H., Tan, N.H., Akindahunsi, A.A., Zeng, G.Z., Zhang, Y,M. Anticancer and
antiradical scavenging activity of Ageratum conyzoides L. (Asteraceae). Pharmacognosy
Magazine, v.6, p. 62-66, 2010.

Ali, K., Maltese, F., Fortes, A.M., Pais, M.S., Choi, Y.H., Verpoorte, R. Monitoring biochemical
changes during grape berry development in Portuguese cultivars by NMR spectroscopy.
Food Chemistry, v.124, p. 1760-69, 2011.

Ali, K., Maltese, F., Zyprian, E., Rex, M., Choi, Y.H., Verpoorte, R. NMR metabolic
fingerprinting based identification of Grapevine metabolites associated with downy Mildew
resistance. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.57, p. 9599-9606, 2007.

Annarao, S., Sidhu, O.P., Roy, R., Tuli, R., Khetrapal, C.L., Lipid profiling of developing
Jatropha curcas L., seeds using "H NMR spectroscopy. Bioresource Technology, v.99, p.
9032-9035, 2008.

Brenner, S. The genetics of Caenorhabditis elegans. Genetics, v.77, p. 71-94, 1974.

Caboni, P., Ntalli, N.G., Aissani, N., Cavoski, 1., Angioni, A. Nematicidal activity of (E,E)-2,4-
decadienal and (E)-2-decenal from Ailanthus altissima against Meloidogyne javanica.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.60, p. 1146-1151, 2012.

125



Camurcga-Vasconcelos, A.L.F., Morais, S.M., Santos, L.F.L., Rocha, M.F.G., Bevilaqua, C.M.L.
Validagdao de plantas medicinais com atividade anti-helmintica. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v.7, p.97-106, 2005.

Castro, 1. Villegas-Aguilar, J.R., Soeder, B., Castro-Castillo, O., Soeder, O.C.B. Oxoaporphine
alkaloids from Annona purpurea wood. Fitoterapia, v.67, p. 181-182, 1996.

Cavé, A., Leboeuf, M.,Waterman, P. G. The aporphinoid alkaloids of the Annonaceae. In:
Alkaloids: chemical and biological perspectives. New York: John Wiley, 1987. p. 134-270.

Chatterjee, S., Srivastava, S., Khalid, A., Singh, N., Sangwan, R.S., Sidhu, O.P., Roy, R.,
Khetrapal, C.L., Tuli, R. Comprehensive metabolic fingerprinting of Withania somnifera
leaf and root extracts. Phytochemistry, v.71, p. 1085-94, 2010.

Chitwood, D. J. Phytochemical based strategies for nematode control. Annual Review of
Phytopathology, v.40, p. 221-249, 2002.

Dang, Q.L., Kim, W.K., Nguyen, C.M., Choi, Y.H., Choi, G.J., Jang, K.S., Park, M.S., Lim,
C.H., Luu, N.H.,, Kim, J.C. Nematicidal and antifungal activities of Annonaceous
acetogenins from Annona squamosa against various plant pathogens. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.59, p. 11160-7, 2011.

Dhasan, P.B., Jegadeesan, M., Kavimani, S. Cucurbitacins isolated from the fruits of Momordica
cymbalaria Hook f. Pharmacognosy Magazine, v.4, p. 96—100, 2008.

Djian, C., Ponchet, M., Cayrol, J.C. Nematocidal properties of carboxylic acids and derivatives.
Pesticide Biochemistry and Physiology, v.50, p. 229-239, 1994.

Ferreira, L.E., Castro, P.M.N., Chagas, A.C.S., Franca, S.C., Beleboni, R.O. In vitro anthelmintic
activity of aqueous leaf extract of Annona muricata L. (Annonaceae) against Haemonchus

contortus from sheep. Experimental Parasitology, v.143, p. 327-332, 2013.

126



Gill, M.S., Olsen, A., Sampayo, J.N., Lithgow, G.J. An automated high-throughput assay for
survival of the nematode Caenorhabditis elegans. Free Radical Biology and Medicine, v.
35, p. 558-565, 2003.

Gu, J.Q., Eppler, C.M., Montenegro, G., Timmins, S.D., Timmermann, B.N. Identification of
nematicidal fatty acids and triglycerides from seeds of Jubaea chilensis by GC-EI-MS and
chemical transformation methods. Zeitschrift fiir Naturforschung C, v.60, p. 527-33, 2005.

Hunt, P.R., Olejnik, N., Sprando, R.L. Toxicity ranking of heavy metals with screening method
using adult Caenorhabditis elegans and propidium iodide replicates toxicity ranking in rat.
Food and Chemical Toxicology, v.50, p. 3280-3290, 2012.

Kampkotter, A., Timpel, C., Zurawski, R.F., Ruhl, S., Chovolou, Y., Proksch, P., Witjen, W.
Increase of stress resistance and lifespan of Caenorhabditiselegans by quercetin.
Comparative Biochemistry and Physiology B, v.149, p. 314-323, 2008.

Kim, H.K.; Choi, Y.A.; Verpoorte, R. NMR-based metabolomic analysis of plants. Nature
Protocols, v.5, p. 36-49, 2010.

Knothe, G., Kenar, J.A. Determination of the fatty acid profile by 'H NMR spectroscopy.
European Journal of Lipid Science and Technology, v.106, p. 88-96, 2004.

McGaw, L.J., Van der Merwe, D., Eloff, J.N. In vitro anthelmintic, antibacterial and cytotoxic
effects of extracts from plants used in South African ethnoveterinary medicine. The
Veterinary Journal v. 173, p. 366-372, 2007.

Mukhtar, T., Pervaz, 1. In vitro evaluation of ovicidal and larvicidal effects of culture filtrate of

Verticillium chlamydosporium against Meloidogyne javanica. International Journal of

Agricultural and Biological, v.4, p.576-579, 2003.

127



Perry, R.N., Maule, A.G. Physiological and biochemical basis behaviour. In: Gauler, R. & L.
Bilgrami (ed). Nematode Behaviour. CABI Publishing, New Jersey, p. 197-238, 2004.
Pimenta, L. P. S., Kim, H. K., Verpoorte, R., Choi, Y.H. NMR-Based Metabolomics: A Probe to
Utilize Biodiversity. In: Ute Roessner; Daniel Anthony Dias (eds.). Methods in Molecular

Biology. 1* ed.Clifton, N.J.: Humana Press, v.1055, p. 117-127, 2013.

Pimenta, L.P.S., Boaventura, M.A.D., Cassady, J.M., Oliveira, A.B. Grossamide and n-trans-
caffeoyltyramine from Annona crassiflora seeds. Planta Medica, v.62, p. 76, 1996.

Pimenta, L.P.S., Boaventura, M.A.D., Oliveira, A.B. Crassiflorina, uma acetogenina tetra-
hidrofuranica citotéxica de Annona crassiflora (araticum). Quimica Nova, v.17, p. 387-391,
1994.

Saul, N., Pietsch, K., Menzel. R., Steinberg, C.E. Quercetin-mediated longevity in
Caenorhabditiselegans: is DAF-16 involved? Mechanisms of Ageing and Development,
v.129, p. 611-3, 2008.

Scott, A.J., Knott, M.A.A. Cluster analyses method for grouping means in the analyses of
variance. Biometrics, v.30, p. 502-512, 1974.

Stiernagle T, Maintenance of C. elegans. WormBook, ed. The C. elegans Research Community,
WormBook.doi/10.1895/wormbook.1.101.1, 2006.

Thakur, A., Jain, V., Hingorani, L., Laddha, K.S. Phytochemical studies on Cissus
quadrangularis Linn. Pharmacognosy Research, v.1, p. 213-215, 2009.

Torina, A., Dara, S., Marino, A.M., Sparagano, A.O., Vitale, F., Reale, S., Caracappa, S. Study of
gastrointestinal nematodes in sicilian sheep and goats. Annals of the New York Academy of

Sciences, v.1026, p. 187-194, 2004.

128



Tsao, R., Yu, Q. Nematicidal activity of monoterpenoid compounds against economically
important nematodes in agriculture. Journal of Essential Oil Research, v. 12, p. 350-354,
2000.

Waller, P.J., Larsen, M. The role of nematophagous fungi in the biological control of nematode

parasites of livestock. International Journal for Parasitology, v.23, p. 539-546, 1993.

129



Capitulo 5

ANALISE QUANTITATIVA DA BETAINA TRIGONELINA EM
ESPECIES DE Annona POR ESPECTROSCOPIA DE RMN DE 'HE

AVALIACAO DA SUA ATIVIDADE NEMATICIDA
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5.1Introducao

As betainas sdo derivados de aminodcidos contendo um nitrogénio quaterndrio. Os
compostos desta classe tém sido encontrados em animais, plantas, algas, fungos e bactérias
(Blunden et al., 1986). Fisiologicamente, as betainas t€ém uma acdo osmorregulatéria e sdo
doadores de grupos metila (Rochfort er al., 2008). Dentre essas substancias mesoionicas, a
trigonelina (Figura 5.1) apresenta varios efeitos benéficos para a sadde, tais como atividade
hipoglicemiante, hipocolesterolémica, antitumoral, anti-enxaqueca, antisséptica (Corol et al.,
2012; Sanchez-Herndndez, et al., 2010). Ademais, tem sido demonstrado que a trigonelina tem

um importante papel na resisténcia de plantas ao ataque de patégenos (Tyihak et al., 1988).

Figura 5.1 - Férmula estrutural da betaina trigonelina.

A trigonelina estd amplamente distribuida em plantas terrestres, estando geralmente
presente em espécies herbdceas de habitat salino e seco (Dini et al., 2006) e foi isolada pela
primeira vez a partir das folhas de Trigonella foenum graecum, também conhecida por alforva
(Johns, 1885). Machado e colaboradores (2012), utilizando RMN de 'H, observaram um teor
médximo de 1,20 mg.g”' em raizes de cultivares de Coffea arabica. Mantur e Kamal (2012),

utilizando CLAE, quantificaram em vdrias partes de Moringa olerifera, onde o teor maximo foi
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observado em vagens (3,55 mg.g™"), seguido de folhas (2,60 mg.g"), raizes (2,15 mg.g"), haste
(1,90 mg.g") e flores (1,60 mg.g"). Vérias técnicas analiticas j4 foram utilizadas para
identificagdo e quantificacdo da trigonelina. Dentre essas técnicas, pode-se destacar a RMN de
'H, que possibilita em uma tinica etapa a identificacdo e quantificacio simultinea do composto de

interesse (Machado et al., 2012).

5.2 Objetivos

Propor uma metodologia para a identificagdo e quantificacdo da trigonelina nos extratos
de diferentes espécies do género Annona, utilizando espectroscopia por RMN. Também foi
objetivo deste trabalho avaliar a atividade nematicida desta betaina utilizando o nematoide de

vida livre Caenorhabditis elegans como modelo.
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5.3 Procedimentos experimentais

5.3.1 Material vegetal

As folhas das espécies Annona crassiflora, A. coriacea, A.dolabripetala e A. cherimolia
foram coletadas na Fundagdo Zooboténica, Jardim Zoolégico de Belo Horizonte. A espécie A.
muricata foi coletada no campus Pampulha da UFMG, as espécies A. neolaurifolia coletadas no
Parque Ecoldgico do Campus Pampulha da UFMG e a A.sylvatica foi coletada em Lagoa Santa,
Minas Gerais. As folhas de todas as espécies coletadas foram congeladas imediatamente em
nitrogénio liquido. Todas as espécies foram identificadas pelo Prof. Dr. Jodo Renato Stehman e

depositadas no herbério do ICB.

5.3.2 Preparo dos extratos

Para a obtencdo dos extratos, utilizou-se a metodologia de Kim e colaboradores (2010)

descrita no capitulo 2.3.4.1 (pag. 36).

5.3.3 Quantificacdo por RMN de 'H

Inicialmente foram determinados os valores para o tempo de relaxacdo (7)), através do
método de inversdo-recuperagdo utilizando-se intervalos de tempos a partir de uma lista pré-
definida (vdlist) de 20, 10, 5, 3, 2, 1; 0,7, 0,40, 0,1, 0,05 e 0,01s, com 8 promediacdes e tempo de
recuperagdo de 10 s. Apds a determinacdo do 7 para o niicleo mais lento, o melhor tempo de

espera (d1) foi estimado multiplicando o valor encontrado por cinco (Pieri et al., 2011).
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Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos a 25 °C com janela espectral de 16 ppm,
nimero de pontos 32k, com pré-saturacdo do sinal de HDO, 32 promediagdes, tempos de
aquisicdo (AQ) e recuperacdo (dl) de 3,0 e 1,5, respectivamente. Todos os espectros foram
obtidos utilizando-se a sequéncia de pulsos zgcppr. Para o processamento foi utilizado o
alargamento de linha de 0,3 Hz, anterior a transformada de Fourier. As fases e linhas de base
foram corrigidas utilizando o programa TopSpin 1.3 e por fim os espectros foram calibrados pelo
sinal do TSP-d, em ¢ 0,00.

Para a quantificacao da trigonelina nas espécies de Annona, foram utilizados dois métodos
distintos. O primeiro método empregado baseia-se na preparacdo de uma curva de calibracao,
construida com o padrdo de trigonelina (Sigma-Aldrich, 99%), tendo sido a drea do sinal do
padriao interno TSP-ds em 6 0,00 relacionada a area do hidrogénio H-2 da trigonelina. No
segundo método, foram realizados célculos diretos, utilizando-se somente a proporcionalidade do
sinal de interesse da trigonelina (H-2) e o sinal dos hidrogénios do TSP-ds. A concentracdo da
trigonelina foi determinada utilizando a equacao 3.2 descrita no capitulo 3, item 3.3.3.1 (pag. 75).

As correlagdes homonucleares 'H-"H COSY, foram registradas com uma sequéncia de
pulsos padrao de 90°-90° e gradientes de campo na direcdo do eixo z. Esses experimentos foram
adquiridos com tempo de recuperacdo de 1s e sob a janela espectral de 8 KHz, tendo sido
adquiridos 1024 incrementos com 8 promediacdes. A transformada de Fourier foi aplicada e os

dados transformados foram entdo simetrizados.
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5.3.4 Analise estatistica

Os valores para a concentracdo de trigonelina nas folhas foram transformados em

VX+05 ¢ submetidos 2 andlise de varidncia, empregando-se o programa computacional

SISVAR. As médias foram comparadas segundo o teste de Scott e Knott, 1974.

5.3.5 Avaliacdo da atividade nematicida da betaina trigonelina

Para avaliacdo da atividade nematicida da trigonelina sobre o nematoide C. elegans,

seguiram-se os procedimentos descritos no Capitulo 4, item 4.3.7 (pag. 103).
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5.4 Resultados e discussio

5.4.1 Identificacdo da trigonelina

Nos espectros de RMN de 'H dos extratos das diferentes espécies de Annona foram

assinalados sinais caracteristicos dos dtomos de hidrogénios aromdticos da trigonelina que,

devido a desblindagem de alguns dos seus hidrogénios, apresenta sinais de hidrogénios em uma

regido pouco congestionada do espectro (¢ 8,0-10,0). Nessa regido foram registrados os sinais dos

hidrogénios aromaticos em ¢ 8,09 (H-5, dd), um multipleto em ¢ 8,85 (H-4 e H-6) e um simpleto

em 0 9,14 (H-2, s). Os hidrogénios do grupo N-metilico foram registrados em ¢ 4,44 (H-8, s). A

Figura 5.2a ilustra um dos espectros obtidos e os sinais atribuidos a trigonelina. No mapa de

contornos COSY (Figura 5.2b) foi possivel observar a correlagdao de H-5 com H-6 e H-4.
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Figura 5.2 - (a) Espectro de RMN de 'H do extrato das folhas de Annona sylvatica (400 MHz,

metanol-dy/ tampao KH,POs em D,0O, pH=6). (b) A inser¢cdo mostra a expansdo do mapa de

contorno COSY.
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Para efeitos de comparacao, na Figura 5.3 (pdg. 138) sdo apresentados dois espectros de
RMN de 'H dos extratos das folhas de Annona sylvatica, sendo um deles com adi¢io do padrio
trigonelina, no qual se observa claramente o aumento na intensidade dos sinais atribuidos a essa

betaina.
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(b)

(a)

Extrato das folhas de Annona sylvatica com
adicao do padrao de trigonelina.

Extrato das folhas de Annona sylvatica

95 90 85 80 75 70 65 6.0

30 25 20 15 1.0 05 00 ppm

Figura 5.3 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, metanol-ds/ tampao KH,PO, em D,O, pH=6) do extrato das folhas de Annona

sylvatica (a) e com a adi¢ao do padrdo trigonelina (b)
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5.4.2 Quantificacao da trigonelina nos extratos das folhas de Annona

De modo geral, os métodos que empregam a ressonancia magnética nuclear
quantitativa (RMNq) nao descrevem o comportamento da relaxacdo longitudinal (7}) do
padrao interno e dos hidrogénios da amostra, um importante requisito para a otimizacdo do
tempo de espera (d1) (Pieri et al., 2011). Esse tempo € necessdrio para permitir que os spins,
que foram excitados, relaxem na quase totalidade ao equilibrio de Boltzman. Assim, para um
tempo de espera inferior 5x7;, haverd influéncia na intensidade dos sinais. Portanto, foram
determinados os valores de T} para os hidrogénios do grupo metila do TSP-d4 e para o H-2 da
trigonelina. As Figuras 5.4 e 5.5 (pag. 139) ilustram os resultados obtidos no experimento de
inversdo recuperacdo. Observa-se que a relaxacdo quase total ocorre para um tempo préoximo
de 5x Ty, sendo que o valor de T calculado para o sinal do TSP-d, foi de 4,05 s e para o H-2
da trigonelina o 7; calculado foi de 3,06 s. Desse modo, com objetivo de se garantir a

relaxacdo efetiva dos nicleos dos hidrogénios, foi utilizado um tempo de espera (d1) de 21s

durante a aquisi¢ao dos espectros.
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2000/ TSP-d S T1=306
5 u 4 -1x10 / H-2 (trigonelina)
-4.0x10" 1 J Fungio utilizada para T1 7 -
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Figura 5.4 - Tempo de relaxacdo longitudinal para o TSP-ds4 (a) e para trigonelina (b).
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Figura 5.5 - Evolug¢do temporal da magnetizagdo longitudinal do espectro de

trigonelina em fun¢@o de uma variacao T.

'"H da

Ap6s a aquisi¢do e o processamento dos espectros de RMN de 'H, a integral do sinal

em 0 9,14, referente H-2 da trigonelina, foi relacionada a integral do sinal dos hidrogénios do

TSP-d, em 6 0,00. A determinagdo da concentracdo da trigonelina utilizando a RMN de 'H foi

realizada com base na linearidade do método, que foi avaliada através da constru¢do de uma

curva de calibracdo (Figura 5.6, pag. 141). As expansdes dos espectros de RMN de 'H da

trigonelina, em diferentes concentragdos, podem ser visualizadas na Figura 5.7 (pag. 141). A

curva de calibragdo apresentou linearidade com coeficiente de correlagdo igual a 0,998 no

intervalo de 0,12-1,12 mg.mL'l.
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Figura 5.6 - Curva de calibracdo para determinagdo da concentragao de trigonelina.
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Figura 5.7 - Expansio do espectro de RMN de 'H da betaina trigonelina (400 MHz, metanol-

ds/ tampao KH,PO4 em D,0, pH=6).
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Desta forma, pode-se confirmar que esse método pode ser usado para a quantificacado
de trigonelina. Com base nesses resultados, foram avaliadas sete espécies de Annona, com
objetivo de quantificar por RMN de 'H o teor de trigonelina. Os valores médios obtidos sdo
apresentados na Tabela 5.1, junto com o desvio padrdo para cada espécie. Para efeito de
comparacdo, os valores obtidos através do célculo direto também sdo apresentados. Esses
valores nao diferem estatisticamente daqueles obtidos pelo emprego da curva de calibracao
(Tabela 5.1), comprovando que essa abordagem por RMN de 'H ndo depende de calibracio
externa, o que representa uma vantagem em comparagdo com as abordagens tradicionais
baseadas em CLAE. Observa-se também que, A. neolaurifolia foi a espécie que apresentou
maior valor médio para a concentracdo de trigonelina. Esse resultado aponta esta Annona
como potencial produtivo de fitoterdpicos, devido as atividades bioldgicas ja relatada para
trigonelina (Corol et al., 2012; Sanchez-Hernandez, et al., 2010 ). Ademais, o contetido desta
betaina em A. neolaurifolia apresentou-se na mesma ordem de grandeza dos valores
encontrados para a principal fonte natural de trigonelina, a Trigonella foenum graecum L
(Satheeshkumar et al., 2010).

Tabela 5.1 - Concentracao de trigonelina em espécies de Annona.

Espécie Parte Concentragio (mg.g™), Concentragio (mg.g™),
determinada pelo determinada com uso de uma
método direto. curva de calibragdo.

Annona muricata Folha 0,67 0,04 b 0,90+ 0,03 b
Annona neolaurifolia Folha 10,04 £040 g 9,61£037¢
Annona dolabripetala Folha 494 +025d 4,86+ 0,24d
Annona sylvatica Folha 6,56+ 0,04 f 6,39+0,36 f
Annona cherimola Folha 5,65+0,27 e 551£0,25¢
Annona coriacea Folha 2,11 10,36 ¢ 2,23+0,34 ¢
Annona crassiflora Folha 1,16 £ 0,04 a 1,26+ 0,03 a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com teste Scott-knott (P <

0,05).
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5.4.3 Avaliagdo da atividade nematicida da betaina trigonelina

Motivado pelos resultados descritos na literatura da atividade nematicida de outras

betainas (Wu et al., 1998; Wu et al., 1997) e ainda pela atividade inibitéria da trigonelina

frente a enzima acetilcolinesterase (Satheeshkumar et al., 2010), uma enzima que atua na

terminacao dos impulsos nervosos e alvo de varios nematicidas comerciais, era de se esperar

que fosse encontrada para trigonelina um resultado positivo nos testes de mobilidade com o

nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans. Entretanto, no presente trabalho, a

trigonelina ndo se mostrou ativa contra esse verme, quando testada no intervalo de

concentracdes de 0,01 a 1000 p g.le (Figura 5.8).
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Figura 5.8 - Mobilidade de Caenorhabditis elegans expostos a diferentes concentracdes de

trigonelina.
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5.5 Conclusio

Neste trabalho foi identificada e quantificada a betaina trigonelina em sete espécies do
género Annona (A. muricata, A. neolaurifolia, A. dolabripetala, A.sylvatica, A. cherimolia, A.
coriacea, A. crassiflora). O potencial da espectroscopia de RMN como uma ferramenta
analitica foi, mais uma vez demonstrado, com as suas particularidades, isto é, ndo especifico,
ndo dispendioso, ndo necessita de curva de calibracdo e ndo demandando longo tempo no
preparo da amostra. No teste de mobilidade do nematoide Caenorhabditis elegans nenhum
efeito foi observado para tal substancia o que sugere que seu mecanismo de acao nao atinge a

mobilidade do nematoide.
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Capitulo 6

CONCLUSAO GERAL
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Atualmente existe uma pressao por parte da sociedade para que o uso dos nematicidas
sintéticos seja cada vez mais restrito. Desta forma, faz-se necessdrio buscar novas
metodologias menos onerosas € que ndao contaminem o ambiente com essas substancias.
Diante desta perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo introduzir o estudo
metabolomico, utilizando a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio como ferramenta
analitica, no estudo de plantas do género Annona, consideradas resistentes a infestacao por
nematoides de galhas.

Levando em consideracdo este objetivo geral o estudo metaboldomico associado a
resultados de testes nematicidas possibilitou a deteccdo de mudancas metabdlicas na planta
Annona muricata apés 24 horas de exposicdo ao nematoide Meloidogyne javanica. Este
resultado sugere que ocorra uma resposta de defesa rapida no local da infestacdo, conhecida
como reacdo de hipersensibilidade (HR), que se encontra associada ao aumento da
concentracdo de xantina e dopamina no metaboloma das plantas inoculadas em relagcdo
aquelas ndo inoculadas. Foi também detectada a presenca de acetogeninas de anondceas na
raiz e constatada sua toxicidade ao nematoide, levando a propor que pode haver um
mecanismo sinérgico de protecdo da planta ao ataque do nematoide. Faz-se necessario que
mais estudos sejam conduzidos para uma completa elucidagdo dos mecanismos de resisténcia
de Annona muricata ao nematoide Meloidogyne javanica.

Partindo-se da observacdo que Annona crassiflora apresentou atividade nematicida in
vitro, utilizando como modelo o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans. Foi
detectado que a atividade nematicida se deve a compostos de média polaridade, dentre eles
destacam-se o monoterpeno 2-isopropil-5-metilciclohexan-1-ol (mentol) e o alcaloide
aporfinico aterospermidina.

Em virtude da escolha da RMN de 'H como ferramenta analitica, foram desenvolvidas

metodologias, utilizando a RMN de 'H, para quantificacdo do teor total das acetogeninas -
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lactona-o,B-insaturada e da betaina trigonelina. O potencial da RMN de '"H combinada com
regressao por minimos quadrados parciais, para previsao da atividade larvicida dos extratos
das folhas de Annona muricata, foi avaliado validando mais uma vez o uso da RMN de 'H no
desenvolvimento de metodologias para previsdo de atividades bioldgicas.

Dentro deste contexto, informacdes a respeito do metaboloma de plantas do género
Annona foram obtidas. Tais conhecimentos sdo de fundamental importancia para
correlacionar a composi¢ao quimica destas plantas com as suas propriedades bioldgicas.

Por fim, os resultados aqui descritos sdo de grande importancia, pois visam relacionar
as propriedades bioldgicas de algumas anondceas com o metaboloma destas espécies. Eles
podem, por exemplo, contribuir para a obten¢do de cultivares que, a0 mesmo tempo, sejam
resistentes aos nematoides e apresentem producgdes agricolas de qualidade e em quantidade
equivalente ou superior cultivares suscetiveis. Além disso, o estudo da metaboloma de plantas
relacionado com as propriedades nematicidas pode ser uma etapa para o desenvolvimento de

novos nematicidas de origem natural.
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