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RESUMO

ATIVIDADE INSETICIDA DE ESPECIES DE Trichilia FRENTE A
LAGARTA-DO-CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda — Este
trabalho apresenta o estudo fitoquimico e os ensaios biologicos realizados com
os extratos organicos dos frutos e sementes das espécies Trichilia claussenii, T.
elegans e inflorescéncias 7. catigua sobre Spodoptera frugiperda. Dentre os
extratos ensaiados, os extratos metandlicos das sementes de 7. claussenii €
inflorescéncias de 7. catigua foram os que apresentaram a mais alta atividade
inseticida, com 64,0 ¢ 64,4 % de mortalidade, respectivamente. O estudo
biomonitorado do extrato metandlico das sementes de 7. claussenii levou a
identificagdo dos 4acidos w-fenil alcanodicos e alquenoicos, substincias ativas
neste extrato. Do extrato metanolico das inflorescéncias de 7. catigua foi isolado
o flavonoide ent-catequina, associado a atividade inseticida encontrada neste
extrato. Acidos graxos com cadeias metilénicas variando entre C-5 a C-16 foram
testados sobre S. frugiperda. Ensaios mostraram que os acidos hexanoico,
nonanoico ¢ decandico apresentaram altas taxas de mortalidade na concentragao
de 10,0 mg/mL. Através do estudo dessas trés espécies foi possivel isolar e ou
identificar as substancias: dcidos w-fenil alcanodicos e alquenoicos, y-lactonas, 4-
hidréxi-N-metilprolina, N-metilprolina, uridina, uracila, ent-catequina, acido 5-
O-cafeoilquinico, os esteroides 3-6-O-8-D-glucopiranosil sitosterol, 5-sitosterol,
campesterol, estigmasterol ¢ sitostenona. Sendo os limondides 116-
acetoxiobacunona e 1,2—diidro-1a-acetoxi-118B-acetoxi-14,15-epoxicneorina R

isolados pela primeira vez no género Trichilia.
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ABSTRACT

INSECTICIDAL ACTIVITY OF Trichilia SPECIES AGAINST ON FALL
ARMYWORM Spodoptera frugiperda. This work presents the phytochemical
study and biological assays carried out with organic extracts of fruits and seeds
from Trichilia claussenii, T. elegans and inflorescence from 7. catigua against
S. frugiperda. Among the extracts assayed, the methanol extracts of seeds from
T. claussenii and inflorescence from 7. catigua presented the highest insecticidal
activity, with 64,0 and 64,4 % of mortality, respectively. The bioassay-guided
study of the methanol extract of seeds from 7. claussenii led to identification of
o-phenylalkyl and alkenyl fatty acids, active substances in this extract. The
flavonoid ent-catequin was isolated from the methanol extract of inflorescence
from T. catigua and it was associated with the insecticidal activity found in this
extract. Fatty acids with the methylene chains ranging from C-5 to C-16 were
assayed against S. frugiperda. Tests showed that the hexanoic, nonanoic and
decanoic acids, displayed the highest rate of mortality at concentration of 10,0
mg/mL. The study of the three species allowed isolating and identifying the
following compounds: a mixture of w-phenylalkyl and alkenyl fatty acids, y-
lactonas, 4-hydroxy-N-methylproline, N-methylproline, uridine, uracile, ent-
catequin,  5-O-cafeoylquinic acid and the steroids  3-6-O-6-D-
glucopyranosilsitosterol, 5-sitosterol, campesterol, estigmasterol e sitostenone.
The limonoids 1186-acetoxyobacunone and 1,2-dihiyro-1a-acetoxy-118-acetoxy-

14,15-epoxycneorin R were isolated for the first time from a Trichilia species.
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1-INTRODUCAO

1.1 - A familia Meliaceae

A familia Meliaceae, pertencente a ordem Rutales, ¢ constituida por
51 géneros de plantas lenhosas que se distribuem em regides tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios terrestres. O numero de espécies € de
aproximadamente 1400 (BANERIJI, 1984). Os géneros encontrados no Brasil sao
Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea e Trichilia, sendo os trés
primeiros exclusivamente americanos (PENNINGTON & STYLES, 1975).

As melidceas, geralmente sdo arvores de grande porte, conhecidas
pela qualidade de suas madeiras (mogno, cedro-rosa, canjerana) (BANERJI &
NIGAN, 1984), elas também se destacam pela bioatividade de varios de seus
metabolitos secundarios, principalmente os limonoides. Esta classe de compostos
tem apresentado diversos tipos de atividades bioldgicas, tais como:
antiparasitaria, citotoxica, antimalarica, antiviral, antibacteriana e principalmente
inseticida (BRAY et al., 1990; CHAMPAGNE et al., 1992).

A quimica dos limondides de Meliaceae comegou em 1960, com o
isolamento da gedunina (I) (FIGURA 1.1) de Entandrophragma angolense
(TAYLOR, 1984). A partir de entdo muitos limonoides tém sido isolados de
espécies desta familia, sendo a azadiractina (II) (FIGURA 1.1) de Azadirachta
indica (Meliaceae) (BUTTERWORTH & MORGAN, 1968) o mais conhecido. A
azadiractina possui um grande potencial inseticida, apresentando atividade frente
a varias espécies de insetos. Este composto interfere no funcionamento das
glandulas endocrinas que controlam a metamorfose em insetos, impedindo o

desenvolvimento da ecdise (REMBOLD, 1989).
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GEDUNINA -1 AZADIRACTINA - II

FIGURA 1.1 - Estrutura dos limondéides gedunina e azadiractina.

A azadiractina apresenta atividade fagoinibidora, que constitui uma
das atividades mais relevantes relatadas para as plantas da familia Meliaceae
(LEE et al., 1991), seu efeito foi comprovado para aproximadamente 300
espécies de insetos (MARTINEZ, 2002).

Quimicamente, os limondides sdao derivados de triterpenos
tetraciclicos, eufol (III) ou tirucalol (IV) (FIGURA 1.2), onde ocorrem varias
oxidagdes e rearranjos, levando a formacdo de diferentes tipos estruturais
(CONNOLLY, 1983). Segundo a classificacdo de proposta por Taylor (1984), os
limondides isolados de Meliaceae podem ser divididos em onze grupos
principais, de acordo com o padrio de esqueleto carbonico apresentado

(FIGURA 1.3).

I H-20¢,
IV H-20B

FIGURA 1.2 - Os triterpenos eufol (IIT) e tirucalol (IV).
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FIGURA 1.3 — Substancias que representam os principais tipos de esqueletos dos

limondides de Meliaceae (TAYLOR, 1984).
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1.2 - O género Trichilia

Segundo a classificagdo morfologica de Pennington e Styles
(PENNINGTON, 1975) o género Trichilia encontra-se na mesma sub-familia que
os géneros Melia e Azadirachta (TABELA 1.1.) e, portanto, existe a
possibilidade de se isolar de Trichilia substancias semelhantes as isoladas de
Melia e Azadirachta.

TABELA 1.1. Classificagdo morfologica da familia Meliaceae segundo
Pennington e Styles (PENNINGTON, 1975).

Sub-familias Tribos Géneros

Swietenioideae Cedreleae Cedrela, Toona
Swietenieae ~ Khaya, Neobeguea, Soymida, Chukrasia,
Entandrophragma, Pseudocedrela, Lovoa,
Schmardaea, Swietenia
Xylocarpeae  Carapa, Xilocarpus
Melioideae Turraeeae Munronia, Naregamia, Turraea, Nymania,

Humbertioturraea, Calodecaryia

Melieae Melia, Azadirachta
Vavaeeae Vavaea
Trichilieae Trichilia, Walsura, Pseudobersama,

Pterorhachis, Cipadessa, Ekerbegia,

Lepidotrichilia, Owenia, Malleastrum,
Astrotrichilia
Aglaieae Aglaia, Lansium, Aphanamixis,

Reinwardtiodendron, Sphaerosacme
Guareeae Heckeldora, Cabralea, Ruagea, Turreanthus,

Guarea, Chisocheton, Megaphyllaea,

Synoum, Anthocarapa, Pseudocarapa,
Dysoxylum
Quivisianthoideae Sandoriceae  Sandoricum, Quivisianthe
Cuparonianthoideae Cuparonianthus

|
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O género Trichilia apresenta aproximadamente 230 espécies
(RAMIREZ et al., 2000) e tem ocorréncia na América tropical, Africa e regido
Indo-Malaio. E um dos géneros que possui o maior nimero de espécies na
familia. Dentro da sub-familia Melioideae ¢ o género que apresenta maior
numero e tipos de limondides (PENNINGTON, 1981).

Os limondides do grupo 8 (FIGURA 1.3), com anel C-seco, sdo os
mais ativos contra insetos (azadiractina) e parecem restritos aos géneros Melia e
Azadirachta. Porém, a heudebolina, um limonodide com anel C-seco, foi isolado
de Trichilia heudelotii (ADESIDA et al., 1973) e este ¢ um dos motivos do

interesse no estudo de espécies do género Trichilia.

AcO"

FIGURA 1.4 - O limondéide heudebolina

Varios limondides foram isolados de diversas espécies de Trichilia
(ADESIDA & OKORIE, 1973; CHAN et al., 1973; CONNOLY et al., 1979;
MULHOLAND & TAYLOR, 1980; JOLAD et al., 1980; 1981a; ARENAS &
RODRIGUEZ-HANN, 1990; TINTO et al., 1991; CORTEZ et al., 1992; 2000;
INADA et al., 1994; MUSKA et al., 1995; GARCEZ et al., 1997; 2000;
RODRIGUEZ-HAHN et al., 1996; RAMIREZ et al., 2000; MATOS, 2006;
WANG et al., 2008).

Além dos limonoides, outras classes de substancias tém sido isoladas do
género Trichilia: esteroides de T. hirta (CHAURET et al., 1996), esteroides e

cumarinas de 7. estipulata (CORTEZ et al., 1998), sesquiterpenos (GARCEZ, et
6
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al., 1997b), lignanas e y-lactonas (PIZZOLATTI et al., 2002; 2004) de T.
catigua, triterpenos do tipo tirucalano de 7. hispida (JOLAD et al., 1980, 1981b)
e de T. connaroides (INADA et al., 1994), esteroides pregnanos de T.
schomburgkii  (TINTO et al., 1991; KETWARU et al., 1993) e de T.
connaroides (ZHANG et al., 2003; WANG et al., 2008), protolimondides de 7.
elegans (GARCEZ et al., 1996); protolimonoéide glicosilado de 7. prieuriana de
(OLUGBADE et al., 2000), triterpenos do tipo cicloartano, acidos -fenil
alcandicos e alcenoicos, y-lactonas, esterdides androstanos e pregnanos e
sesquiterpenos de 7. claussenii (PUPO et al., 1996; 1997a; 1998 e 2002),
sesquiterpenos, triterpenos e esterdides de 7. lepidota (PUPO et al., 2002),
cumarinas de 7. elegans (MATOS, 20006).

Diversos trabalhos comprovando a atividade inseticida de Trichila
ssp. sobre Spodoptera frugiperda tém sido realizados (MIKOLAJCZAK et al.,
1987; 1989; RODRIGUEZ & VENDRAMIM, 1996; 1997; ROEL et al., 2000;
WHEELER et al., 2001a; 2001b; BOGORNI & VENDRAMIM, 2003; 2005;
MATOS et al., 2006).
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1.2.1 — Trichilia claussenii C. DC.

Trichilia claussenii ¢ popularmente conhecida como catigua-
vermelho, catigua, quebra-machado. E uma espécie nativa do Brasil e ocorre
desde Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul, na floresta
latifoliada semidecidua (tipo floresta onde as arvores perdem de forma parcial ou
total suas folhas durante a época mais seca e mais fria do ano).

A arvore atinge altura de 6 a 12m (FIGURA 1.5) (LORENZI, 1994),
sua madeira ¢ leve, compacta, medianamente resistente ¢ moderadamente
duravel, sendo apropriada para marcenaria leve, forros, lambris e acabamentos
internos em construcgao civil.

Florescem durante os meses de agosto-outubro e os frutos (FIGURA

1.5) amadurecem em janeiro-margo.

FIGURA 1.5 — Arvore adulta de Trichilia claussenii. Em destaque folhas com

flores, frutos maduros, sementes, casca e madeira (LORENZI, 1994).
8
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1.2.1.1 — Constituintes quimicos anteriormente isolados de frutos

de Trichilia claussenii C. DC.

O estudo quimico realizado com os frutos de 7. claussenii resultou
no isolamento y-lactonas (1-4), acidos w-fenil alcandicos e alquendicos (5-6)
(PUPO et al., 1996; 1998), e os esteroides P-sitosterol e estigmasterol (7-8)
(FIGURA 1.6 e 1.7).

oH oH
Oy THeCy
(§) O
O/ O/
1 n=11 3
2 n=9
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(0]
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0 (0]
NN
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n
5 6
n=6all m+n=9 e¢10

FIGURA 1.6 — y-lactonas e acidos o-fenil alcandicos e alcenoicos isolados dos
frutos de Trichilia claussenii
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FIGURA 1.7 — Estero6ides isolados dos frutos de Trichilia claussenii

1.2.2 — Trichilia catigua A. Juss.

Trichilia catigua é popularmente conhecida como catigud, caatigua,
cedrinho, mangalo-catigd e angelim-rosa. Sao arvores com cerca de 10m de
altura e flores de colora¢do branco-amareladas, frutos capsulas, avermelhados
com apenas uma semente (FIGURA 1.8). Suas flores sdo encontradas no periodo
de setembro a outubro e os frutos de dezembro a janeiro. Ocorrem de Sao Paulo
até o Rio Grande do Sul.

Popularmente, da casca produz-se uma tintura amarelada que ¢ usada
externamente contra reumatismo, hidropsia e, ainda ¢ inseticida, purgativa ¢ em
dores moderadas ¢ tonica. O 6leo da casca ¢ empregado, com muito bom

resultado, no tratamento de eczemas rebeldes, da psoriasis e herpes.

FIGURA 1.8 — Arvore adulta, folhas e flores de Trichilia catigua

10
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1.2.2.1 - Constituintes quimicos anteriormente isolados de

sementes de Trichilia catigua A. Juss.

Das sementes de 7. catigua foram isolados os limondides:
angolesato de metila (9) mistura epimérica de fotogedunina (10-11), cedrelona

(12) e 11-B-metoxicedrelona (13) (FIGURA 1.9) (MATOS, 2006).

10 - H-23«x
9 11 - H-236

12 R=H
13 R = f-OMe

FIGURA 1.9 — Limonoides isolados de sementes de Trichilia catigua
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1.2.3 - Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss

Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss., conhecida popularmente
como “Cachud”, produz madeira resistente e duravel, sendo a casca empregada
em curtumes. Possui ampla dispersdao no pais, sendo encontrada desde Goias até
Santa Catarina e, em Mato Grosso do Sul, ocorre em matas semideciduas,
apresentando-se como uma arvoreta de trés a seis metros de altura. E uma planta
apicola, cuja floragdo ¢ observada de outubro a dezembro e com frutos
encontraveis no periodo de janeiro a margo. Estes se apresentam como capsulas
trivalvares ovaladas e pubescentes, medindo cerca de 6 mm de comprimento,
enquanto as sementes, pretas, sao parcialmente envoltas por um arilo de

coloracao alaranjada (POTT, 1994).

Fotos: Liliane Nebo

FIGURA 1.10 — Folhas e frutos de Trichilia elegans ssp. elegans

12
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1.2.3.1 - Constituintes quimicos anteriormente isolados de frutos e

sementes Trichilia elegans A. Juss.

O estudo quimico das sementes de 7. elegans ssp elegans, resultou
no isolamento de trés seco-A-protolimondides (14 a 16) (GARCEZ et al., 1996),
oito limondides (17-24), além dos limondides 7-desoxo-7B-acetokiadaninas A e
B (25 e 26), 7-desoxo-7B-hidroxikiadaninas A ¢ B (27 e 28) e 7-desoxo-7a-
hidroxikihadanina (29) (GARCEZ et al., 1997; 2000).

OH
OH
24 OH o
R = O 23 R=%  \.. OH R =
21
20
14 15 16

FIGURA 1.11 — Seco-A-protolimondides isolados de sementes de Trichilia

elegans

13



INTRODUCAO
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FIGURA 1.12 — Limonoides isolados de sementes de Trichilia elegans
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R R
25 Y OAc
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27 Y OH |23
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FIGURA 1.13 — Limonoides isolados de sementes de Trichilia elegans

Dos frutos de 7. elegans foram isoladas as cumarinas 6,7-
dimetoxicumarina (30), 6-metoxi-7-hidroxicumarina (31) e 7-hidroxicumarina

(32) (MATOS, 2006) (FIGURA 1.14).

HO O [0) HO O (0)
31 32

FIGURA 1.14 — Cumarinas isoladas dos frutos de Trichilia elegans
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1.3 Consideracoes sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae)

Esta espécie foi reconhecida como praga do milho em 1797, nos
Estados Unidos e hoje ¢ relatada como causadora de injurias em plantagdes de
milho ao Sul dos Estados Unidos, México, Américas do Sul e Central.

Este inseto também ¢ considerado praga de outras culturas, tais
como feijdo, arroz, cana-de agucar, trigo, aveia, alfafa e hortaligas.

Larvas do inseto, no primeiro e segundo instares, alimentam-se de
folhas sendo que a partir do terceiro passam, no caso da cultura do milho, a atacar
o cartucho da planta podendo leva-la a morte. O periodo larval varia de 12 a 30
dias (COSTA et al., 1984; VALICENTE & CRUZ, 1991). Nos ultimos instares,
medem aproximadamente 5 cm e apresentam coloracdo que varia do marrom,
verde até quase preta (FIGURA 1.15).

Findo o periodo larval, as lagartas penetram no solo, onde se
transformam em pupas de coloragdo avermelhada medindo cerca de 10mm de
comprimento. A dura¢do da fase pupal varia de 7 a 27 dias (VALICENTE &
CRUZ, 1991).

16
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FIGURA 1.15 - Ciclo de vida da Spodoptera frugiperda.

Os adultos de S. frugiperda apresentam longevidade de aproximadamente
10 dias a temperatura de 25°C, umidade relativa de 60,0 % e fotofase de 14
horas. A ovoposic¢ao ¢ realizada no periodo noturno. Os ovos sao depositados em
massas com cerca de 150 unidades, podendo uma fémea colocar até¢ 1000 ovos. O
periodo de incubagdo ¢ de aproximadamente 3 dias a temperatura entre 25 a
29°C, umidade relativa de 70,0 % e fotofase de 12 horas (PATEL, 1981). O ciclo
de vida da S. frugiperda dura em média de 32 a 46 dias (COSTA, 1984,
VALICENTE & CRUZ, 1991).

17
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1.4 — Atividade de espécies de Trichilia sobre Spodoptera
frugiperda

Diversos trabalhos comprovando a atividade inseticida de Trichilia spp.
sobre Spodoptera frugiperda (J. E .Smith) t€m sido realizados. MIKOLAJCZAK
& REED (1987) realizaram um dos primeiros trabalhos testando a atividade
inseticida de Trichilia sobre S. frugiperda. Os extratos etanolicos testados de 7.
pallida, T. connoroides, T. prieureana, T. roka e T. triphyllaria causaram
mortalidade igual ou superior a 80,0 % das lagartas, sendo que apenas a ultima
espécie ndo afetou a sobrevivéncia do inseto. MIKOLAJCZAK et al., (1989),
avaliaram a toxicidade das sementes de dez espécies pertencentes a familia
Meliaceae sobre S. frugiperda e constataram que os extratos etanolicos e
hexanicos de 7. roka incorporados a dieta artificial, apresentaram 100,0 % de
mortalidade larval a 400 e 10.000 ppm, respectivamente. Ja o extrato etanolico a
80 ppm afetou a fase larval, causando uma redu¢@o no peso da lagarta (25,0 %) e
um alongamento na fase larval (4,6 dias) em relacdo ao controle.

Diversas espécies de meliaceas (incluindo cinco espécies de Trichilia)
foram avaliadas em relacdo a S. frugiperda, extratos aquosos a 5,0 % de diversas
estruturas vegetais foram testados através da incorporacdo em dieta artificial
(20mL do extrato/100g de dieta). Foram constatadas grandes variagdes na
bioatividade considerando-se as especies e os 0rgaos vegetais utilizados. A maior
eficiéncia foi obtida com os extratos de folhas e caules de 7. pallida e de M.
azedarach e caules (ramos) de Cabralea canjerana, onde foi registrada
mortalidade larval de 100,0 %, destacando-se os caules de 7. pallida e C.
canjerana, onde essa mortalidade ocorreu ja nos dois primeiros instares,
resultando em bioatividade similar a registrada para o extrato de semente de A.
indica (incluida como padrdo de atividade inseticida). Menor atividade foi
encontrada com as demais espécies de Trichilia, observando-se inibicao

alimentar (resultando em menor peso pupal) com o uso de extratos de caules
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(ramos) de T. catigua e folhas de T. casaretti e inibi¢do do crescimento
(caracterizado pelo alongamento da fase larval) nos tratamentos com caules
(ramos) de T. clausenii. Nenhum efeito apreciavel sobre o inseto foi constatado
nos demais tratamentos com espécies de Trichilia (folhas de T. catigua, T.
clausenii e T. elegans e caules (ramos) de 7. elegans e T. casaretii)
(RODRIGUEZ & VENDRAMIM, 1996; 1997).

Além dessas espécies, alguns extratos organicos de 7. pallida
também afetaram a sobrevivéncia de S. frugiperda (ROEL & VENDRAMIM,
1998; ROEL, 2000). Em relacdo a extratos aquosos, houve reducao significativa
no dano causado a cultura do milho pela praga com aplica¢des de extratos de 7.
americana ¢ T. havanenesis.

Estudando o efeito de diferentes concentracdes do extrato aquoso de
ramos e folhas de 7. pallida na sobrevivéncia e desenvolvimento de S. frugiperda
criada em folhas de milho, verificou-se que o extrato de ramos a 5% provocou
100% de mortalidade larval até o 7° dia apds o inicio do tratamento, com
atividade inseticida similar a do extrato de sementes de A. indica (utilizada como
padrao). A 1%, a mortalidade, nesse extrato, variou de 70,0 a 100,0 % ¢ a 0,1%
houve reducdo da sobrevivéncia e do peso pupal e alongamento da fase larval. O
extrato de folhas a 5,0 % provocou mortalidade variavel de 17,0 a 55,0 %
(dependendo do genotipo) até o 7° dia e de 100,0 % ao final da fase, enquanto
que a 0,1 % reduziu o peso pupal (TORRECILAS & VENDRAMIM, 2001).

MATOS et al. (2006) avaliaram a atividade biologica dos extratos
organicos de folhas e ramos de trés espécies de Trichilia (T. catigua T. claussenii
e T. elegans) sobre S. frugiperda, através da incorporacdo dos extratos hexanico,
metanodlico e hidrometandlico a dieta artificial. Os extratos hexanico e metanolico
de folhas e o hexanico de ramos de 7. claussenii na concentracdo de 1000 ppm
foram os mais eficientes apresentando mortalidade larval de 80,0, 70,0 e 60,0 %

respectivamente.
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1.5 — A busca de novos compostos inseticidas para o controle de

insetos-praga

A lagarta-do-milho, Spodoptera  frugiperda
(J.E.Smith), é uma das principais pragas da cultura do
milho, podendo seu dano levar a redug¢ao de 34% a
40% na producao, dependendo principalmente do
estagio de cultura em que ocorre o ataque, e prejuizos
que chegam a 400 milhdes de dolares-ano no Brasil

(VALICENTE & CRUZ, 1991, CRUZ 1995). A

utilizacdo de inseticidas sintéticos tem sido o principal
método de controle da praga, porém seu uso indiscriminado e incorreto tem
aumentado o nimero de aplicacdes e diminuido sua eficiéncia, principalmente
devido ao surgimento de populagdes de insetos resistentes. Tal uso agrava o
problema de contaminacdo dos produtos agricolas, agricultores e do ambiente.
Desta forma, medidas de controle que causem menor impacto ambiental sdo de
primordial importancia, o que vem estimulando o ressurgimento do uso de
plantas inseticidas como promissora ferramenta para controle de insetos.

Visando a busca de novos inseticidas naturais com menor impacto
ambiental, o grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem realizado estudos com
varias plantas pertencentes a ordem Rutales sobre a S. frugiperda . Deste modo,
BATISTA-PEREIRA et al. (2002) avaliaram a atividade do flavonoide astilbina,
isolado de Dimorphandra mollis (Fabaceae). ROCHA (2004) realizou o estudo
fitoquimico de Adiscanthus fusciflorus (Rutaceae), T. pallida e T. rubra
(Meliaceae) visando a busca de compostos que alterem a biologia do inseto.
Trabalhos semelhantes foram realizados com as espécies Trichilia catigua, T.
elegans e T. claussenii (PEREIRA, 2001; MATOS, 2006) e Siphoneugena
densiflora (Mirtaceae) e Vitex polygama (Verbenaceae) (GALLO et al., 2006).
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta os seguintes objetivos:

¢ Determinar a atividade inseticida dos extratos dos frutos, sementes e

inflorescéncias de espécies de Trichilia sobre Spodoptera frugiperda;
. Isolar e identificar os constituintes quimicos das espécies de Trichilia
elegans, T. catigua e T. claussenii que forem ativos sobre Spodoptera

frugiperda.

¢ Determinar a atividade inseticida das substancias isoladas
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3 — RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 — Busca de substancias com atividade inseticida sobre

Spodoptera frugiperda

3.1.1 - Extratos de espécies de Trichilia

Todos os extratos foram submetidos aos ensaios bioldgicos, e a
partir dos resultados obtidos, os extratos foram selecionados e posteriormente
fracionados. As fragdes ¢ subfra¢des procedentes dos extratos ativos foram

biomonitoradas, a fim de isolar e identificar as substancias ativas (ESQUEMA

3.1).

Ensaios L1 gxtrato bruto » Particdes Ensaios
biologicos | ; ; biologicos
Procedimentos |
Cromatograficos |
A\ 4
Elucidagiio |, ~ Fragdes | | Ensaios
~ estrutural | ~ Substancias | ~ bioldgicos

ESQUEMA 3.1 - Metodologia geral utilizada na obtencao de substancias ativas
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3.1.2 — Avaliacao da atividade inseticida dos extratos brutos de

Trichilia ssp. sobre a lagarta Spodoptera frugiperda

Na fase inicial do trabalho, a fim de constatar quais extratos apresentavam
atividade inseticida, foram realizados ensaios de toxicidade com os extratos
brutos de Trichilia elegans, T. claussenii ¢ T. catigua frente a S. frugiperda,
conforme metodologia descrita no item 4.7, p.143. Nesta etapa, foram utilizados
os extratos brutos dos frutos e sementes de 7. elegans e claussenii e também as
inflorescéncias de 7. catigua (TABELAS 4.1 e 4.2, ps.126 e 128). Os extratos

foram identificados por cddigos que podem ser observados na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 - Identificacdo dos codigos dos extratos

Planta Parte da Planta Extrato Cadigo
Casca dos frutos Hexanico Tcfeh

Metanolico Tcfem

Hidrometanoélico Tcfea
Trichlia Semente Hexanico Tseh
elegans Metanolico Tsem
Hidrometanoélico Tsea

Casca da semente Hexanico Tcseh

Metanolico Tcsem

Hidrometanoélico Tcsea

Hexanico Tflch

Trichilia Inflorescéncias Metanodlico Tflem
catigua Hidrometanoélico Tflca
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Planta Parte da Planta Extrato Cadigo
Casca dos frutos Hexanico Tcflh

Metanolico Tcflm

Hidrometanoélico Tcfla
Trichlia Semente Hexanico Tslh
claussenii Metandlico Tslm
Hidrometanolico Tsla

Casca da semente Hexanico Tcslh

Metanodlico Tcslm

Hidrometanoélico Tcsla

Desta forma, primeiramente utilizou-se os extratos de 7. elegans na

concentragao de 1,0 mg/mL com dose média de 0,149 ug/mg de larva.

30+

25+

20+

15+

% Mortalidade

Controle H M HM H M HM H M HM

Cascas dos frutos Cascas das Semente
Sementes

H = Ext. hexanico; M = Ext. metandlico;, HM = Ext. hidrometandlico

GRAFICO 3.1 — Resultado do ensaio de toxicidade realizado com os extratos de

T. elegans na concentracao de 1,0 mg/mL em quintuplicata

*M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
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Ao verificar os resultados obtidos do ensaio com os extratos brutos
de T. elegans na concentragdo de 1,0 mg/mL, observou-se baixas porcentagens
de mortalidade. Uma vez que, esses resultados poderiam estar relacionados a
concentragdo inicial escolhida, optou-se pelo aumento da concentracdo na
realiza¢do dos demais ensaios.

Assim, os extratos brutos de T. elegans, T. claussenii e T. catigua
foram ensaiados em quintuplicata na concentra¢do de 10,0 mg/mL, onde as doses
médias observadas foram de 9,70, 10,33 e 14,30 pg/mg de larva,

respectivamente. Os resultados obtidos sdo mostrados nos Graficos 3.2, 3.3 ¢ 3.4.

% Mortalidade

Controle H M HM H M HM H M HM
Cascas dos frutos Cascas das Semente
Sementes

H = Ext. hexanico; M = Ext. metanélico, HM = Ext. hidrometandlico

GRAFICO 3.2 — Resultado do ensaio realizado com os extratos de 7. elegans

na concentragdo de 10,0 mg/mL
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
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70T 64,0a

0. 1

% Mortalidade

Controle H M HM H M HM H M HM
Cascas dos frutos Cascas das Semente
Sementes

H = Ext. hexanico; M = Ext. metandlico, HM = Ext. hidrometanélico

GRAFICO 3.3 — Resultado do ensaio realizado com os extratos de T. claussenii

na concentragao de 10,0 mg/mL
*M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

64.4a

% Mortalidade

Controle H M HM

Inflorescéncias

H = Ext. hexanico; M = Ext. metanolico; HM = Ext. hidrometanolico

GRAFICO 3.4 — Resultado do ensaio realizado com os extratos de T. catigua

na concentragdo de 10,0 mg/mL
*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
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Ao verificar os resultados dos ensaios de toxicidade realizados com
os extratos de 7. elegans nas concentragdes de 1,0 e 10,0 mg/mL (GRAFICOS
3.1 e 3.2, ps. 26 e 27), notou-se que ndao houve grandes modificacdes na
mortalidade.

Entretanto, ao realizar os ensaios com os extratos de 7. claussenii
(GRAFICO 3.3, p. 28) e T. catigua (GRAFICO 3.4, p. 28), observou-se que 0s
extratos metanolicos das sementes de 7. claussenii (Tslm) e das inflorescéncias
de T. catigua (Tflcm) foram os extratos que apresentaram as mais altas
porcentagens de mortalidade. Desta forma, esses extratos foram selecionados

para estudos posteriores e bioensaios.

3.1.2.1 - Ensaios biologicos realizados com o extrato metanolico

das sementes de 7. claussenii

A partir dos resultados obtidos do ensaio de toxicidade realizado
com o extrato metanolico das sementes de 7. claussenii (64,0 % de
mortalidade), este foi fracionado através da particdo liquido-liquido
(FLUXOGRAMA 4.2, p. 129). Foram obtidas quatro fracdes (TABELA 4.3,
p.129) Tslml (Hexano), Tslm2 (CH,Cl,), Tslm3 (AcOEt) e Tslm4
(MeOH/H,0).

As fragdes obtidas foram ensaiadas sobre S. frugiperda
(metodologia, p. 143) em triplicata, na concentragao de 10,0 mg/mL com dose

média de 14,75 pg/mg de larva.
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TABELA 3.2 — Resultado do ensaio realizado com as fra¢des: Tslm1, Tslm2,

Tslm3 e Tslm4 na concentragao de 10,0 mg/mL em triplicata.

Fracoes Mortalidade (%)
T Comole | 666c
Tslml 70,00a
Tslm2 24, 81bc
Tslm3 26,67bc
Tslm4 43,33ab

Dose média: 14,75 pg/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

Através do ensaio realizado com as fragdes Tslml a Tslm4,
observou-se que a fragdo Tslml foi a que apresentou a maior taxa de
mortalidade (70,0 %) sobre S. frugiperda. Desta forma, a amostra Tslm1 foi
fracionada (FLUXOGRAMA 4.3, p. 130) e as 6 fragdes obtidas foram ensaiadas
sobre S. frugiperda.
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TABELA 3.3 — Resultado do ensaio realizado com as fragdes: Tslml-Frl a

Tslm1-Fr6 na concentragdo de 10,0 mg/mL em triplicata.

Fracoes Mortalidade (%)
~ Comole | 1000b
Tslm1-Frl 31,00ab
Tslm1-Fr2 46,66ab
Tslm1-Fr3 70,00a
Tslml1-Fr4 66,66a
Tslm1-Fr5 36,67ab
Tslm1-Fr6 23.33b

Dose média: 13,43 pg/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

A partir dos resultados observados neste ensaio, as amostras Tslm1-

Fr3 e Tslml-Fr4 foram refracionadas. Do refracionamento da amostra Tsmll-

Fr4 (FLUXOGRAMA 4.4, p. 131) foram obtidas 5 fracdes, as quais foram

submetidas ao ensaio bioldgico.
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TABELA 3.4 — Resultado do ensaio realizado com as fragdes: Tslm1-Fr4(1) a

Tslm1-Fr4(5) na concentragao de 10,0 mg/mL em triplicata

Fracoes Mortalidade (%)
T Comole | 666c
Tslm1-Fr4(1) 26,67bc
Tslm1-Fr4(2) 13,33bc
Tslm1-Fr4(3) 43,33ab
Tslm1-Fr4(4) 73,33a
Tslm1-Fr4(5) 30,00bc

Dose média: 12,49 pug/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

Os resultados descritos na TABELA 3.4 mostraram que a fragdo
Tslml1-Fr4(4) apresentou maior porcentagem de mortalidade sobre .
frugiperda. Através da analise do espectro de RMN de 'H da amostra Tslml-
Fr4(4) observou-se sinais caracteristicos dos acidos o-fenil alcandicos e
alquenoicos sugerindo entdo, que estes compostos poderiam estar associados a
atividade inseticida encontrada para esta amostra.

A fracdo Tslml-Fr4(4) foi entdo refracionada (FLUXOGRAMA

4.4, p. 131), e as fragdes obtidas foram submetidas ao ensaio biologico.
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TABELA 3.5 — Resultado do ensaio realizado com as fragdes: Tslm1-Fr4(4)-1 a
Tslm1-Fr4(4)-6 na concentragdo de 10,0 mg/mL em triplicata.

Fracoes Mortalidade (%)
— Comwole | 1000b
Tslm1-Fr4(4)-1 42,96ab
Tslm1-Fr4(4)-2 70,00a
Tslm1-Fr4(4)-3 47,77ab
Tslm1-Fr4(4)-4 34,44ab
Tslm1-Fr4(4)-5 16,67b
Tslm1-Fr4(4)-6 36,67ab

Dose média: 11,02 pg/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

Através dos resultados obtidos neste ensaio (TABELA 3.5, p. 33), a
fracdo Tslm1-Frd(4)-2 foi analisada através do espectro de RMN 'H, onde foram
observados sinais caracteristicos dos acidos w-fenil alcandicos e alquendicos.
Para identificacdo do tamanho das cadeias metilénicas dos acidos w-fenil
alcandicos e alquenoicos, uma pequena aliquota da amostra foi esterificada
(procedimento: p.142), e posteriormente analisada via CG-EM.

Pela andlise via CG-EM (procedimento, item 4.2, p. 123) foram
identificados os tamanhos das cadeias metilénicas desses acidos (TABELA 3.9,

p. 50), que variaram entre 10 a 15 carbonos.

Q)

OH

n=6all
Acidos m-fenil alcandicos e alquendicos
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A analise desta amostra via CG-EM também possibilitou a
identificagcdo de constituintes minoritarios presentes nesta fracao (TABELA 3.9,
p. 50).

Através das porcentagens das areas dos picos obtidas pela analise
via CG-EM desta amostra observou-se, 75,50 % dos acidos w-fenil alcandicos e
alquenoicos e 14,50 % de acidos graxos.

A partir dos resultados obtidos, pode-se constatar que a atividade
toxica encontrada no extrato metandlico das sementes de 7. claussenii seria
devido principalmente a presen¢a dos acidos w-fenil alcanodicos e alquenodicos
neste extrato.

Como citado anteriormente, a fracdo Tslm3-Fr3 (Mortalidade 70,0
%, TABELA 3.3, p.31) foi refracionada (FLUXOGRAMA 4.3, p. 130) e foram
obtidas 7 fracdes. Todas as fragdes foram analisadas através do experimento de
RMN 'H, e na amostra TsIm3-Fr3(2) foram observados sinais caracteristicos dos
acidos m-fenil alcandicos. Esta amostra foi entdo submetida ao ensaio biologico

sobre S. frugiperda, apresentando 58,89 % de mortalidade.

TABELA 3.6 — Resultado do ensaio realizado com a fracdo Tslm1-Fr3(2) na

concentragdo de 10,0 mg/mL em triplicata.

Fracoes Mortalidade (%)
Controle 10,00b
Tslm1-Fr3(2) 58,89a

Dose média: 11,54 ug/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

Para identificacdo dos acidos foi adotado o mesmo procedimento

citado anteriormente.
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Através da andlise via CG-EM foram identificados os acidos -
fenil alcanodicos, com cadeias metilénicas variando entre 12 a 15 carbonos ¢

acidos hexadecanoico e octadecandico (TABELA 3.10, p. 60).

OH

n=8all
Acidos o-fenil alcanéicos

Através das porcentagens das areas dos picos obtidas pela analise
via CG-EM desta amostra observou-se: 85,44 % dos acidos w-fenil alcandicos e
14,56 % de acidos graxos (C-16 e C-18).

A partir dos ensaios biologicos juntamente com o estudo
fitoquimico realizado com o extrato metanolico das sementes de 7. claussenii,
pode-se constatar que as substancias que apresentavam toxicidade sobre S.
frugiperda eram o conjunto dos 4cidos w-fenil alcanodicos e alquendicos.

Matos (2006) avaliou a atividade bioldgica dos extratos hexanico,
metanolico e hidrometandlico dos frutos de 7. claussenii sobre S. frugiperda,
através da incorporagdo dos extratos a dieta artificial na concentracao de 1000,0
mg/kg. O extrato metandlico dos frutos de 7. claussenii foi o mais eficiente
causando 90,0 % de mortalidade, sendo observado que as larvas alimentadas
com dieta artificial tratada com este extrato morreram antes de empuparem.
Desta forma, os acidos m-fenil alcanodicos e alquendicos identificados nos frutos
de T. claussenii (PUPO et al., 1996), podem também estar relacionados a

atividade encontrado no extrato metanolico dos frutos de 7. claussenii.
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Ha na literatura o relato da atividade inseticida dos &cidos 7-fenil
eptandico e 7-fenilept-4-enodico sobre Manduca sexta (Lepdoptera: Sphingidae),
Heliothis virescens (Lepdoptera: Noctuidae) e Helicoverpa zea (Lepdoptera:
Noctuidae) (VANDERHERCHEN et al., 2005). Ensaios por injecao abdominal
foram realizados com os 4cidos 7-fenileptanodico e 7-fenilept-4-endico na dose
de 50 ug/inseto em lagartas de 4° instar de M. sexta, H. zea ¢ H. virescens. Para
ambos acidos e insetos foram observadas mortalidades na faixa de 55,0 a 70,0

%.

OH

n=3
Acido 7-fenileptandico

O estudo da atividade inseticida dos acidos 7-fenileptanodico e 7-
fenilept-4-enoico foi realizado devido a essas substancias serem analogos nao
peptidicos do TMOF (Trypsin Modulating Oostatic Factor).

O TMOF (decapeptideo) ¢ um hormonio originalmente isolado dos
ovarios do inseto Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) que regula a biossintese do
sistema digestivo nos mosquitos. Foi verificado através de ensaios, que larvas de
mosquitos alimentados com este hormoOnio apresentavam inibigdo do
crescimento e desenvolvimento. Estudos do TMOF mostram que este
decapeptideo inibe a biossintese da tripsina prejudicando a sintese de proteinas
necessarias para o desenvolvimento e reprodugdo apresentando altos indices de
mortalidade, para  mosquitos alimentados com este  hormodnio

(VANDERHERCHEN et al., 2005).
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FIGURA 3.1: Estrutura do TMOF, indicagdo da regido do peptideo em que

foram baseados os acidos nao peptidicos.

A atividade do TMOF também foi observada em Diaprepes
abbreviatus (Coleoptera: Curculionidae) besouro do citrus e Heliothis virescens
(Lepdoptera: Noctuidae) lagarta do tabaco.

VANDERHERCHEN et al. (2005) verificaram através de ensaios
com TMOF e analogos ndo peptidicos do TMOF em M. sexta, que os analogos
nao peptidicos do TMOF apresentam um modo de acdo ainda desconhecido,
diferente do modo de agdo do TMOF em mosquitos. Desta forma, o modo de
acao dos acidos w-fenil alcanodicos e alquendicos em S. frugiperda ainda ¢

desconhecido.
3.1.2.2 - Ensaios bioldgicos realizados com acidos graxos

Devido a presenca minoritaria do 4cido hexadecandico em ambas as
amostras, o ensaio de toxicidade foi realizado com este acido. Visto que nao
havia nenhum relato na literatura de ensaios de toxicidade de acidos graxos com
cadeias metilénicas entre 5 a 16 carbonos sobre S. frugiperda, ensaios com estes

acidos comerciais foram realizados.
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TABELA 3.7 — Identifica¢do dos codigos dos acidos graxos

Acidos graxos Codigo

Acido pentanéico A
Acido hexandico
Acido heptandico
Acido octandico
Acido nonanodico
Acido decanodico

Acido dodecanoico

T 0 = =9 A W

Acido hexadecandico

Os ensaios de toxicidade com acidos graxos sobre S. frugiperda
foram realizados conforme metodologia descrita no item 4.7 p.143, nas

concentragdes de 1,0 e 10,0 mg/mL em triplicata.
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Acidos graxos

Dose média: 1,42 pg/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

GRAFICO 3.5 - Resultado do ensaio realizado com os 4cidos graxos (C5-C16)
na concentragdo de 1,0 mg/mL em triplicata
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05)

GRAFICO 3.6 - Resultado do ensaio realizado com os acidos graxos (C5-C16)
na concentragdo de 10,0 mg/mL em triplicata

Através dos resultados obtidos, verificou-se que o acido
hexadecandico (H) ndo apresentou alta porcentagem de mortalidade nas
concentragdes 1,0 e 10,0 mg/mL, demonstrando que este acido apresenta baixa
toxicidade se comparado ao conjunto dos acidos w-fenil alcanodicos e alcendicos,
entretanto ndo podemos descartar a ocorréncia de sinergismo entre a mistura
desses compostos.

Observou-se também que os acidos hexandico, nonandico ¢
decandico na concentracdo de 10,0 mg/mL apresentaram as mais altas
porcentagens de mortalidade de 90,0, 96,67 e 96,67 %, respectivamente.
Entretanto, na concentragdo de 1,0 mg/mL, ndo foram observados resultados
significativos para nenhum dos acidos.

Relatos da atividade téxica dos acidos graxos em outros tipos de
insetos foram encontrados. PENAFLOR et al. (2004) realizaram ensaios de
toxicidade por aplicagdo topica com dacidos graxos sintéticos com cadeias

metilénicas entre 5 a 9 carbonos na dose de 0,1 mg/inseto em Atta sexdens
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rubropilosa (formiga cortadeira). Os acidos graxos que apresentaram atividade
toxica para formiga cortadeira foram os acidos hexanodico e heptanodico, que
diminuiram a longevidade mediana de 12 dias (controle) para 10 e 9 dias,
respetivamente.

MANSSON et al. (2006) verificaram a atividade anti-alimentar dos
acidos graxos (C6 a C13) em Hylobius abietis (L.) (Coleoptera: Curculionidae)
besouro do pinho. Testes de escolha mostraram que os 4cidos graxos com
cadeias metilénicas entre C-6 a C-11 foram ativos. Entretanto, o acido
nonandico em 4,0 pmol/cm® foi o mais ativo dentre os 4cidos utilizados nos

testes.

3.1.2.3 - Ensaios biologicos realizados com o extrato metanolico

das inflorescéncias 7. catigua

A partir dos resultados obtidos do ensaio de toxicidade realizado
com o extrato metandlico das inflorescéncias de 7. catigua (64,4 % de
mortalidade, GRAFICO 3.4 p. 28), este foi fracionado através da particdo
liquido-liquido (FLUXOGRAMA 4.2, p. 129). Foram obtidas quatro fragdes
(TABELA 4.4, p. 134): Tflem1 (Hexano), Tflcm2 (CH,Cl,), Tflem3 (AcOEt) e
Tflem4 (MeOH/H,0).

As fragdes obtidas foram ensaiadas sobre S. frugiperda
(metodologia, p. 143) em triplicata, na concentragdo de 10,0 mg/mL com dose

média de 17,01 pg/mg de larva.
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TABELA 3.8 — Resultado do ensaio realizado com as fragdes Tflem1 a Tflcm4,

na concentragdo de 10,0 mg/mL em triplicata .

Fracoes Mortalidade (%)
Controle 6,66b
Tflcml1 50,0a
Tflem2 50,0a
Tflcm3 20,83ab
Tflcm4 13,33ab

Dose média: 17,01 pg/mg larva

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

A partir dos resultados observados, as fracdes Tfleml (50,0 %
mortalidade) e Tflecm2 (50,0 % mortalidade) foram selecionadas para o
prosseguimento dos estudos.

Do refracionamento de Tflem2 (FLUXOGRAMA 4.7, p. 136) foi
isolado o flavonoide ent-catequina (XXIV), que devido a pequena quantidade de
massa isolada, ndo pode ser ensaiada sobre S. frugiperda. Entretanto, foi
observado na literatura o relato da atividade do flavonoide ent-catequina sobre S.
frugiperda. Leite (2005) verificou através de ensaios de ingestdo, que a
substancia ent-catequina nas concentracoes de 1, 10 e 50 mg/kg apresentava
mortalidade larval de 50,00, 53,33 ¢ 66,67 %, respectivamente.

Os dados observados mostram que provavelmente o flavondide ent-
catequina possa estar associado a atividade encontrada no extrato metanolico das
inflorescéncias de 7. catigua (Tflcm).

O estudo da fracdo Tfleml (FLUXOGRAMA 4.6, p. 135) foi
realizado, porém nenhuma substancia foi identificada. Esfor¢os foram realizados
para isolamento de substincias que poderiam estar relacionadas a atividade
observada, entretanto a grande quantidade de pigmentos nas amostras e as

quantidades de massa dificultaram o trabalho.
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3.2 — Substancias isoladas e identificadas

O

OH Acidos o-fenil alcanéicos e alcendicos
n Procedéncia: Sementes de 7. claussenii
Isolamento: ps. 130 e 131
Identificacao: p. 47

I n=6 V n=10 insaturagdo  Atividade Biologica: p. 29
II n=7 VI n=10
II n=8 VII n=11 insaturacao
IV n=9 VIIn=11
OH
n O y-lactonas
V4 o Procedéncia: Sementes de 7. claussenii
IX n=5 O Isolamento: ps. 130 e 131
X n=7 Identificagdo: p. 61
XI n=9
XIT n=11
H
4
n
! 0]
/—0 4
XIIIT n=7 XV n=9
XIV n=9 XVI n=11
OH
12
xvit /9
0]
OH
T O N "
7 5 '
/ 0]
&
XVIII
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OHOH

XXII

N-metilprolina
Procedéncia: Sementes de 7.
claussenii

Isolamento: p. 133
Identificacao: p. 74

4-hidroxi-N-metilprolina
Procedéncia: Sementes de 7.
claussenii

Isolamento: p. 133
Identificacao: p. 74

Uridina

Procedéncia: Sementes de 7.
claussenii

Isolamento: p. 133
Identificacao: p. 79

Uracila

Procedéncia: Sementes de 7.
claussenii

Isolamento: p. 133
Identificacao: p. 79
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ent-catequina

Procedéncia: Inflorescéncia de T.
catigua

Isolamento: p. 136
Identificacao: 84

Atividade Bioldgica: p. 41

OH

XXIV

Acido 5-O-cafeoilquinico
Procedéncia: Casca das sementes
de T. elegans

Isolamento: p. 139
Identificacao: p. 89

116-acetoxiobacunona
Procedéncia: Sementes de 7.
elegans

Isolamento: p. 140
Identificacao: p. 95

1,2 —diidro-1a-acetoxi-116-
acetoxi-14,15-epoxicneorina R
Procedéncia: Sementes de 7.
elegans

Isolamento: p. 140
Identificacao: p. 104
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3-8-0O-6-glucopiranosil sitosterol
Procedéncia: Sementes de 7. claussenii
Isolamento: p. 133

Identificacao: 114

B-sitosterol (mistura)

Procedéncia: Sementes de 7. elegans
Isolamento: p. 141

Identificagdo: p.119

campesterol (mistura)

Procedéncia: Sementes de T. elegans
Isolamento: p. 141

Identificacao: p. 119

estigmasterol (mistura)
Procedéncia: Sementes de 7. elegans
Isolamento: p. 141

Identificacao: p. 119
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sitostenona (mistura)

Procedéncia: Sementes de 7. elegans
Isolamento: p. 141

Identificacao: n. 119
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3.3 —IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

3.3.1 - Identificacdo dos acidos m-fenil alcandicos e alquendicos (I-

VIII)

OH

n=6all

A mistura dos acidos w-fenil alcanodicos e alquendicos (I-VIII) foi
isolada do extrato metanolico das sementes de 7. claussenii. As substancias I a
VIII, j4 foram isoladas anteriormente das folhas e frutos de 7. claussenii (PUPO
et al., 1996).

Os 4acidos o-fenil alcanodicos e alquendicos (I-VIII) foram
identificados através do espectro de RMN 'H e principalmente pela analise via
CG-EM. Os dados obtidos foram concordantes com a literatura (PUPO et al.,
1996).

A partir dos resultados obtidos dos ensaios biologicos, a amostra
Tslm1-Fr4(4)-2 foi analisada. No espectro de RMN de 'H desta amostra
(FIGURA 3.2, p. 48) foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios
aromaticos em o0 7,15-7,28 (m, SH), dois tripletos em 6 2,59 (J= 7,6 Hz, 2H) ¢ 0
2,34 (J = 7,4 Hz, 2H), referente aos hidrogénios benzilicos e a-carbonilicos,
respectivamente. Foram observados também sinais entre o 1,20-2,00
caracteristicos da cadeia metilénica, e um sinal minoritario em 0 5,34 (¢, J = 4,4
Hz) referente a hidrogénios olefinicos. A partir da analise realizada do espectro
de RMN de 'H, observou-se que havia nesta fracdo a mistura dos 4cidos o-fenil

alcanoicos e alquendicos.
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FIGURA 3.2: Espectro de RMN 'H da fragdo Tslml-Fr4(4)-2 (400 MHz,
CDCl;)

Para identificagdo do tamanho das cadeias metilénicas dos acidos
o-fenil alcandicos e alquendicos, uma pequena aliquota da amostra foi
esterificada (procedimento, p. 142), e posteriormente foi realizada a andlise dos
¢ésteres metilicos via CG-EM (condigdes, p. 123). A andlise da fracdo Tslml-
Fr4(4)-2 via CG-EM possibilitou a identificacdo dos acidos w-fenil alcandicos e
alquendicos e acidos graxos presentes na amostra (FIGURA 3.3, p. 49).

Os ésteres referentes aos acidos w-fenil alcanodicos e alquenoicos

analisados via CG-EM, foram nomeados como substancias I’ a VIII.

O
N OMe
n=6all
P’ a VIIP
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Nos espectros de massas das substancias I’ a VIII’ (FIGURAS 3.8
a 3.11), observou-se a perda de fragmento com m/z de 32, referente a perda de
MeOH. Para as substancias com cadeia metilénica saturada (I’ a IV’, VI’ e
VIII’), observou-se através dos respectivos espectros de massas, o pico base em
m/z 91, referente ao ion tropilio. Ja para os espectros de massas das substancias

V’ e VII’, com insaturacao na cadeia lateral, o pico base foi de m/z 104.

© Of

m/z 91 m/z 104

Os acidos graxos foram identificados comparando-se os espectros
de massas obtidos aos espectros de massas existentes na biblioteca de dados do

CG-EM.

Tic 2h 145761 Td
20 2
25
13
26
23
14 17
6
11
16
5 5
3 89 22| [P0 32 o
1 2| 4 7 ' o] 12 1819 ¢ 3173477, 39
LL_.J.. 5 dd L _u_.-u.l‘\..iL.-Jﬂj [ —
10 12 4 16 ] 20 22 e 26 28 30 3

FIGURA 3.3: Cromatograma da fracdo Tslm1-Fr4(4)-2 (Condigdes, p. 123)
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FIGURA 3.4: Amplia¢ao do cromatograma da fragao Tslm1-Fr4(4)-2

TABELA 3.9: Compostos identificados na fragdo Tslm1-Fr4(4)-2, obtidos via
CG-EM

Pico [M]™ Nome t. (min.)
2 200 Decanoato-10-oxo de metila 12,230
3 202 Octanodioato de metila 12,361
5 216 Nonanodioato de metila 13,713
6 200 Acido p-toluenosulfonico-etil-éster 13,928
8 213 N-etil-N,4-dimetil-benzenosulfonamida 15,864
9 242 Tetradecanoato de metila 15,948

11 256 Pentadecanoato de metila 17,107
12 268 Hexadecenoato de metila 17,949
13 270 Hexadecanoato de metila 18,217
14 282 Heptadecenoato de metila 19,017
15 262 o-fenil decanoato de metila 19,242
16 296 Octadecenoato de metila 20,029
17 276 o-fenil undecanoato de metila 20,295
20 290 o-fenil dodecanoato de metila 21,348
21 304 o-fenil tridecanoato de metila 22,317
23 316 o-fenil tetradecenoato de metila 22,953
25 318 o-fenil tetradecanoato de metila 23,222
26 330 o-fenil pentadecenoato de metila 23,848
27 354 Docosanoato de metila 23,913
29 332 o-fenil pentadecanoato de metila 24,131
30 382 Tetracosanoato de metila 25,755
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FIGURA 3.5: Espectros de massas referente aos picos 2, 3 e 5 obtidos via CG-
EM.
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FIGURA 3.6: Espectros de massas referente aos picos 6, 8 ¢ 9 obtidos via CG-
EM.

Substancia: Acido p-toluenosulfénico-etil-éster

Moss Peak # : 125 Ret, Time ¢ { 13923 — 13537 )
Bose Peak @ 8105 [ BS4457]
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FIGURA 3.7: Espectros de massas referente aos picos 11, 12 ¢ 13 obtidos via
CG-EM.

Substancia: Pentadecanoato de metila
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FIGURA 3.8: Espectros de massas referente aos picos 14, 15 ¢ 16 obtidos via
CG-EM.
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FIGURA 3.9: Espectros de massas referente aos picos 17, 20 ¢ 21 obtidos via
CG-EM.
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FIGURA 3.10: Espectros de massas referente aos picos 23, 25 e 26 obtidos via
CG-EM.
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FIGURA 3.11: Espectros de massas referente aos picos 27, 29 e 30 obtidos via
CG-EM.
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Através das identificagdes dos ésteres referentes aos acidos m-fenil
alcanodicos e alquenoicos via CG-EM, pode-se confirmar a presenga das
substancias I a VIII na fragao Tslm1-Fr4(4)-2.

Nao foi possivel realizar a identificagdo de alguns picos
minoritarios presentes no cromatograma, visto que somente os dados de seus
respectivos espectros de massas eram insuficientes para a caracterizagdo de
outras substancias. Isso porque estes picos representavam substancias
minoritarias na amostra e também analisando o espectro de RMN de 'H néo foi
possivel obter maiores informagdes sobre estas substincias, ndo permitindo
assim as suas caracterizagoes.

O 4cido p-toluenossulfonico-etil-éster e N-etil-N,4-dimetil-
benzenossulfonamida identificados sdo derivados do Diazald e provavelmente
foram obtidos através da reacao de esterificacao dos acidos desta fracao.

Através dos resultados obtidos dos ensaios biologicos, a amostra
Tslm1-Fr3(2) também foi analisada. No espectro de RMN de 'H desta fragio
foram observados sinais caracteristicos dos acidos w-fenil alcandicos. Assim, o
mesmo procedimento foi adotado para caracterizacao dos acidos e através da
analise realizada (CG-EM: condigdes, p.123), as substancias III, IV, VI e VIII ¢
também os acidos hexadecanodico e octadecandico foram identificados nesta
amostra.

Com relacdo a biogénese dos acidos, Pupo et al. (1996) propdem
que os acidos m-fenil alcandicos seriam biossintetizados através da condensacao
das unidades C¢-C; com cadeias policetidicas de varios tamanhos. Vieira et al.
(1983) propdem que os dacidos o-fenil alcandicos seriam intermedidrios

biogenéticos das y-lactonas.
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FIGURA 3.12: Espectro de RMN 'H da fragdo Tslml1-Fr3(2) (400 MHz,
CDCl;)
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FIGURA 3.13: Cromatograma da fragdo Tslm1-Fr3(2) (Condigdes, p.123)
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TABELA 3.10: Compostos identificados na fracdo Tslm1-Fr3(2), obtidos via

CG-EM
Pico M1 Nome t, (min.)
1 270 Hexadecanoato de metila 18,234
2 298 Octadecanoato de metila 20,288
3 290 o-fenil dodecanoato de metila 21,327
4 304 o-fenil tridecanoato de metila 22,331
5 318 o-fenil tetradecanoato de metila 23,215
6 332 o-fenil pentadecanoato de metila 24,114
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3.3.2 - Identificacao das y-lactonas

OH H
LY |
VaRY VAR
o o
n=5,7,9ell n=7¢e9
IX a XII XIII e XIV
OH
Sk od
" 12
) W
0 // O
n=9e¢ll 0
XV e XVI Xvil
OH
W- ......... N l
7 5 '
0
O/
XVIII XIX

O conjunto de y-lactonas (IX a XIX) foi identificado no extrato
metanodlico das sementes de 7. claussenii. As substancias XI, XII ¢ XV-XVIII,

jé foram isoladas anteriormente dos frutos de 7. claussenii (PUPO et al., 1998).
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As v-lactonas (IX a XIX) foram identificadas através do espectro
de RMN de 'H, C e principalmente pela analise via CG-EM. Dados da
literatura foram utilizados para analise do conjunto das y-lactonas (PUPO et al.,
1998, PIZZOLATTI et al., 2004).

No espectro de RMN de 'H da fragdo Tslml-Fr4(4)-3 (FIGURA
3.19, p. 69) foram observados sinais caracteristicos da unidade y-lactonica em o
4,45 (dg,J=6,4¢ 3,2 Hz) e 04,31 (dd, J= 5,2 e 3,0 Hz) referente a hidrogénios
carbindlicos, e um sinal de metila em 6 1,44 (d, J = 6,4 Hz). Foram observados
também sinais de hidrogénios aromaticos em ¢ 7,16-7,29 (m, SH), multipleto em
0 2,59 e um dubleto em o0 2,34 (J = 8,60 Hz), caracteristicos de hidrogénios
benzilicos e a carbonilicos, respectivamente.

No espectro de RMN de °C da fragdo Tslml-Fr4(4)-3 (FIGURA
3.20, p. 69), foram observados sinais de carbonos aromadticos (0 128,4, 0 128,2 ¢
142,9), carbindlicos (0 78,7 € o0 71,2), a-carbonilicos (0 47,6 e 0 33,7) e de
carbono carboxilico (6 177,5). Além de varios sinais em ¢ 23,0-29,6 referente
aos carbonos metilénicos.

Devido & presenca de sinais no espectro de RMN de 'H e °C que
poderiam caracterizar tanto o conjunto de y-lactonas quanto os acidos m-fenil
alcanodicos e alquendicos, uma pequena aliquota da amostra foi esterificada
(procedimento, p. 142), e posteriormente analisada via CG-EM (condigdes: p.
123).

Na analise realizada via CG-EM da amostra Tslm1-Fr4(4)-3, pode-
se observar a presenca das y-lactonas, acidos w-fenil alcandicos e alcenoicos e
acidos graxos. Pupo et al. (1998) propdem que os acidos w-fenil alcandicos
seriam intermedidrios biogenéticos das y-lactonas, através da condensagdo das
unidades C¢-C; com cadeias policetidicas de varios tamanhos e a condensagao
com o acido piravico, seguido da ciclizagao do anel lactonico. Deste modo, a
identificagdo dos acidos w-fenil alcanodicos e alquendicos e acidos graxos

juntamente com as y-lactonas reforcam a biossintese proposta.
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FIGURA 3.14: Cromatograma da fracdo Tslm1-Fr4(4)-3 (Condig¢des, p.124)

TABELA 3.11: Compostos identificados na fragao Tslm1-Fr4(4)-3, obtidos via
CG-EM

Pico [M]™ Nome t, (min.)
2 200 Decanoato-10-oxo de metila 12,243
5 216 Nonanodioato de metila 13,722
6 200 Acido p-toluenosulfonico-etil-éster 13,925
8 213 N-etil-N,4-dimetil-benzenosulfonamida 15,872
9 248 9-fenilnonanoato de metila 18,144

10 270 Hexadecanoato de metila 18,216
11 262 w-fenil decanoato de metila 19,245
13 274 o-fenil undecanoato de metila 20,299
15 290 o-fenil dodecanoato de metila 21,316
17 304 o-fenil tridecanoato de metila 22,275
18 316 o-fenil tetradecenoato de metila 22,953
19 318 o-fenil tetradecanoato de metila 23,197
21 330 w-fenil pentadecenoato de metila 23,842
22 332 o-fenil pentadecanoato de metila 24,123
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Pico [M]™ Nome t, (min.)
23 290 y-lactona (IX) 24,317
25 318 y-lactona (XIII) 25,581
26 328 y-lactona (XV) 26,230
27 318 y-lactona (X) 26,566
30 346 y-lactona (XIV) 28,152
31 356 y-lactona (XVI) 29,049
32 346 y-lactona (XI) 29,570
33 374 y-lactona (XII) 33,825

Os espectros de massas das substancias (IX-XVI) (FIGURAS 3.16
a 3.18, ps. 66 a 68) confirmaram a presen¢a da unidade lactonica através dos
fragmentos com m/z 129, 116, 111 € 99, e para o anel aromatico o fragmento m/z

91 referente ao ion tropilio.

oH .
/ 0
H OH \ OH \
)
H
%/ ﬁ/ m/z 91
O m/z116

m/z 129

H\ \

g od
// (0)
m/z 111 m/z 99

FIGURA 3.15: Principais fragmentos observados nos espectros de massas das

y-lactonas
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As substancias IX-XII foram identificadas através dos seus
respectivos picos dos ions moleculares, que possibilitaram a determinacdo de
suas cadeias metilénicas. A configuracao relativa dos substituintes nas vy-
lactonas (IX-XII) foi definida através de comparacdes dos dados dos espectros
de RMN de 'H ¢ "°C e também pela intensidade dos fragmentos observados em

seus respectivos espectros de massas em relagdo a literatura (PUPO et al., 1998).

As vy-lactonas possuem trés centros estereogénicos na unidade
lactonica possuindo entdo, oito isdmeros possiveis. Desta forma foi observado
através da analise do cromatograma dois picos (t, = 25,585 min. (pico 25) e
28,152 min. (pico 30), FIGURAS 3.16 e 3.17, p. 66 ¢ 67) com [M]" de 318 ¢
346 referentes as substancias XIII e XIV, respectivamente. Os espectros de
massas dos compostos XIII e XIV apresentaram fragmentos tipicos das y-
lactonas e os picos dos ions moleculares idénticos as substancias X (pico 27) e
XTI (pico 32) apresentando-se, portanto como diastereoisomeros das y-lactonas X
e XI. Ja as substancias XV ([M]" 328) e XVI ([M]" 356) apresentam-se como

derivados da y-lactonas através da perda de agua.
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No espectro de massas da substancia XVI (t,= 29.049, p. 68) além
do pico [M]" 356 referente a XVI, notou-se também a presenca de outro pico
com m/z 346, que possivelmente devido a presenca dos fragmentos
caracteristicos das vy-lactonas, poderia caracterizar para este pico a mistura da
substancia XVI com um diastereoisdmero da substancia XIII.

Os 4acidos graxos e as demais substancias foram identificados
comparando-se os espectros de massas obtidos aos espectros de massas

existentes na biblioteca de dados do CG-EM.

FIGURA 3.16: Espectros de massas referente aos picos 23 e 25 obtidos via CG-
EM.
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FIGURA 3.17: Espectros de massas referente aos picos 26, 27 e 30 obtidos via
CG-EM.
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FIGURA 3.18: Espectros de massas referente aos picos 31, 32 e 33 obtidos via
CG-EM.
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Ao realizar a analise do espectro de RMN 'H da fragio Tslml-
Fr4(3), também foram observados sinais referentes aos acidos w-fenil alcandicos
e alquendicos, 4cidos graxos e as vy-lactonas. Desta forma, o mesmo
procedimento foi adotado para identificacdo das respectivas substancias.

Através da analise via CG-EM (condi¢des, p.124) da amostra
Tslm1-Fr4(3), observou-se a presenga das y-lactonas X-XII e XIV-XVI ja
detectadas na fragdo Tslm1-Fr4(4)-3, e também a presenca das y-lactonas XVII
a XIX.

O espectro de massa da substancia XVII apresentou os fragmentos
caracteristicos da unidade y-lactonica, apresentando como pico base m/z 116,
entretanto, ndo foi observado o fragmento m/z 91 caracteristico do anel
aromatico, sugerindo que a 7y-lactona estaria ligada a uma cadeia metilénica
(FIGURA 3.22, p. 72).

Os espectros de massas de XVIII e XIX mostraram que ambos
possuiam ions moleculares idénticos ([M'] m/z de 338) e fragmentos tipicos das
v-lactonas. A identificagdo da substancia XVIII foi realizada através da
compara¢ao dos dados do espectro de massas em relagdo a literatura (PUPO et

al., 1998). Deste modo, a y-lactona XIX apresenta-se como diastereoisémero de

XVIII.

OH
12
V4 (0]
(0]
XVII
OH OH
RS s
0// 0 0// 0
XVIII XIX
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TABELA 3.12: Compostos identificados na fracdo Tslm1-Fr4(3), obtidos via

CG-EM
Pico [M]" Substancia t, (min.)
1 200 Decanoato-10-oxo de metila 12,238
2 216 Nonanodioato de metila 13,713
3 200 Acido p-toluenosulfonico-etil-éster 13,928
4 213 N-etil-N,4-dimetil-benzenosulfonamida 15,869
5 256 Pentadecanoato de metila 17,110
6 268 Hexadecenoato de metila 17,948
7 270 Hexadecanoato de metila 18,227
8 282 Heptadecenoato de metila 19,021
9 284 Heptadecanoato de metila 19,266
12 296 Octadecenoato de metila 20,041
13 296 Octadecenoato de metila 20,088
14 298 Octadecanoato de metila 20,275
17 290 o-fenil dodecanoato de metila 21,307
22 326 Eicosanoato de metila 22,161
23 304 o-fenil tridecanoato de metila 22,272
24 318 o-fenil tetradecanoato de metila 23,196
25 312 y-lactona (XVII) 23,464
28 332 o-fenil pentadecanoato de metila 24,088
30 338 v-lactona (XIX) 25,056
31 338 y-lactona (XVIII) 25,883
33 328 y-lactona (XV) 26,224
34 318 y-lactona (X) 26,511
35 346 v-lactona (XIV) 28,143
36 356 y-lactona (XVI) 29,032
37 346 v-lactona (XI) 29,503
38 374 y-lactona (XII) 33,794
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FIGURA 3.21: Cromatograma da fracdo Tslm1-Fr4(3) (Condigdes, p.124).

FIGURA 3.22: Espectro de massa referente ao pico 25 obtido via CG-EM
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FIGURA 3.23: Espectros de massas referente aos picos 30 e 31 obtidos via CG-
EM
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Os demais picos presentes nos cromatogramas das fragdes Tslml-
Fr4(3) e Tslm1-Fr4(4)-3 ndo puderam ser identificados, visto que somente os
dados de seus respectivos espectros de massas eram insuficientes para a
caracterizagao das mesmas. Isso porque estes picos representavam substancias
minoritirias na amostra e através da analise do espectro de RMN de 'H néo foi

possivel obter maiores informagdes sobre estas substancias, impossibilitando

assim as suas caracterizagoes.
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3.3.3 — Identificacao dos aminoacidos N-metilprolina (XX) e 4-
hidroxi-N-metilprolina (XXI)

/ = / =
H CH; H CH;
XX XXI

Os aminoécidos XX e XXI foram isolados em mistura do extrato
metanodlico das sementes de 7. claussenii. As substincias XX e XXI ja foram
1soladas anteriormente das folhas de 7. claussenii (PUPO, 1997b). As estruturas
foram determinadas com base em espectros de RMN de 'H e "°C ¢ através dos
dados da literatura (PUPO, 1997Db).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.24, p. 77) observou-se a
presenga de sinais referentes a hidrogénios de carbonos ligados a heterodtomos
em : 6 3,90 (dd, J = 10,0 e 7,2 Hz, 1H); ¢ 3,15-3,22 (m, 1H) e ¢ 3,72-3,78 (m,
1H), referentes aos hidrogénios, H-2, H-5a e H-5b, respectivamente de XX. Da
mesma forma, o espectro de RMN 'H apresenta em o0 4,20 (dd, J = 11,0 ¢ 7,0
Hz, 1H); 0 3,15-3,22 (m, 1H) e 6 3,97 (dd, J = 12,6 ¢ 5,0 Hz, 1H) sinais
referentes aos hidrogénios, H-2, H-5a e H-5b, respectivamente de XXI. Foram
observados também dois singletos em 0 2,94 e J 3,05 integrando trés
hidrogénios, referente a duas metilas ligadas a heterodtomos. Através das
integracdes dos sinais observados no espectro de RMN de 'H, pode-se
caracterizar a presenca da mistura dos aminodcidos XX e XXI. A andlise dos
dados obtidos via RMN de 'H ¢ "°C, juntamente com os dados da literatura,
confirmaram as substancias N-metilprolina (XX) e 4-hidroxi-N-metilprolina

(XXI).
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TABELA 3.13: Dados de RMN de 'H de N-metilprolina (XX) e comparacio

com a literatura

XX PUPO, 1997b

H (400 MHz, D,0) (400 MHz, D,0)

2 3,90 (dd, J= 10,0 e 7,2 Hz) 3,78 (dd, J= 9,6 ¢ 7,2 Hz)

3a 2,41-2,54 (m) 2,36 (m)

3b 2,06-2,27 (m) 1,79-2,09 (m)

4a 2,06-2,27 (m) 1,79-2,09 (m)

4b 2,06-2,27 (m) 1,79-2,09 (m)

5a 3,15-3,22 (m) 3,04 (dt, J= 11,6, 8,4 ¢ 8,4 Hz)

5b 3,72-3,78 (m) 3,62 (ddd, J = 12,0, 7,6 € 4,8 Hz)
CH; 2,94 (s) 2,75 (s)

TABELA 3.14: Dados de RMN de 'H de 4-hidroxi-N-metilprolina (XXI) ¢

comparag¢do com a literatura

XXI PUPO, 1997b

H (400 MHz, D,0) (400 MHz, D,0)

2 4,20 (dd,J=11,0 e 7,0 Hz) 4,07 (dd,J= 10,8 e 7,2 Hz)

3a 2,41-2,54 (m) 2,36 (ddt, J=14,0,7,2,2,0 € 2,0 Hz)
3b 2,06-2,27 (m) 2,12 (ddd, J= 13,5, 10,5 e 4,8 Hz)

4 4,80 (m)* 4,50 (m)

5a 3,15-3,12 (m) 3,06 (dt, J=13,2,2,0 ¢ 2,0 Hz)
5b 3,97 (dd, J= 12,6 € 5,0 Hz) 3,82 (dd, J= 13,2 ¢ 4,8 Hz)
CH, 3,05 (s) 2,92 (s)

* Encoberto pelo sinal da agua.

75



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

TABELA 3.15: Dados de RMN de "°C de N-metilprolina (XX) e comparacio

com a literatura

XX PUPO, 1997b

C (400 MHz, D,0O) (100 MHz, acetona-dg)
2 73,6 70,5
3 31,6 28,7
4 25,7 22,8
5 59,2 56,2
CH; 43,6 40,6
COOH 173,4 173,7

TABELA 3.16: Dados de RMN de C de 4-hidroxi-N-metilprolina (XXI) ¢

comparagdo com a literatura

XXI PUPO, 1997b

C (400 MHz, D,0) (100 MHz, acetona-d)
2 73,0 70,0
3 41,0 38,2
4 72,3 69,5
5 65,6 62,6
CH, 46,0 43,1
COOH 175,8 172,9
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FIGURA 3.24: Espectro de RMN de 'H dos aminoacidos: N-metilprolina (XX)
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3.3.4 - Identificacao da uridina (XXII) e uracila (XXIII)

OH OH XXIII
XXII

As substancias XXII e XXIII foram isoladas em mistura do extrato
metanolico das sementes de 7. claussenii. As estruturas foram determinadas com
base em espectros de RMN em uma e duas dimensodes, € pela comparagdo com
dados da literatura (YALCIN et al., 2003; SILVA, 2007).

O espectro de RMN de 'H (FIGURAS 3.27 e 3.28, p. 82) mostra
dois dubletos em 0 7,98 (J= 8,0 Hz, 1H) e 6 5,78 (J = 8,0 Hz, 1H) referentes aos
hidrogénios olefinicos H-6 e H-5, respectivamente de XXII. Da mesma forma,
este mostra dois dubletos em ¢ 7,46 (J = 7,6 Hz, 1H) e 0 5,68 (J= 7,6 Hz, 1H)
referentes aos hidrogénios olefinicos H-6 ¢ H-5, respectivamente, de XXIII.
Foram observados também, um dubleto em ¢ 5,90 (J = 5,0 Hz, 1H) o qual foi
atribuido ao hidrogénio H-1°(XXII); dois tripletos em 0 4,23 (J=5,0 Hz, IH) e
0o 4,19 (J = 5,0 Hz, 1H) referentes aos hidrogénios H-2’ ¢ H-3’ de XXII
respectivamente. Em o0 4,05 (dd, J = 6,80 e 3,40 Hz, 1H); 3,85 (dd, /=114 ¢
3,4 Hz, 1H) e em 3,75 (dd, J = 11,4 e 3,4 Hz, 1H), observou-se os sinais
referentes ao hidrogénio H-4’ e os hidrogénios diasterotdépicos H-5’a e H-5b,
respectivamente.

No mapa de correlagbes HMBC (FIGURA 3.30, p. 83), pode-se

observar para a substancia XXII, as correlagdes dos hidrogénios: H-6 (8 7,98, d)
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com os carbonos em 6 89,0 (C-1"), 6 102,0 (C-5), & 153,0 (C-2) e 6 167,0 (C-4),
e para H-5 (6 5,78, d) foram observadas as correlagcdes com os sinais 6 142,0 (C-
6) ¢ 6 167,0 (C-4). Da mesma forma, observaram-se para a substancia XXIII as
correlacoes: H-6 (6 7,46, d) com os carbonos em 6 101,0 (C-5), 6 153,0 (C-2); o
167,0 (C-4); e para H-5 (6 5,68 d) a correlacio com o carbono em 6 143,0
referente ao C-6.

Os sinais dos demais carbonos para as substancias XXII e XXIII,
foram atribuidos através da analise do mapa de correlagdes HSQC (FIGURA
3.29, p. 83).

TABELA 3.17: Dados de RMN de 'H da uridina (XXII) ¢ comparacdo com a

literatura
XXII SILVA, 2007

H (400 MHz, CD;0D) (400 MHz, DMSO)

5 5,78 (d,J=8,0 Hz) 5,62 (d,J=8,0 Hz)

6 7,98 (d, J=8,0 Hz) 7,87 (d,J=8,0 Hz)

1’ 5,90 (d, J = 5,0 Hz) 5,77 (d,J = 5,4 Hz)

2’ 4,23 (t,J=5,0 Hz) 4,01 (t,J=15,2 Hz)

3’ 4,19 (¢t,J=5,0 Hz) 3,96 (t,J=5,0 Hz)

4 4,05 (dd,J= 6,8 ¢ 3,4 Hz) 3,82 (dd,J="1,0 ¢ 3,3 Hz)
5’a 3,85(dd,J=11,4¢ 3,4 Hz) 3,60 (dd, J=12,0 ¢ 3,3 Hz)
5b 3,75(dd,J=11,4 ¢ 3,4 Hz) 3,54 (dd,J=12,0¢ 3,3 Hz)
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TABELA 3.18: Dados de RMN de 'H da Uracila (XXIII) e comparaco com a

literatura
XXIII SILVA, 2007
H (400 MHz, CD;0D) (400 MHz, DMSO)
5 5,68 (d,J=17,6 Hz) 5,65 (d,J=17,6 Hz)
6 7,46 (d,J=1,6 Hz) 7,50 (d,J="1,6 Hz)

TABELA 3.19: Dados de RMN de "°C da Uridina (XXII) e comparagdo com a

literatura
XXII SILVA, 2007
C (400 MHz, CD;0OD) (400 MHz, DMSO)
2 153,0 151,0
4 167,0 163,5
5 102,0 101,7
6 142,0 140,6
Iy 89,0 87,7
2’ 74,0 73,5
3 70,0 69,8
4 85,5 84,6
5 61,0 60,8
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3.3.5 - Identificacio do flavonoide ent-catequina

XXIV

O flavonoide ent-catequina (XXIV), foi isolado do extrato
metanolico das inflorescéncias de 7. catigua.

Este flavonodide foi caracterizado através dos espectros de RMN de
'H ¢ °C e pela comparagio com dados da literatura (NAHRTEDT et al., 1987;
LEITE, 2005).

O modo de oxidagdo do anel A foi definido, através da analise do
espectro de RMN de 'H (FIGURA 3.31, p.87) de XXIV, devido a presenca de
dois dubletos com constantes tipicas de acoplamento meta (J = 2,4 Hz) em 0
5,86 € 5,94, relativos a H-8 e H-6 respectivamente.

Os hidrogénios H-2’, H-3’ e H-6’ foram atribuidos aos valores de
deslocamentos quimicos: duplo dubleto em ¢ 6,72 (J = 1,9 e 8,1 Hz) atribuido a
H-2’ devido ao seu acoplamento orto (J = 8,1 Hz) com H-3" (0 6,77, d, J = 8,1
Hz) e meta (J=1,9 Hz) com H-6’ (0 6,84, d, J = 1,9 Hz)

O anel C foi caracterizado pela presenga de um dubleto em o0 4,57
(J = 8,0 Hz), atribuido a H-2, que acopla com H-3 (0 3,98, m). A configuracao
2,3-trans foi determinada pela constante de acoplamento (J = 8,0 Hz) observada,
e pelo valor de C-2 em ¢ 83,0. A presen¢a do sinal referente a H-2, indicou a
auséncia da dupla ligagdo entre C-2 e C-3, e o sinal em ¢ 69,0 no espectro de

RMN de "°C (FIGURA 3.33, p. 88) foi atribuido ao carbono carbinélico em C-3.
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Para os hidrogénios diasterotopicos H-4a ¢ H-4B observou-se um

duplo dubleto em o0 2,85 (J = 16,2 ¢ 5,2 Hz), sendo correspondente a H-4a,

devido ao seu acoplamento geminal com H-4B (J = 16,2 Hz) e acoplamento

pseudo-equatorial-axial com H-3 (J = 5,2 Hz). O duplo dubleto em ¢ 2,51 (J =

16,2 e 8,0 Hz) foi atribuido ao H-4p, devido ao seu acoplamento pseudo-diaxial

com H-3 (/= 8,0 Hz).

Os sinais observados no espectro de RMN de "°C estdo de acordo

com os dados da literatura para ent-catequina (NAHRTEDT, et al., 1987,

LEITE, 2005) (TABELA 3.21, p. 86).

TABELA 3.20: Dados de RMN de 'H da ent-catequina (XXIV) e comparagio

com a literatura

H XXIV NAHRTEDT, 1987
(400 MHz, CD;0D) (400 MHz, acetona-d;)

2 4,57 (d, J= 8,0 Hz) 4,54 (d,J="1,8 Hz)

3 3,98 (m) 3,98 (m)

4 2,85 (dd,J=16,2¢ 5,2 Hz) 2,86 (dd,J=16,0 ¢ 5,4 Hz)

4 2,51 (dd,J=16,2 ¢ 7,8 Hz) 2,52 (dd, J=16,0 e 8,5 Hz)

6 5,94 (d,J=2,4 Hz) 6,02 (d,J=2,1 Hz)

8 5,86 (d, J=2,4 Hz) 5,87 (d,J=2,2 Hz)

2’ 6,72 (dd, J= 8,1 ¢ 1,9 Hz) 6,7a6,9m

3 6,77 (d, J= 8,1 Hz) 6,726,9m

6’ 6,84 (d,J=1,9 Hz) 6,7a6,9m
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TABELA 3.21: Dados de RMN de "°C da ent-catequina (XXIV) e comparacio

com a literatura

C XXIV NAHRTEDT, 1987
(100 MHz, CD;0D) (100 MHz, acetona-dj)

2 83,0 82,9

3 69,0 68.5

4 28,7 28,5

5 157,0 157,9 ¢

6 96,5 96,4

7 157,0 157,6¢

8 95,7 95,6

9 157,0 156,9

10 101,0 100,9

I’ 132,4 132,3

2’ 120,2 120,1

3 116,3 116,2

4 146,6 146,2

s’ 146.,4 146,2

6’ 120,2 120,1

¢ valores intercambiaveis
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3.3.6 - Identificaciio do Acido 5-O-cafeoilquinico

XXV

O 4cido 5-O-cafeoilquinico (XXV) foi caracterizado através de
RMN em uma e em duas dimensdes e pela comparagdo com os dados da
literatura (MERFORT et al., 1992, VALENTE, 2003).

No espectro de RMN de 'H de XXV (FIGURAS 3.34, p. 92) foram
observados sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em ¢ 7,56 (d, J= 15,4
Hz, H-7’) e 6 6,28 (d, J = 15,4 Hz, H-8’), com constantes de acoplamento (J =
15,4 Hz) tipicas para a configuracdo frans do 4acido cafeico. Observou-se
também, trés sinais de hidrogénios aromaticos: um dubleto em ¢ 7,05 (H-2’)
com J = 1,8 Hz, devido ao acoplamento com hidrogénio H-6" (meta); em 6 6,91
um duplo dubleto (H-6") com J = 1,8 Hz (meta) e J = 8,2 Hz (orto), € um
dubleto em o 6,77 (H-5") com J = 8,2 Hz (orto), devido ao acoplamento com
hidrogénio H-6’.

Os hidrogénios carbindlicos aparecem em o 3,74 como um duplo
dubleto (H-4ax) com J = 10,3 e 2,8 Hz, causado pelo acoplamento com H-5ax e
H-3eq, respectivamente; em o 5,38 (H-5ax) um triplo dubleto com J = 10,3 Hz
(acoplamento: H-4ax e H-6ax) e 4,8 Hz (acoplamento: H-6eq); € um singleto em
0 4,22 referente ao H-3ax.

Os hidrogénios metilénicos (H-6ax, H-6eq, H-2ax e H-2eq)
aparecem como um multipleto em ¢ 2,03-2,26. Os sinais e as constantes de

acoplamento dos hidrogénios referentes ao acido quinico, coincidem com a
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conformacdo preferida do 4cido quinico, segundo a literatura (MERFORT et al.,

1992).

Todos os sinais de hidrogénios observados no espectro de RMN de

1 . , . . r
H foram atribuidos e correlacionados aos seus respectivos carbonos, através do

mapa de correlacoes HSQC (FIGURA 3.35, p. 93). Ja os carbonos quaternarios
foram atribuidos através do mapa de correlagoes HMBC (FIGURA 3.36, p. 93).

Os dados obtidos foram concordantes com os dados da literatura (VALENTE,

2003).

TABELA 3.22: Dados de RMN de 'H do 4cido 5-O-cafeoilquinico (XXV) ¢

comparacao com a literatura

H XXV VALENTE, 2003
(400 MHZ, CD;0D) (400 MHZ, CD;0OD)
2 2,13 (m) 2,18 ax (dd, J=14,9 ¢ 3,2 Hz)
2,04 eq (ddd, J=14,9,5,4¢ 1,9 Hz)
3 4,22 (sl) 4,18 eq (dtd, J=5,4 ¢ 3,2 Hz)
4 3,74 ax (dd, J= 10,3 e 2,8 Hz) 3,73 ax (dd,J=9,1 € 3,2 Hz)
5 5,38 ax (¢d, J=10,3 ¢ 4,8 Hz) 5,33 ax (td, J=9,1 e 4,0 Hz)
6 2,24 eq (m) 2,23 eq (ddd,J=14,9,4,0 e 1,9 Hz)
2,03 ax (m) 2,08 ax (dd, J=14,9 ¢ 9,1 Hz)
2' 7,05 (d,J=1,8 Hz) 7,05 (d, J=1,9 Hz)
5' 6,78 (d, J=8,2 Hz) 6,78 (d, J=8,2 Hz)
6' 6,91 (dd,J=28,2 e 1,8 Hz) 6,95 (dd,J=28,2¢ 1,9 Hz)
7 7,56 (d, J=15,4 Hz) 7,56 (d,J=15,9 Hz)
8 6,28 (d, J=15,4 Hz) 6,27 (d, J=15,9 Hz)
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TABELA 3.23: Dados de RMN de “C do 4cido 5-O-cafeoilquinico (XXV) ¢

comparacao com a literatura

C XXV VALENTE, 2003
(100 MHZ, CD;0D) (100 MHZ, CD;OD)
1 * 76,2
2 38,2 38,3
3 72,5 71,3
4 74,5 73,5
5 71,5 72,0
6 39,8 38,8
7 * 177,1
1’ 126,0 1278
2’ 115,2 115,3
3 145,0 146,8
4 148,0 149,6
5’ 116,0 116,5
6 123,0 123,1
7 147,0 147,1
8 115,2 115,3
9 169,0 168,7

* Valores ndo observados nos experimentos de RMN
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3.3.7 — Determinacio estrutural dos limonoides

Os limonoides XXVI e XXVII provenientes do extrato metandlico
das sementes de 7. elegans, estdo sendo relatados pela primeira vez no género
Trichilia. O limondide (XXVIa) acetato de 116-acetoxiobacunila isolado de
Cedrela odorata (KIPASSA et al., 2008) foi utilizado como modelo na

caracterizacao do anel furanico ligado ao C-17 dos limonoides XXVI ¢ XXVII.
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3.3.7.1 — Identificacao do limonoide 116-acetoxiobacunona

XXVI

O limonoide XXVI foi caracterizado através de RMN em uma e
duas dimensoes, e pela compara¢do com dados da literatura do limonodide com
estrutura semelhante a XXVI (KIPASSA et al., 2008).

No espectro de RMN de 'H de XXVI (FIGURA 3.37, p. 101)
foram observados sinais caracteristicos do anel furano em ¢ 7,42 (s/, H-21), o0
7,40 (1, J = 1,76 Hz, H-23) e J 6,35 (sl, H-22). No espectro de RMN de °C
(FIGURA 3.38, p. 102), o anel furano foi caracterizado pelos sinais em ¢ 119,5
(C-20), 0 141,4 (C-21), 0 109,6 (C-22) e 6 143,3 (C-23). Estas atribuigdes foram
confirmadas através do mapa de correlagdes HSQC de 23 (FIGURA 3.39, p.
102).

No espectro de RMN de 'H observou-se também a presenca de seis
sinais de metilas como singletos em ¢ 1,08, 1,45, 1,50, 1,53, 1,60 ¢ 2,19. Os dois
singletos integrando para um hidrogénio cada, em 0 3,74 e¢ 0 5,45 foram
atribuidos a H-15 e H-17, respectivamente. As atribuigdes dos sinais de H-15 ¢
H-17 e a presenga de um anel D o-lactonico com epodxido entre C-14 e C-15,
foram confirmadas através das correlagdes observadas no mapa de correlagdes

HMBC (FIGURA 3.40, p. 103).
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As atribuicoes dos deslocamentos quimicos de C-15 (0 53,5) e C-17
(0 78,0) foram realizadas através da analise do mapa de correlagdes HSQC de
XXVI. No mapa de correlagdes do HMBC foi observada a correlacdo do sinal
em o 1,08 (s, Me-18) com os sinais em o0 36,3 ¢ 6 63,9, atribuidos aos carbonos

tetrassubstituidos C-13 e C-14 respectivamente.

No espectro de RMN de 'H, a presenca de uma ligagio dupla
conjugada a uma carbonila no anel A, foi determinada pela presenca de dois
dubletos em ¢ 6,01 e 0 6,55 (J = 12,1 Hz) atribuidos aos hidrogénios olefinicos
H-2 e H-1. Os carbonos da dupla ligagao foram caracterizados em o0 153,3 (C-1)
e 0 122,4 (C-2), através da analise do mapa de correlacdes HSQC.

As atribuicoes realizadas para H-1 e H-2, assim como a presenca de
uma carbonila conjugada em C-3 (6 166,4), foram confirmadas através do mapa

de correlagdes HMBC.
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Foram observadas através do mapa de correlacoes HMBC, as
correlagdes dos sinais em o0 1,45 (s, Me-28) e 0 1,53 (s, Me-29) com os carbonos
C-4 (0 83,7) e C-5 (0 56,6). Deste modo pode-se propor a existéncia de um anel
A ¢ -lactOnico a-f3 insaturado na estrutura do limondide XXVI.

Os sinais dos hidrogénios H-5, H-6a e H-68 foram atribuidos
através da analise do espectro de RMN de 'H e das constantes de acoplamento
observadas. O hidrogénio H-68 (¢, 0 3,01, J = 14,2 Hz) apresenta um
acoplamento geminal com H-6a e diaxial com H-5 (dd, ¢ 2,56, J = 14,2 ¢ 4,5
Hz), com a mesma constante de acoplamento (J = 14,2 Hz). A constante de
acoplamento equatorial-axial de H-6a (dd, 6 2,44, J = 14,2 e 4,5 Hz) com H-5 ¢
de 4,5 Hz.

Além dos sinais de carbonos carboxilicos atribuidos a C-16 ¢ C-3, o
espectro de RMN de °C (FIGURA 3.38, p. 102) de XXVI apresentou mais um
sinal de carbonila ndo conjugada em ¢ 205,8, atribuido a C-7. Esta atribui¢ao foi
confirmada através de comparagdes realizadas com a literatura (GARCEZ et al.,
1997).

Os singletos em o0 1,50 (Me-30, 0 19.4) e 1,61 (Me-19, 0 17.,9)

foram atribuidos através dos mapas de correlacoes HSQC e HMBC.
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O sinal em 0 5,71 (dd, J = 6,1 ¢ 2,2 Hz) foi atribuido H-11 devido a
correlacdo com carbono em o 68,3, observado através do mapa de correlagdes
HSQC. A localizagdo do grupamento acetoxilico no anel C (C-11), foi
evidenciada devido a presenca do sinal em o 1,83 (m, H-12) no espectro de

RMN de 'H. Essas atribui¢des foram confirmadas através de dados da literatura.
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TABELA 3.24: Dados de RMN de 'H de 11B8-acetoxiobacunona (XXVI) ¢

comparagdo com a literatura (XXVIa).

H XXVI KIPASSA, 2008 (XX VIa)
(400 MHZ, CDCl) (600 MHZ, CDCl)

1 6,55 (d, J= 12,1 Hz) 6,29 (d,J=12,6 Hz )

2 6,01 (d,J= 12,1 Hz) 5,94 (d, J= 12,6 Hz)

5 2,56 (dd, J= 14,2 e 4,6 Hz) 2,50 (dd, J = 13,1 ¢ 2,4 Hz)
6a 2,44 (dd, J= 14,2 ¢ 4,6 Hz) 2,12 (ddd, J=15,4,2,6 ¢ 2,4 Hz)
68 3.01 (.= 14,2 Hz) 1,94 (ddd,JZHIZS)A, 13,1, 2.4

7 - 4,56 (dd, J=2,6 ¢ 2,4 Hz)

9 2,15 (s) 2,49 (d, J=4,6 Hz )

11 5,71 (dd, J= 6,1 e 2,2 Hz) 5,60 (ddd, J=9.8, 5,5 e 4,6 Hz)
12 1,82 (m) 2,33 (a, dd, J= 14,3 ¢ 9,8 Hz)

1,51 (8, dd, J= 14,3 ¢ 5,5 Hz)

15 3,74 (s) 3,55 (s)

17 5,45 (s) 5,59 (s)

18 1,08 (s) 1,21 (s)

19 1,61 (s) 1,53 (s)

21 7,42 (sl) 7,40 (¢, J = 1,6 Hz)

22 6,35 (s]) 6,32 (d,J= 1,0 Hz)

23 7,40 (¢, J= 1,76 Hz) 7,39 (s)

28 1,45 (s) 1,34 (s)

29 1,53 (s) 1,45 (s)

30 1,50 (s) 1,34 (s)
11-OAc 2,19 (s) 2,15 (s)
7-OAc - 2,13 (s)
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TABELA 3.25: Dados de RMN de "C de 118-acetoxiobacunona (XXVI) e

comparagdo com a literatura (XXVIa).

C XXVI KIPASSA, 2008 (XXVIa)
(100 MHZ, CDCl;) (150 MHZ, CDCl;)

1 153,3 149,8
2 1224 120,0
3 166,4 166,4
4 83,7 83.9
5 56,6 45,5
6 38,9 27,0
7 205,8 74,1
8 51,8 42,0
9 49,5 49,5
10 43,8 45,5
11 68,3 67,7
12 40,8 36,5
13 36,3 37,6
14 63,9 68,6
15 53,5 55,2
16 166,2 166,7
17 78,0 78,0
18 20,3 17,2
19 17,9 19,4
20 119,5 119,7
21 141,1 141,3
22 109,6 109,7
23 1433 143,4
28 31,8 31,8
29 26,3 25,5
30 19,4 20,1
OAc 21,4 21,2
169,9 169,7

OAc - 21,5
-- 169,7
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3.3.7.2 — Identificacdo do limondide 1,2 —diidro-1a-acetoxi-11f-
acetoxi-14,15-epoxicneorina R

’ M
0 28 CO,Me

XXVII

O limondide XXVII foi caracterizado através de RMN em uma e
duas dimensdes, ESI/MS e também pela comparagdo com dados da literatura do
limondide 1,2-diidro-1a-acetoxielegantina B (XXVIIa), semelhante ao XXVII
(GARCEZ et al., 1997a).

No espectro de RMN de 'H de XXVII (FIGURA 3.42, p. 110)
foram observados sinais caracteristicos do anel furano em o0 7,41 (¢, J = 2,0 Hz,
H-23), 6 7,38 (s, H-21) e 0 6,32 (d, J = 2,0 Hz, H-22). No espectro de RMN de
BC (FIGURA 3.43, p. 110), o anel furano foi caracterizado pelos sinais em
119,2 (C-20), 0 141,1 (C-21), 6 109,5 (C-22) e 0 143,5 (C-23). Estas atribui¢des
foram confirmadas através do mapa de correlacdes HSQC de XXVII (FIGURA
3.45,p. 111).

No espectro de RMN de 'H observou-se também a presenca de sete
sinais de metilas como singletos em ¢ 1,06, 1,25, 1,42, 1,59, 2,11, 2,15 e 3,67.
Os dois singletos integrando para um hidrogénio cada, em 6 3,92 e 0 5,50 foram
atribuidos a H-15 e H-17, respectivamente. As atribui¢des dos sinais de H-15 e

H-17 e a presenga de um anel D J-lactonico com epoxido entre C-14 e C-15,
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foram confirmadas através das correlagdes observadas no mapa de correlagdes
HMBC (FIGURA 3.46, p. 112).

Os deslocamentos quimicos de C-15 (6 55,4) e C-17 (0 76,4) foram
determinados através da andlise do mapa de correlagdes HSQC (FIGURA 3.45,
p. 111) de XXVII. No mapa de correlacoes do HMBC (FIGURA 3.46, p. 112)
foi observada a correlagdo do sinal em ¢ 1,06 (s, Me-18) com os sinais em o

76,4 (C-17), 38,6 (C-13), 67,2 (C-14) ¢ 34,8 (C-12).

O mapa de correlacoes HSQC mostra o sinal em ¢ 34,8 (C-12) se
correlacionando com o sinal em o0 1,25 (m, 1H), atribuido ao hidrogénio H-12b.
Através do espectro de Cosy 'H-'H observou-se o acoplamento do hidrogénio
H-12b (6 1,25, m) com o sinal em 6 1,80 (m, 1H), atribuido ao H-12a.

No espectro de Cosy 'H-'H (FIGURA 3.44, p. 111) também foi
possivel observar o acoplamento dos hidrogénios H-12a ¢ H-12b com o
hidrogénio em o 5,35, atribuido a H-11. O acoplamento do H-11 (0 5,35, m) ao
hidrogénio em o 3,20 (m, 1H) atribuido a H-9, foi observado através do espectro
de Cosy 'H-'H. A presenca de um sinal em d 2,15 (s, 3H) se correlacionando
com o sinal em ¢ 170,2 no mapa de correlagdes HMBC, evidenciou a presenga
do grupo acetoxilico na posicao 11.

No espectro de RMN de 'H, a presenca de uma ligagdo dupla
exociclica entre C8-C30 foi determinada pela presenga dos sinais em o0 5,35 (m,

1H) e 6 5,55 (m, 1H) atribuidos aos hidrogénios olefinicos da posi¢ao 30. O
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deslocamento quimico de C-30 (6 125,7) foi determinado através do mapa de
correlacoes HSQC, confirmando o anel B seco para este limonoide.

Os sinais em 0 5,55 (m, 1H) e 0 2,11 (s, OAc) no espectro de RMN
de 'H evidenciaram a presenca do grupo acetoxilico no anel A. No espectro de
Cosy 'H-'H observou-se o acoplamento do hidrogénio em d 5,55 (m, H-1) com
os hidrogénios em ¢ 3,08 (d, J = 16,5 Hz, 1H) e 0 3,32 (m, 1H) atribuidos aos
hidrogénios H-2a e H-2b. Os carbonos C-1 (0 72,0) e C-2 (6 36,5) foram
caracterizados através do mapa de correlagdoes HSQC.

A presenga do sinal em ¢ 170,6 observado no espectro de RMN de
B, caracteristico de carbono carboxilico foi atribuido a C-3, sendo coerente
com os dados da literatura (GARCEZ et al., 1997a).

Foram também observadas através do mapa de correlagdes HMBC,
as correlagdes dos sinais em 0 1,42 (s, Me-28) ¢ 0 1,59 (s, Me-29) com os
carbonos C-4 (0 84,5) e C-5 (6 45,7).

Os sinais dos hidrogénios H-5 e H-6 foram atribuidos através do
espectro de RMN de 'H e por comparacdes com a literatura.

No espectro de RMN de °C (FIGURA 3.43, p. 110) observou-se
sinais em 0 52,2 e ¢ 173,1 atribuidos ao grupo carbometoxilico em C-7. Essa

atribuicao foi confirmada através do mapa de correlagdes HMBC.
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O singleto em ¢ 1,25 (Me-19) apresentou correlacio no HSQC com
o sinal em ¢ 20,0, atribuido ao C-19.

Nos espectros de RMN de 'H e RMN "C do limonoéide XXVII
foram observados alguns sinais com ma resolucao, Garcez et al. (1997a) relatam
que a ma resolugdo dos sinais presentes nos espectros de RMN de 'H ¢ °C de
compostos que possuem anel B-seco e e-lactonico no anel A, seria devido ao
impedimento rotacional em torno da ligacdo C-9/C-10. Este impedimento pode
ser causado por substituintes presentes no anel A. Desta forma, os sinais
relativos aos protons situados na vizinhanga da ligagdo citada se mostram mais
alargados.

O espectro de massas (ESI) no modo positivo do limonodide XXVII
(FIGURA 3.48, p. 113) apresentou um pico em m/z 625 [M+Na],
correspondente ao aduto de sédio, de acordo com a formula molecular
C31H330; proposta para este limondide.

A partir da anélise dos experimentos realizados, juntamente com os
dados da literatura pode-se confirmar a estrutura do limonoide XXVII.

O limondide XXVIla foi utilizado como modelo para comparagao

dos dados da estrutura XXVII.

XXVlIla
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TABELA 3.26: Dados de RMN de 'H de XXVII e comparacio com a literatura.

H XXVII GARCEZ, 1997a (XXVIIa)
(400 MHZ, CDCls) (300 MHZ, CDCl)
1 5,55 (m) 5,34-5,56 (m)
2a 3,08 (d, J= 16,5 Hz) 3,06 (d, J= 16,5 Hz)
2b 3,32 (m) 3,25-3,47 (m)
5 3,20 (m) 3,25-3,47 (m)
6a 2,10 (m) 2,03-2,17 (m)
6b 2,75 (m) 2,66 (dd, J=18,3 ¢ 3,1 Hz)
9 3,20 (m) 3,19 (d, J = 6,8 Hz)
11 5,35 (m) 5,34-5,56 (m)
12a 1,80 (m) 1,94 (1, J = 12,2 Hz)
12b 1,25 (m) 1,57-1,78 (m)
15 3,92 (s) 3,91 (s)
17 5,50 (s) 5,34-5,56 (m)
18 1,06 (s) 1,12 (s)
19 1,25 (s) 1,12 (s)
21 7,38 (s) 6,01 (s)
22 6,32 (d, J=2,0 Hz) 6,23 (s)
23 7,41 (¢, J = 2,0 Hz) -
28 1,42 (s) 1,44 (s)
29 1,59 (s) 1,55 (s)
30a 5,35 (m) 5,34-5,56 (m)
30b 5,55 (m) 5,34-5,56 (m)
OAc 2,11 (s) € 2,15 (s) 2,15 (s) € 2,18 (s)
OMe 3,68 (s) 3,68 (s)
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TABELA 3.27: Dados de RMN "C de XXVII e comparagio com a literatura.

O 0 3 N L AW o~ A

—_
—_ O

OAc

OAc

OMe

XXVII
(100 MHZ, CDCl5)

71,5
36,5
170,6
84,5
45,7
34,8
173,1
136,6
51,6
48,5
69,3
34,8
38,6
67,2
55,4
166,1
76,4
15,4
20,0
119,2
141,1
109,5
143,5
33,8
24,6
125,7
170,2
21,4
170,0
21,6
52,2

GARCEZ, 1997a (XXVIIa)

(100 MHZ, CDCL5)

71,6
36,5
171,6
84,6
45,7
34,7
173,0
136,0
51,5
48,0
68,5
34,1
39,0
67,4
55,0
164,9
76,6
15,7
24,4
161,7
98,1
1234
168,6
34,0
212
126,3
170,3
21,4
170,7
21,5
52,4

109



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

Chlorolform-d

TOOMm N OU—N™ D 0 NSO N —AIN© O S ©
T O®© N DO NO®OITAN - NOMOOW© LW LSt~ ONLW ©
NARRRR N LWV O ®MO® @ OO QN o Y ANCQ
NNNN © 1010 10 10 10 10 10 1O M BOBOOO N ANANAN~ o~ —
=7 I e N PSS ! o I I

JU L b H\L'Ul,/‘*-\

2.00 0.98 3.27 0.93 2.86 1.99 3.09 3.01 4.03
d U H U o Hud 1 1 ui
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

FIGURA 3.42: Espectro de RMN de 'H de XXVII (400 MHz, CDCls)

I~ 00 O O ©
= Ry e )0 Q@ N W0 M NN TN W0 O W N OO @O MmO =
~ = = WG o0 <t o3 O3 F S

— 12574

— 119,28

—109.54
0

S T T T T T T T T T T T T T T T T T T
) 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppn

FIGURA 3.43: Espectro de RMN de "°C de XXVII (100 MHz, CDCl;)

110



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

_ _L__xu__ﬁ_JLMMA“HH_Wm

- M\

+7.5

T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

FIGURA 3.44: Espectro de Cosy 'H-'H de XXVII (400 MHz, CDCl5)

e ool | L_J\JLL

Me;:18
— ooV
(Y
¢ @ |20
—_— @ geMe-19
j . Me-Z; Hz F 30
i “ o
- * Heéb  Hoa Me28 |
‘J OMe S-11]
—_ o
—_— ]
| H-15 L &0
H-11
o | .
% H-10 T0
_ i 0
\l H-17 - 80
- 90
=100
H-22 :
<[ L] F110
| =120
B3
130
H-21
L] 140
s H-23
'.':‘j 'J.IU ﬁj!’a E.If.! 5,‘5 S,ID -\:S 4.‘0 3.‘5 3.IU 2.‘5 3.‘0 1.‘5 l.I": ppm

FIGURA 3.45: Mapa de correlagdes HSQC de XXVII (400 MHz, CDCl,)
111



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

PPm

LLJMJL
=

L)

"

Lma»,uﬂmnxyhhhuﬁJan»u_vd-mj
v B e
[-] (-] (=]

T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

.
o

MLWMLM

- 180

190
T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

FIGURA 3.47: Ampliagao do mapa de correlagdbes HMBC de XXVII (400
MHz, CDCl;)

12



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

C575 full scan
LiaPN_C575_01 57 (1.490) Cm (42:78-(93:116+2:34))

1004

565.7

3871.7

o ‘L‘L. —— . PR PR
300 350 400 450 500 550 600

1: Scan ES+

625.8 1.47e7
[M+Nal*
626.5
T " r r ; T m/z
650 700 750 800 850 9200

FIGURA 3.48: Espectro de massas (ESI no modo positivo) do limonoide

XXVII.

113



IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

3.3.8 — Identificacao dos esteroides

3.3.8.1 — Identificacao do 3-3-O-#-glucopiranosil sitosterol

A substancia XXVIII foi isolada do extrato metandlico das
sementes de 7. claussenii e a sua estrutura foi determinada com base em
experimentos de RMN de 'H ¢ °C e por compara¢io com dados da literatura
(SAKAKIBARA et al., 1983).

Através dos espectros de RMN de 'H ¢ °C de XXVIII (FIGURAS
3.49 e 3.51, ps. 115 e 116) observou-se um duplo dubleto em 0 4,58 (J=11,6 ¢
2,4 Hz) (RMN de 'H) e 6 102,5 (RMN de "C) correspondente ao H-1" ¢ o
carbono anomérico, sinais nas regides ¢ 4,00 a 5,20 referentes aos hidrogénios
carbinolicos também foram observados.

O espectro de RMN de 'H de XXVIII mostra varios sinais nas
regioes de 0 0,67 a 2,76 indicando a presenca de hidrogénios metilicos e
metilénicos caracteristicos do esqueleto esteroidal.

Os sinais observados no espectro de RMN de "°C estdo de acordo

com os dados da literatura para o esteroide 3-3-O-6-glucopiranosil sitosterol.
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TABELA 3.28: Dados de RMN de C da aglicona do sitosterol (XXVIII) ¢
comparagao com a literatura

C XXVII SAKAKIBARA, 1983
(100 MHz, Piridina-ds) (50 MHz, Piridina-ds)
1 37,5 37,5
2 30,3 30,2
3 78,5 78,5
4 40,0 40,0
5 140,9 140,9
6 122,0 121,8
7 32,2 32,1
8 32,1 32,1
9 50,3 50,3
10 37,0 36,9
11 21,3 21,3
12 39,3 39,3
13 42,5 42,5
14 56,8 56,9
15 24,5 24,5
16 28,6 28,6
17 56,2 56,3
18 12,0 12,0
19 19,5 19,4
20 36,4 36,4
21 19,0 19,1
22 34,2 34,3
23 26,3 26,5
24 46,0 46,1
25 29,4 29,5
26 19,2 19,2
27 20,0 20,0
28 234 234
29 12,2 12,2
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TABELA 3.29: Dados de RMN de "C do grupo glicosil (XXVIII) ¢

comparacao com a literatura

C XXVIIT SAKAKIBARA, 1983
(100 MHz, Piridina-ds) (50 MHz, Piridina-ds)

2’ 75,4 75,3

3 78,6 78,6

4’ 71,7 71,7

5’ 78,1 78,4

6’ 62,8 62,8
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3.3.8.2 — Identificacao da mistura do esterdides

Os esterdides  fsitosterol (XXIX), campesterol (XXX),
estigmasterol (XXXI), e sitostenona (XXXII) sdo de ampla ocorréncia no reino
vegetal. Estes esterdides foram isolados em mistura do extrato hexanico das

sementes de 7. elegans.

A mistura de esterdides foi identificada através da andlise dos
experimentos de RMN de 'H e C, CG/EM (condi¢des: p. 123) e os dados
obtidos foram concordantes com a literatura. (SUGA & KONDO, 1974;
SAKAKIBARA et al., 1983).
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4 — Procedimentos Experimentais

4.1 — Materiais e Métodos

¢ Solventes utilizados para cromatografia:
Solventes comerciais destilados no DQ/UFSCar
Solventes P.A. da Merck, Sinth, Vetec e Labsynth

Solventes de grau cromatografico da JTB para anélises em CLAE

¢ Solventes utilizados em RMN:
Deuterados da Merck, Isotec Inc. e Aldrich (TMS 0,03%)

¢ Reagentes utilizados na reacao de esterificacao:
N-metil-N-nitroso-4-toluol-sulfonamida (Diazald) — Merck

KOH P.A. — Merck

¢ Fases estacionarias para cromatografia:

- Cromatografia em coluna de vidro:

Silica gel 60 (70-230 mesh) da Merck

Silica gel 60 (230-400 mesh) da Merck

Florisil da Merck

Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

- Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):
Cromatofolhas — Silica gel F,s4 Al TLC 20 x 20 cm da Merck

Reveladores: radiacao UV (254 e 360 nm) e vanilina em acido sulftrico
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4.2 — Equipamentos

¢ Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear
Briiker DRX 400 MHz
Briiker ARX 200 MHz

¢+ CG-EM

GC — 17A Shimadzu, CG/MS — QP 5000 Shimadzu
Coluna DB-5 (30m x 0,25mm)

Ionizagao por impacto eletronico (IE) (70 e.V)

Todas as andlises via CG-EM foram realizadas utilizando:
Temperatura do injetor: 250°C

Temperatura do detector: 280°C

Modo: split

Volume de injecao: 1uL

Programacdes de temperatura utilizadas nas analises:

+» Mistura dos esteroides:

- Programacao de temperatura: 150°C (1 min.); 6°C/min. até¢ 280°C; 280°C
(15min.)

+* Acidos o-fenil alcandicos e alcenoicos

- Programacao de temperatura: 70°C (2 min.); 10°C/min. até 290°C; 290°C
(20min.)
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% y-lactonas

- Programacao de temperatura: 70°C (2 min.); 10°C/min. até 290°C; 290°C
(20min.)

¢ Espectrometro de Massas

MICROMASS QUATTRO LC

As analises foram realizadas no Laboratorio de Espectrometria e Massas (LEM)
— DQ/UFSCar

Modo de ionizagao:

Substancia: XXVII ESI (modo positivo)

¢ CLAE

Cromatografo: Shimadzu LC-8A (preparativo) com valvula de reciclo, injetor
Rheodyne 7123 com loop de 500,0 pL

Detector: UV-VIS, Shimadzu SPD-6AV

Coluna: Asahipak GS-310 2G (h x ¢ = 50,0 x 2,15 cm) com fase polimérica.

¢ Evaporadores
Biichi — modelo rotavapor R — 114 — DQ-UFSCar
Biichi — modelo EL — 131 — DQ-UFSCar
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4.3 — Material Botanico

Os frutos de 7. claussenii e T. elegans foram coletados em
Piracicaba/SP (coleta realizada em dezembro de 2004) no Campus da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queirdéz” (ESALQ) e identificados pelo
botanico Dr. Ricardo Ribeiro Rodrigues, professor daquela institui¢do. As
inflorescéncias de 7. catigua foram coletadas (fevereiro de 2007) no mesmo

local e identificadas pelo Dr. Ricardo Ribeiro Rodrigues.

4.4 — Preparacao dos materiais vegetais e obtencao extratos brutos

de 7. catigua, T. elegans e T. claussenii

4.4.1 — Obtencao dos extratos brutos dos frutos de 7. claussenii e T.

elegans

Os frutos de T. claussenii e T. elegans foram secos em estufa de
circulagdo de ar a 40°C, por aproximadamente 7 dias e posteriormente separados
em exocarpo (casca do fruto), arilo (casca da semente) e semente e entdo moidos
em liquidificador. Apdés a moagem, foi realizada a extragdo a temperatura
ambiente e em repouso, com solventes em ordem crescente de polaridade
(hexano, MeOH e MeOH/H,0 1:1) durante 7 dias (FLUXOGRAMA 4.1, p.
127). Apos a evaporagdao dos solventes foram extraidos os extratos brutos

descritos na TABELA 4.1.
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TABELA 4.1: Extratos brutos das partes dos frutos de 7. elegans e T. claussenii

Massa
Planta Parte do Fruto Codigo do do
Massa (g) extrato® extrato
(e

Exocarpo (70,164) Tcfeh 1,135

Tcfem 7,008

Tcfea 6,156

Arilo (5,333) Tcseh 0,125

T. elegans Tcsem 2,270

Tcsea 0,553

Semente (14,591) Tseh 0,200

Tsem 9,341

Tsea 1,352

Exocarpo (56,796) Tcflh 15,587

Tcflm 4,700

Tcfla 3,596

Arilo (7,966) Teslh 1,763

T. claussenii Tcslm 0,702

Tcsla 0,181

Semente (35,127) Tslh 7,118

Tslm 4,539

Tsla 2,144

* h:hexano; m:MeOH; a: MeOH:H,O 1:1
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Material Vegetal

| Extrato Hexanico I Torta
b

Torta | Extrato Metandlico I

| Torta I | Extrato Hidrometanolico I

FLUXOGRAMA 4.1: Obtencao dos extratos de espécies de Trichilia .

a) Extracdo com n-hexano por sete dias.
b) Extragdo com metanol por sete dias.

¢) Extragao com metanol/agua na proporcao de 1:1 por sete dias

4.4.2 — Obtencao dos extratos brutos da inflorescéncia de 7.

catigua

Os extratos das inflorescéncias de 7. catigua foram secos em estufa
de circulacdo de ar a 40°C, por aproximadamente 7 dias e apds a moagem, foi
realizada a extracdo conforme descrito anteriormente (FLUXOGRAMA 4.1, p.
127). Apos a evaporagdo dos solventes foram extraidos os extratos brutos

descritos na TABELA 4.2.
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TABELA 4.2: Extrato bruto das inflorescéncias de 7. catigua

Codigo do Massa do
Planta Massa (g)
Extrato* extrato (g)
T. catigua Inflorescéncias Tflch 0,384
(16,795) Tflem 4,229
Tflca 2,985

* h:hexano; m:MeOH; a: MeOH:H,O 1:1

4.5 — Fracionamento dos extratos de espécies de Trichilia

4.5.1 — Fracionamento do extrato Tslm

De acordo com os resultados obtidos dos ensaios bioldgicos dos

extratos de Trichilia ssp. sobre S. frugiperda (item 3.1.2, p. 28), o extrato

metandlico das sementes de 7. claussenii (Tslm) foi fracionado através da

particao liquido-liquido, conforme o procedimento descrito no FLUXOGRAMA

4.2.

Do extrato Tslm foram obtidas 4 fracdes apos evaporacdo dos

solventes: hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH/H,0O, conforme descrito na

TABELA 4.3.
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Extrato Metanolico

MeOH/H,0
+

Hexano

| Frac¢ao hexanica I Parte hidroalcoo()lical
CH,Cl,

| Parte hidroalcodlica Ii | Fra¢io CH,Cl, I
AcOEt

|Fra¢ﬁo MeOH/HzOI | Fracio AcOEt I

FLUXOGRAMA 4.2: Procedimento geral de particdo liquido-liquido dos

extratos metanodlicos

TABELA 4.3: Fracdes provenientes do fracionamento do extrato Tslm

Extrato
Fracao Solvente Massa (g)
Metanolico
Tslml Hexano 0,380
Tslm Tslm2 CH,Cl, 0,057
(4,539¢g) Tslm3 AcOEt 1,004
Tslm4 MeOH/H,0 3,098

As fragdes obtidas da particao liquido-liquido (TABELA 4.3) foram
ensaiadas sobre S. frugiperda (item 3.1.2.1, p. 30). As fragcdes ativas foram

submetidas a sucessivos fracionamentos.
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4.5.1.1 — Fracionamento da frac¢ao Tslml

Condicao 1

Fr-1 Fr-3 Fr-5
15,8 mg 47,0 mg 43,5 mg
Fr-2 Fr-4 Fr-.6
5,5 mg 203,3 mg 51,4 mg
Condicao 2

Fr-3(1) Fr-3(3) Fr-3(5) Fr-3(7)
8,2 mg ‘ % 2,5mg % 1,5 mg 12,8 mg

Fr-3(2) Fr-3(4) Fr-3(6)

6,6 mg 5,2mg 6,2 mg

- Acidos o-fenil alcandicos
Acidos o-fenil alcanoicos | e alquendicos (I-VIII),

e alquendicos (I-VIID) } y-lactonas (IX-XIII ¢ XV-XVI)
““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““ e acidos graxos

FLUXOGRAMA 4.3: Fracionamento da fragao Tslm1 e Tslm1(Fr-3)

% Foi realizada reacdo de metilagdo em pequenas aliquotas das amostras para analise via
CG/EM

Condigao 1:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 3,5 cm e h = 30,0 cm

- Gradiente de Eluicdo: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Condic¢ao 2:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), d =2,0 cm e h= 14,5 cm

- Gradiente de Eluicdo: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Codigo: T = Trichilia; s = sementes; | = claussenii; m = metanolico
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Tslm1(Fr-4)

203,3 mg
Condicao 3
%*
Fr-4(1) Fr-4(2) Fr-4(3) Fr-4(5)
25,2 mg 40,6 mg ) 14,4 mg 38,7 mg
/ Fr-4(4)
Acidos o-fenil alcandicos 84,4 mg
e alquenoicos (I-VIII)
y-lactonas (X-XII, XIV-XIX)
e acidos graxos Condicao 4
%*
Fr-4(4)-1 Fr-4(4)-3 Fr-4(4)-5
12,0 mg 5k 8,1 mg 10,2 mg
Fr-4(4)-2 Fr-d(4)-4 | Fr-4(4)-6
10,9 mg 12,2 mg 26,9 mg

Acidos o-fenil alcandicos
e alquenoicos (I-VIII)
v-lactonas (IX-XVI)

e acidos graxos

Acidos o-fenil alcandicos
¢ alquenoicos (I-VIII) )

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

FLUXOGRAMA 4.4: Fracionamento da fragdo Tslm1(Fr-4) e Tslm1(Fr-4)-4

% Foi realizada reacdo de metilagdo em pequenas aliquotas das amostras para analise via
CG/EM

Condic¢ao 3:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), $ =3,0 cm e h=22,0 cm

- Gradiente de Elui¢dao: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Condigao 4:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), $ =2,2cm e h= 15,0 cm

- Gradiente de Eluicdo: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Codigo: T = Trichilia; s = sementes; | = claussenii; m = metanolico
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Das fra¢des Tslml1(Fr3) e Tslm1(Fr4)-4 foram isolados os acidos
o-fenil alcandicos e alcenodicos (I-VIII) e também o conjunto de y-lactonas (IX-

XIX).

4.5.1.2 — Fracionamento da fraciao Tslm3

O fracionamento do subextrato TsIm3 (FLUXOGRAMA 4.5) levou
ao isolamento da N-metilprolina (XX), 4-hidroxi-N-metilprolina (XXI), uridina
(XXII), uracila (XXIITI) e do esterdide glicosilado (XXVIII).
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Tslm3
1,004 g
Condic¢ao 1
Fr-1 Fr-3 Fr-5
88,0mg } 295,0mg ) 401,0 mg
Fr-2 Fr-4 Fr-5(2)
1064 mg J 64,6 mg ) 40,0 mg
Condigio 2 Condicio 2 Condigio 2
8 fracﬁes 10 fra?ﬁes 7 frag(")es
Fr-25) | : Fr-5(2)-3
52,1mg |} Fr-4(7) | 3,8 mg :
i 7,4 mg A :
Condicao 2 \
4 fracoes
‘ v 4-hidroxi-N-metilprolina (XX)|
Fr-4(7) A L : e N-metilprolina (XXI)
100mg |} Uridina (XXII)
————————————————————————————— e Uracila (XXIII)
v
Esterdide

glicosilado (XXVIID) }

FLUXOGRAMA 4.5: Fracionamento da fracao Tslm3
Condigao 1:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =3,5cm e h=76,0 cm

- Eluente: MeOH, MeOH/H,O (1:1) (modo gradiente)

Condigao 2:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cm e h = 56,0 cm

- Eluente: MeOH

Condi¢ao 3:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cm e h = 56,0 cm

- Eluente: MeOH/H,0 (1:1)

Codigo: T = Trichilia; s = sementes; | = claussenii; m = metanolico
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4.5.2 — Fracionamento do extrato Tflcm

O extrato metanolico das inflorescéncias de 7. catigua (Tflcm) foi
fracionado através da parti¢ao liquido-liquido de acordo com procedimento
descrito no FLUXOGRAMA 4.2. Foram obtidas 4 fra¢des apos evaporagao dos
solventes: hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH/H,0O, conforme descrito na
TABELA 4.4.

TABELA 4.4: Fragoes provenientes do fracionamento do extrato Tflcm

Extrato
Fracao Solvente Massa (g)
Metanolico
Tflem1 Hexano 0,160
Tflem Tflem?2 CH,Cl, 0,091
(4,100g) Tflcm3 AcOEt 0,833
Tflcm4 MeOH/H,0O 2,877

As 4 fragdes oriundas do extrato Tflcm foram ensaiadas sobre S.
frugiperda (item 3.1.2.3, p. 40). As fracdes ativas foram submetidas a sucessivos

refracionamentos.

134



PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.5.2.1 — Fracionamento das fracoes Tflcm1 e Tflem2

Tflem1
160,0 mg

Condicao 1
Fr-1 Fr-2 Fr-3 Fr-4 Fr-5
90,7 mg 2,5 mg 11,4 mg 24,2 mg 32,2 mg
Condicao 2

Fr-1(2) Fr-1(4) Fr-1(5)
8,5 mg 12,1 mg 9,6 mg

Fr-1(3) Fr-1(5)

40,1 mg 20,4 mg

Condicao 2
(3)-1a(3)-6

FLUXOGRAMA 4.6: Fracionamento da fragao Tflem1
Condigao 1:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,5 cm e h=40,0 cm
- Eluente: MeOH/CH,Cl, (1:1)

Condigao 2:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cme h=32,0 cm
- Eluente: MeOH/CH,Cl, (1:1)

Codigo: T = Trichilia; fl = inflorescéncias; ¢ = catigua; m = metanolico
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Condigao 3:

Condigao 4:

Tflem2
91,0 mg
Condicao 3
Fr-1 Fr-3 Fr-5
6,2 mg 42,0 mg 10,5 mg
Fr-2 Fr-4
21,3 mg 11,0 mg
Condicao 4
Fr-3(1) Fr-3(3) Fr-3(5)
3,8 mg 5,0 mg 15,0 mg
Fr-3(2) Fr-3(4)
6,0 mg 12,0 mg
v
ent-catequina (XXIV)
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FLUXOGRAMA 4.7: Fracionamento da fragao Tflcm2

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cm e h = 56,0 cm
- Eluente: MeOH

- CLAE Polimérica — Asahipak GS-310 2G (h x ¢ = 50,0 x 2,15 cm)
- Eluente: MeOH
- vazdo: 3,0 mL/min.; A =217 e 254 nm.

Codigo: T = Trichilia; f1 = inflorescéncias; ¢ = catigua; m = metanolico
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4.5.3 — Fracionamento dos extratos Tcsem e Tsem

Os extratos metanolicos das sementes e cascas das sementes de 7.
elegans (TABELA 4.1, p. 126), foram fracionados através da parti¢do liquido-
liquido, de acordo com o procedimento descrito no FLUXOGRAMA 4.2. As

fracOes obtidas apds evaporacdo dos solventes estdo descritas nas TABELAS

4.5 e 4.6.

TABELA 4.5: Fracdes provenientes do fracionamento do extrato Tcsem

Extrato
Fracao Solvente Massa (g)
Metanolico
Tcsem Tcseml Hexano 0,182
(2,270 g) Tcsem?2 AcOEt 0,643
Tcsem3 MeOH/H,0O 1,175

TABELA 4.6: Fragdes provenientes do fracionamento do extrato Tsem

Extrato
Fracao Solvente Massa (g)
Metandélico
Tseml Hexano 0,687
Tsem Tsem?2 CH,(Cl, 0,499
(9,341 g) Tsem3 AcOEt 1,307
Tsem4 MeOH/H,0O 6,847
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Apods a analise dos espectros de RMN 'H das fragdes provenientes
do fracionamento dos extratos Tsem e Tcsem, decidiu-se pelo isolamento das
substancias presentes nestes extratos.

Da fracdo Tcsem2, foi isolado o 4cido 5-O-cafeoilquinico (XXV)
(FLUXOGRAMA 4.8). Ja a fracdo Tsem2, apos sucessivos refracionamentos
(FLUXOGRAMA 4.9) foram isolados os limondides XXVI e XXVII.
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4.5.3.1 — Fracionamento da fracao Tcsem?2

Condicao 1

Fr-1 Fr-3 Fr-5
111,6 mg 90,0 mg 39,5 mg
Fr-2 Fr-4
23,5 mg 35,4 mg

Condicao 2
Fr-3(1) Fr-3(2) Fr-3(3)
13,7 mg 9,2 mg 52,0 mg

Acido 5-O-cafeoilquinico (XXV)

FLUXOGRAMA 4.8: Fracionamento da fracdo Tcsem?2
Condigao 1:

- Coluna Sephadex LH-20, $ =2,5cm e h=76,0 cm

- Eluente: MeOH

Condigao 2:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cm e h=56,0 cm

- Eluente: MeOH

Codigo: T = Trichilia; cs = cascas das sementes; e = elegans, m = metandlico
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4.5.3.2 — Fracionamento da fracao Tsem?2

Tsem2
499,0 mg
Condicao 3
Fr-1 Fr-3 Fr-5
234,0mg J 22,0mg |} 144,0 mg
Fr-4
Fr-2 85,4 mg
13,6mg } |
““““““““““““““““ Condicao 4
Condigio 4 10 fracdes
8 fracoes
Fr2) | NS |
] ,0m ]
2,1mg | 2 ) Condigio5s
A 6 fracdes
Condicao 5
7 fracoes
Fr-4(3)-4 Fr-4(3)-4 | Fr-43)-5 |
38mg |} 38mg } 13mg |}
Limonéide (XXVID |- Limonoide (XXVI) | Limonéide (XXVIT) |

FLUXOGRAMA 4.9: Fracionamento da fracdo Tsem2
Condic¢ao 3:
- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,5 cm e h=76,0 cm

- Eluente: MeOH/CH,Cl, (1:1)

Condigao 4:

- Coluna Sephadex LH-20, ¢ =2,0 cm e h = 56,0 cm

- Eluente: MeOH/CH,Cl, (1:1)

Condigao 5:

- CLAE Polimérica — Asahipak GS-310 2G (h x ¢ = 50,0 x 2,15 cm)
- Eluente: MeOH/CH,Cl, (7:3)

- vazdo: 3,0 mL/min.; A =217 e 254 nm.

Codigo: T = Trichilia; s = sementes; e = elegans; m = metanolico
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4.5.3.3 — Fracionamento do extrato Tseh

O extrato Tseh foi fracionado, e levou ao isolamento dos esteroides

(XXIX a XXXII)

-
Tseh
200,0 mg
L d
Condicao 1
Fr-1 Fr-3 Fr-5 Fr-5
435mg |} 6,4 mg 5 273mg |} 22,0 mg
Fr-2 Fr-4 Fr-.6
31,5 mg 7,2 mg 62,0 mg
Condicao 2 Fr-3-6
10 fracoes 6,4 mg
A\ 4
Mistura dos -
esterdides (XXIX-XXXII)

FLUXOGRAMA 4.10: Fracionamento do extrato Tseh

Condigao 1:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ =2,0 cm e h =30,0 cm

- Gradiente de Eluicdo: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Condigao 2:

- Coluna em silica gel (70-230 mesh), d = 1,5 cm e h=22,0 cm

- Gradiente de Eluicdo: Hexano100%, Hex/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), AcOEt
100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3/1:1), MeOH 100%.

Codigo: T = Trichilia; s = sementes; € = elegans; h = hexanico
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4.6 — Reacao de esterificacao com diazometano

Para realizacdo da reacdo de esterificacdo, adicionou-se uma
solucdo de diazometano em éter etilico as amostras até ndo ser mais observada a
liberagdo de géas de N,

A solucdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 1,0 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamida (diazald) em 15,0 mL de éter etilico. A solucao
(em baldo de destilagdao) foi posteriormente resfriada em banho de gelo, onde
foram adicionados 1,0 g de hidroxido de potassio em 10,0 mL de etanol. Apos 5
minutos a solucao etérea de diazometano fo1 destilada em banho de 6leo a 65°C,

o destilado foi coletado sobre éter etilico em banho de gelo.
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4.7 — Ensaio bioldgico

4.7.1 - Ensaios de toxicidade realizados sobre Spodoptera

frugiperda

Os ensaios bioldgicos realizados sobre S. frugiperda foram realizados
no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCar, a 25 +
1°C, UR de 70 + 5% e fotofase de 12h. Para realizacdo dos testes, criagao de S.
frugiperda (J. E. Smith) foi mantida em laboratorio sendo as lagartas
alimentadas com dieta artificial (KASTEN et al., 1978; PARRA, 1986) ¢ os
adultos com solucdo de mel a 10%.

Os ensaios de toxicidade realizados neste trabalho, basearam-se na
metodologia descrita por PAULA et al. (2000). Para realizagdo dos bioensaios,
foram preparadas solucdes das amostras em acetona e/ou agua.

Foram utilizados grupos de 10 larvas de Spodoptera frugiperda no
segundo instar (5 dias), onde cada grupo foi transferido para placas de Petri. As
médias dos pesos dos grupos de insetos foram obtidas pelas medidas realizadas
em balanca analitica. Em cada inseto 1pulL da solugdo em acetona ou agua, foi
aplicado topicamente, via uma micro-seringa. Para evitar a possivel morte do
inseto, em cada grupo de larvas foram colocadas pequenas porc¢oes (300,0mg)
da dieta artificial. Este processo foi realizado uma hora apds a aplicacdo da
solucdo. O controle foi realizado sobre as mesmas condi¢des; 1 pl. de acetona
ou agua, foi aplicado em cada inseto.

A mortalidade dos insetos foi verificada apos 48horas. Todos os
experimentos e o respectivo controle foram realizados em replicatas.

Na primeira etapa do trabalho, foram realizados ensaios de toxicidade
para verificar quais extratos apresentavam atividade inseticida. Os ensaios com
os extratos hexanicos, metandlicos e hidrometandlicos de Trichilia ssp., foram

realizados primeiramente na concentragdo de lmg/mL e posteriormente na
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concentragdo de 10mg/mL, ja as fra¢des obtidas das andlises cromatograficas

foram todas realizadas na concentra¢do de 10mg/mL.
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5 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espécies 7. catigua, T. elegans e T.
clausseni proporcionou o isolamento e identificagdo do conjunto dos acidos -
fenil alcanodicos e alquenoicos, vy-lactonas, 4-hidroxi-N-metilprolina, N-
metilprolina, wuridina, wuracila, ent-catequina, 4cido 5-O-cafeoilquinico,
limonoides 118-acetoxiobacunona, 1,2—diidro-1a-acetoxi-116-acetoxi-14,15-
epoxicneorina R e os esterdides 3-8-O-B-D-glucopiranosil, sitosterol, 5-
sitosterol, campesterol, estigmasterol e sitostenona.

Os limonoides 118-acetoxiobacunona, 1,2—diidro-1a-acetoxi-116-
acetoxi-14,15-epoxicneorina R isolados de 7. elegans estao sendo relatados pela
primeira vez no género Trichilia. J& as y-lactonas IX e X estdo sendo relatadas
pela primeira vez na espécie 7. claussenii.

A partir dos ensaios bioldgicos realizados com os extratos
organicos dos frutos, sementes e inflorescéncias das espécies 7. catigua, T.
elegans e T. claussenii na concentracdo 10 mg/mL, foram observados que os
extratos metandlicos da semente de 7. claussenii e inflorescéncias de 7. catigua
apresentaram as maiores porcentagem de mortalidade sobre S. frugiperda. O
biomonitoramento do fracionamento do extrato metanolico das sementes de T.
claussenii juntamente com a identificacdo estrutural das substancias isoladas
mostraram que o conjunto dos acidos w-fenil alcanodicos e alquendicos foram as
substancias ativas no ensaio de toxicidade sobre S. frugiperda. Essas substancias
apresentam-se como uma nova classe quimica inseticida, visto que era esperado
que os limondides estivessem relacionados a atividade inseticida encontrada
para espécies da familia Meliaceae.

Os ensaios de toxicidade realizados com acidos graxos (C5-C16) na
concentragdo de 1,0 mg/mL ndo apresentaram altas taxas de mortalidade,

entretanto na concentragdo de 10,0 mg/mL observou-se que os dacidos
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hexandico, nonandico e decandico apresentaram resultados interessantes (90,0,
96,67 € 96,67 %, respectivamente).

A atividade do extrato metanolico das inflorescéncias de 7. catigua
sobre S. frugiperda, provavelmente esta relacionada a presenga do flavonodide
ent-catequina, que através de ensaios de ingestdo nas concentragdes de 1, 10 e
50 mg/kg apresentaram mortalidade larval de 50,00, 53,33 e 66,67 %,
respectivamente (LEITE, 2005).

O estudo fitoquimico biomonitorado por ensaio bioldgico realizado
neste trabalho contribuiu para a descoberta da atividade biologica de algumas
substancias, mostrando ser uma ferramenta muito importante para a descoberta
de compostos ativos.

Espera-se que os ensaios bioldgicos aqui reportados estimulem o
estudo do conjunto dos acidos w-fenil alcanodicos e alquendicos identificados, a
fim de conseguir uma substancia, que sendo ativa possa servir de prototipo para
o desenvolvimento de novos inseticidas sobre a lagarta-do-cartucho do milho

Spodoptera frugiperda.
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