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RESUMO

OBTENCAO DE INSETICIDAS E FUNGICIDAS A PARTIR DE Picramnia
glazioviana E BAGACO DE LARANJAS PARA O CONTROLE DE FORMIGAS
CORTADEIRAS.

Devido nosso pais ter dimensao continental e clima muito apropriado para pratica de

numerosas variedades de plantacbes, € necessario obter controle adequado das
pragas que afligem as produc¢des alimenticias. Uma das principais pragas agricolas
sao os insetos, em especial formigas cortadeiras, que reduzem consideravelmente a
produtividade e, portanto, competem com o homem com relagdo ao alimento. Sendo
assim, este trabalho descreve o estudo dos extratos metandlico dos galhos e
diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana, cujo o objetivo principal é
controlar a atividade de formigas cortadeiras visando reduzir a sua agao como praga
agricola. Como metodologia para separacao e caracterizacdo dos compostos foram
utilizadas técnicas de HPLC-DAD, CPC-DAD, RMN-1D e 2D, UPLC-HRMS. Além
disso, testes de atividades inseticidas foram realizadas frente a formigas cortadeiras
das espécies Atta e Acromyrmex e ensaios de inibicdo frente ao fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus. Os resultados demonstram atividades inseticidas e
fungicida dos extratos brutos estudados, bem como a identificacdo de substancias
guimicas ja relatadas no género, como por exemplo, as antraquinonas Aloe-emodina
e Crisofanol que em trabalhos no grupo de pesquisa ja apresentaram atividades
inseticidas. Além disso, um trabalho com Citrus, mais especificamente bagaco de
laranja, foi realizado, onde complexos metalicos foram gerados com metabdlitos
guimicos presentes no meio e atividades inseticidas e fungicidas foram testadas.
Como resultados, houve a proposta de caracterizacdo dos complexos por meio
principalmente de andlise no UPLC-HRMS, além disso, os complexos do metal 2
apresentaram agdao inseticida em formigas e inibicdo no seu fungo simbionte. Sendo
assim, a aplicacdo de uma abordagem de separacao (CPC) pouco utilizada no Brasil
para extratos complexos, auxiliado pela resposta das atividades bioldgicas
proeminentes geraram possibilidade de futuras aplicagcbes dos resultados, como
também oportunidades para novos trabalhos no grupo de pesquisa. Além disso, a
complexacao de substancias de interesse advindas de extratos complexos em metais,
geraram a redagdo de uma patente com os resultados obtidos, contribuindo assim
para abordagens inovadoras na Quimica de Produtos Naturais.

PALAVRAS-CHAVE: Picramnia glazioviana; Cromatografia de Particdo Centrifuga;

Bagaco de Laranja; Complexos metélicos.
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ABSTRACT

OBTAINING INSECTICIDES AND FUNGICIDES FROM Picramnia Glazioviana
AND ORANGE BAGASSE FOR THE CONTROL OF LEAF-CUTTIING ANT.

Because our country has a continental dimension and a very suitable climate for
practicing numerous varieties of crops, it is necessary to obtain adequate control of the
pests that afflict food production. One of the main agricultural pests is insects,
especially leaf-cutting ants, which greatly reduce productivity and thus compete with
man for food. Thus, this work describes the study of the methanolic extracts of the
branches and dichloromethane of leaves of Picramnia glazioviana, whose main
objective is to control the activity of leaf cutting ants in order to reduce their action as
agricultural pest. HPLC-DAD, CPC-DAD, NMR-1D and 2D, UPLC-HRMS techniques
were used for the separation and characterization of the compounds. In addition, tests
of insecticidal activities were carried out against cutter ants of the Atta and Acromyrmex
species and inhibition tests against the symbiotic fungus Leucoagaricus
gongylophorus. The results demonstrate insecticidal and fungicidal activities of the
crude extracts studied, as well as the identification of chemical substances already
reported in the genus, such as the anthraquinones Aloe-emodin and Chrysophanol,
which have already shown insecticidal activity in the research group. In addition, a work
with Citrus, more specifically orange bagasse, was carried out, where metallic
complexes were generated with chemical metabolites present in the medium and
insecticidal and fungicidal activities were tested. As results, there was the proposal of
characterization of the complexes mainly through analysis in the UPLC-HRMS, in
addition, the complexes of metal 2 presented insecticidal action on ants and inhibition
in their symbiont fungus. Thus, the application of a separation approach (CPC) in Brazil
for complex extracts, aided by the response of prominent biological activities,
generated the possibility of future applications of the results, as well as opportunities
for new work in the research group. In addition, the complexation of substances of
interest from complex extracts in metals, led to the writing of a patent with the results
obtained, thus contributing to innovative approaches in the Chemistry of Natural
Products.

KEYWORDS: Picramnia glazioviana; Centrifugal Partition Chromatography; Orange
bagasse; Metallic complexes..
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APRESENTACAO

A redacao desta dissertacao foi dividida em dois capitulos, sendo que o
primeiro trata-se da pesquisa inicialmente proposta no projeto de mestrado, o qual
descreve o0 estudo fitoquimico preliminar dos extratos metandlico de galhos e
diclorometéanico das folhas de Picramnia glazioviana, com a caracterizagdo de
substancias e ensaios preliminares de toxicidade frente as formigas Atta sexdens
rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Ja o capitulo
seguinte, trata-se de um projeto que relata sinteses, caracterizacbes e ensaios
biolégicos de complexos metalicos, com dois metais M1 e Mz, tendo como matriz o
bagaco de laranja, o qual gerou a redacdo de patente. Portanto, alguns dados e

resultados obtidos foram omitidos.



CAPITULO 1

1. —INTRODUCAO

1.1- Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus

A tribo Atinni é constituida por 13 géneros, onde as formigas cortadeiras
dos géneros Atta e Acromyrmex (FIGURA 01), que sé&o conhecidas respectivamente
como salvas e quenquéns, estdo presentes.! As formigas sdo classificadas em
espécies diferentes devido apresentarem divergéncias morfologicas, como pode ser
visualizado na FIGURA 01.

Estes seres vivos estéo classificados dentro da familia Formicidae, e
vivem em relacdo simbidtica com o fungo Leucoagaricus gongylophorus, o qual é
guem produz o alimento necessario para a manutencdo do formigueiro através da

degradacgdo de matéria organica.

FIGURA 01 - Formigas cortadeiras do género Atta e Acromyrmex. Disponivel em:
https://myrmexinfinitus.blogspot.com/2016/10/diferencaentre-atta-e-acromyrmex-depois.html

Estes animais sdo considerados uma das principais ameacas a
producdo agricola brasileira, principalmente em florestas implantadas de Pinus e
Eucalyptus.?*

As formigas vivem em simbiose obrigatéria com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus, sendo que, através de material vegetal que é utilizado como substrato
pelo fungo, ocorre a producgéo de enzimas que reduzem polissacarideos em agucares

menores que servem de alimento para as formigas e sua larva. Em troca do alimento



produzido, protecao e dispersdo do fungo para novos ninhos, sdo fornecidos pelas

formigas em relagcdo mutualistica complexa.>®

1.2— Controle de formigas cortadeiras
As formigas cortadeiras sdo consideradas pragas nha agricultura, por
isso, ha uma busca constante por inseticidas para os seus controles, uma vez que

eles precisam ter algumas caracteristicas especificas, como por exemplo:

> Apresentar baixa mortalidade nos primeiros dias, para que assim o0

principio ativo contamine toda colbnia;

> E interessante que a mortalidade seja ocasionada por ingestdo, pois
estes insetos apresentam carapaca de quitina que forma uma barreira
natural contra ataques externos, sendo assim, o principio ativo pode

estar em iscas;

Baseado no exposto, o controle das formigas cortadeiras € comumente
realizado por métodos quimicos, mecéanicos e bioldgicos, sendo que o primeiro é o
mais utilizado, através de produtos organoclorados, que séo aplicados diretamente
nos ninhos em formas de liquidos termonebulizaveis, gases toxicos, pos secos e iscas
granuladas.®1!

Vale salientar que muitos inseticidas sintéticos utilizados no controle das
pragas geram problemas de contaminagdo ao meio ambiente, resisténcia e n&o
seletividade para morte de insetos especificos, e com isso, gera-se a necessidade de
uma busca por substancias naturais com propriedades inseticidas para o controle de
pragas sem danos ao homem e ao meio ambiente.!?

Além disso, atualmente uma alternativa utilizada para o controle das
formigas cortadeiras consiste no combate e/ou inibicdo do fungo simbionte. Pois se o
fungo morrer, consequentemente as formigas iriam morrer de fome, e com isso, ha
uma busca por substancias que apresentem inibicdo ao fungo para assim produtos

serem gerados no mercado.

1.3—-Importancia de produtos naturais e metabdlitos secundérios
O Brasil apresenta uma extensa diversidade vegetal e animal, além de
gue, possui uma farmacopeia popular baseada em plantas medicinais, associada a

diferentes locais do mundo.13-15



Através de conhecimentos repassados por geracdes, a medicina popular
busca tratar doencas através do consumo de ervas, frutos, raizes e cascas de arvores.
Com isso, a fitoterapia surge derivando do grego phyton que significa “vegetal” e de
therapeia, "tratamento”, consistindo no uso interno ou externo de vegetais para o
tratamento de doencas, sejam eles “in natura” ou sob a forma medicamentos.6-20

Os vegetais produzem nutrientes e substancias ativas para viver e se
proteger, principalmente através de seu metabolismo secundario, substancias estas,
que apresentam acéo farmacolégica denominadas de principios ativos.??

Diante do exposto, muitos pesquisadores desenvolvem seus trabalhos
buscando utilizar as substancias ativas obtidas de plantas como protétipo para o
desenvolvimento de novos farmacos e para o tratamento de doencas.??

Sendo assim, devido a diversidade de vegetais em nosso planeta, ha
uma grande variedade de metabdlitos secundérios ativos, os quais sdo de suma

importancia para proporcionar melhor qualidade de vida aos seres humanos.

1.4— Ordem Picramniales

A ordem Picramniales inclui apenas a pequena familia neotropical
Picramniaceae. Nas filogenias atuais (FIGURA 02) essa ordem emerge como grupo-
irméo do clado que contém a ordem Sapindales que é constituida por 15 familias e
outras trés ordens, todas inseridas na superordem Rosanae/Malvidae.?3-28

Dentro dessa classificagdo, o grupo de produtos naturais da
Universidade Federal de S&o Carlos-UFSCar, estuda principalmente 4 familias
pertencentes a estas ordens, e sdo: Rutaceae, Meliaceae, Simaroubaceae e
Picramniaceae, onde j& identificou e caracterizou diversas substancias que

apresentaram alguma atividade biologica.
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1.5- Histérico de Picramniaceae e seus constituintes quimicos

Picramniaceae engloba cerca de 50 espécies distribuidas nas Américas,
das quais aproximadamente 20 estdo presentes no Brasil. A familia é oriunda de uma
nova classificagdo proposta por FERNANDO e QUINN em 1995.2° A mesma
compreende trés géneros, sendo que dois deles Alvaradoa Liebm. e Picramnia Sw.
pertenciam a familia Simaroubaceae, e o terceiro, Nothotalisia, foi descrito
recentemente por THOMAS 2014.%°

Morfologicamente, Picramniaceae € caracterizada por serem arbustos
ou arvores, com folhas compostas pinadas e sem estipulas, apresentam
inflorescéncias terminais ou raramente caulifloras, flores pouco Vvistosas,
unissexuadas e frutos do tipo baga.3!3?

A maioria das espécies de Picramnia do Brasil sdo arvoretas do interior
de florestas Umidas, frequentemente conhecidas como cafezinho-do-mato ou café-de-
bugre.?®

Ao se tratar de metabdlitos secundarios, o género apresenta triterpenos,
antraquinonas, oxantronas, esteroides, acidos graxos e cumarinas, como visto na

FIGURA 03 esqueletos béasicos das classes.
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FIGURA 03 - Esqueletos basicos das substancias presentes em Picramnia glazioviana.



Estas substancias podem estar relacionadas com a utlizacdo de
Picramnia na medicina popular no combate a febre, sendo utilizada também como

laxante, purgativo, emético e abortivo.33-4

1.6—- Picramnia glazioviana

A espécie Picramnia glazioviana predomina desde o sudeste da Bahia
até Rio de Janeiro e Sao Paulo, podendo até ser encontrada no interior de Minas
Gerais. A planta é popularmente conhecida como "café-bravo" e "cafezinho-do-mato",
devido aos frutos carnosos avermelhados (FIGURA 04), os quais sao muito

apreciados por aves.?®

FIGURA 04 - Folhas e frutos de Picramnia Glazioviana. Disponivel em:
http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-
engl/

Morfologicamente, caracteriza-se por ser dioica, apresentando-se como
pequenas arvoretas que habitam o interior da floresta. Suas inflorescéncias sao
racemos pendentes, tipicamente terminais, sendo as estaminadas maiores e mais
ramificadas que as pistiladas.*?

Ao se tratar de estudo fitoquimico da espécie, ao realizar constantes
buscas na literatura, pode-se encontrar disponivel apenas um estudo realizado por
VIEIRA (1995) !, onde foram isolados e caracterizados do caule, cascas do caule e

folhas substancias pertencentes as classes de cumarinas, antraquinonas e esteroides.


http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-engl/
http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-engl/

1.7- Cromatografia de Particdo Centrifuga

A cromatografia por particdo centrifuga — CPC (FIGURA 05) é uma
técnica de separacdo liquido-liquido entre duas fases imisciveis que permanecem em
equilibrio particionando os extratos atraves de forca hidrostética criada por um campo

centrifugo do rotor em uma coluna de um eixo.43:44:45

FIGURA 05 - Equipamento de Cromatografia de Particdo Centrifuga-CPC.

A coluna consiste em varios discos quase idénticos, que sdo montados
um sobre o outro. Cada disco possui diversos canais conectadas por dutos estreitos
(FIGURA 06), e sé@o separados por uma placa de vedacgdo. Através da uniao da ultima
cela de um disco com a primeira cela do proximo disco ha a formagédo da coluna

centrifuga de um eixo.*?

FIGURA 06 - Estrutura da coluna do CPC. Adaptado de BOJCZUK (2017)%

Ao se tratar de principio de funcionamento a fase estacionaria é
imobilizada por uma forte forga centrifuga dentro da coluna, enquanto a fase movel é
bombeada através da fase estacionéaria, permitindo um processo de separacdo em
por afinidade continua das substancias entre as duas fases atuando principalmente

de forma isocratica.*34°



O equipamento apresenta uma valvula que pode ser operada em duas
formas, ascendente ou descendente, dependendo da densidade das fases utilizadas.
O modo ascendente se caracteriza pela fase menos densa ser utilizada como fase
moével. J& no modo descendente a fase mais densa é usada como fase moével.*?

Dentre as principais vantagens, a técnica de cromatografia de particdo
centrifuga oferece separacfes em larga escala, com até 100% de recuperacao e
100% de rendimento da amostra. Além disso, as amostras antes de serem injetadas
precisam passar apenas por um pré tratamento minimo para o isolamento de varios
alvos em uma so6 etapa de separacdo.*3-46

Na literatura ha uma diversidade de artigos cientificos sobre a separacéo
de compostos naturais usando CPC, como, por exemplo, NAM (2018)*; SANTOS
(2018)#°; KIM (2018)“6, porém, poucos trabalhos realizados no Brasil.

O grande numero dos trabalhos para o isolamento e/ou purificagdo de

matrizes naturais complexas se dao pelas varias vantagens proporcionadas pelo CPC.
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2.— OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consistiu em combater a atividade de
formigas cortadeiras visando reduzir a sua acdo como praga agricola.
Para isso, alguns objetivos especificos foram determinados. Séo eles:

» Fracionar os extratos orgéanicos ativos das plantas, visando o isolamento
utilizando a Cromatografia de Particao Centrifuga-CPC

» Caracterizar as moléculas responsaveis pelas atividades através do uso
combinado de UPLC-MS/MS e RMN tendo como alvo a prética da quimica
verde,

» Determinar os efeitos toxicos sobre formigas cortadeiras, seu fungo simbionte,
leveduras presentes no formigueiro e efeito de inibicdo de enzimas de extratos
organicos de plantas potencialmente toxicas, de fragBes resultantes dos
fracionamentos quimicos destes extratos e dos compostos puros, isolados ou

sintetizados com base nos resultados prévios,
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3.— PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais utilizados

a) Material para cromatografia em camada delgada
— Placas de CCD (MACHEREY-NAGEL) ALUGRAM® SIL G/UVas4 fiir die DC
— Placas de silica C18

b) Colunas cromatograficas:
— Coluna analitica PHENOMENEX Gemini 150 x 4,6 mm (5 um)

c) Solventes:
— Solventes destilados no departamento de quimica;
— Solventes grau HPLC: Tedia, J.T. Baker, HoneyWell e Panreac®;
— Solventes PA Panreac®, Synth, Vetex;
— Solventes deuterados MERCK® e ALDRICH® (98,0 — 99,9 %), para a obtencao
dos espectros de RMN;

— Agua purificada em aparelho Milli-Q;

3.2 — Equipamentos

a) Espectréometro de RMN:

— BRUKER AVANCE™ |l NanoBay 9,4T (400 MHz para RMN :H e 100 MHZ
para RMN =C).
b) Espectrometros de Massas:
— UPLC-HRMS (qTOF) da WATERS

c) Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC):

— Agilent Technologies modelo 1200 equipado com bomba quaternaria
G1311A, desgaseificador G1322A e detector UltraVioleta G1314B.
Equipamento acoplado a uma interface G1369A, software EZChrom Ellite;

— Agilent Technologies modelo 1260, equipado com bomba quaternaria
G1311C, degaseificador G1322A, amostrador automatico G1329B e
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detector UltraVioleta G1314B e compartimento termostatizado de coluna

G1316A. Os cromatogramas foram registrados no software OpenLab.

d) Balanca analitica:
— Shimadzu, modelo AY220;

— Toledo, modelo 9094C/5;
e) Centrifuga:

— Eppendorf 5810 R;
f) Filtro:

- PTFE Millipore 0.20 pm.
g) Cartuchos SPE C-18.

3.3—- Andlise e selecéo dos extratos por CCD e RMN de 'H

Os extratos metandlico de galhos e diclorometanico das folhas de
Picramnia glazioviana foram selecionados apos a realizacdo de uma triagem em CCD
com 21 extratos brutos presentes nos freezers do laboratorio de produtos naturais, os
guais j& haviam passados por algum estudo fitoquimico preliminar por algum aluno do
grupo; apresentaram ou nao alguma atividade biol6gica preliminar ou até mesmo a
pesquisa iniciou e por algum motivo foi abandonada sem resultados. Dessa forma,
nos extratos brutos selecionados realizou-se RMN de 'H para poder ter nocao das
possiveis classes de substancias presentes.

Na cromatografia de camada delgada utilizou-se como modo de eluicédo
Hexano/Acetato (9:1; 8:2; 7:3; 6:4), Hexano/Acetato/Metanol (7:2:1 e 5:3:2). Como
reveladores, utilizou-se lampada de luz ultravioleta (A de 254 e 310 nm) e solucdes de

vanilina sulfarica.

3.4— Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Os extratos brutos foram analisados em fase reversa em cromatografia
liguida. As andlises foram realizadas em uma coluna analitica PHENOMENEX Gemini
150 x 4,6 mm (5 pm) com temperatura controlada de 25°C.

Primeiramente, pesou-se 26,1 mg do extrato CH2Clz e 25,8 mg do extrato
MeOH, onde ambos foram solubilizados em metanol grau HPLC e submetidos a

cartuchos SPE C-18 com 100% do solvente que estavam solubilizados, para retirar
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interferentes que poderiam ficar retidos na coluna de fase reversa. Vale salientar que
os cartuchos SPE foram previamente ativados com volume de trés vezes superior ao
seu volume morto.

Apbs essa etapa, 0s extratos foram secos e pesados para determinar 0s
rendimentos. Para o primeiro extrato apenas 2,5 mg restou apds o pré-tratamento, ja
0 segundo 22,3 mg foi recuperada apos SPE, sendo que ambos foram ressuspensos
em metanol na concentracdo de 1 mg/mL e submetido ao filtro PTFE de 0,22 um.

Como método, utilizou-se gradiente exploratério, com vazédo de 1,0
mL/min, volume de injecao de 20 pL, nos comprimentos de onda 254, 280, 310 nm,
partindo-se de MeOH-H20 1:19% para MeOH 100% em 30 min. A condicdo MeOH
100% foi mantida por 10 min. Entdo, houve outra mudanca na composicao da fase
movel, passando-se para MeOH-H20 1:19 em 5 min. Esta condi¢é@o foi mantida por
mais 10 min.

Apés a andlise exploratéria dos extratos, optou-se primeiramente
continuar o estudo no extrato metandlico por ser melhor para se trabalhar no modo
reverso, testando também realizar a andlise com acetonitrila. Com isso, 0 método de
andlise foi otimizado juntamente com o volume de inje¢cdo e realizou-se um
fracionamento em HPLC analitico com coletor automatico.

Com a otimizacgéo, ficou notorio que ACN foi mais seletivo, ocasionando
melhor resolucdo no cromatograma em comprimento de onda de 254 nm.

Para coleta, 81,5 mg do extrato bruto foram pesados, solubilizado em
metanol e submetidos a SPE ap6s ativado. Em seguida, a solucéo foi seca e pesada,
restando 65 mg do extrato, o qual foi ressuspendido em 4 mL de ACN/H20 na
proporgéo 1:1.

O método otimizado utilizado partiu de ACN-H20 2:23% para ACN-H20
1:1% em 20 minutos, apds 5 minutos a rampa chega em ACN 100%, a qual perdura
por mais 5 minutos. Apos esses 30 minutos, ocorre a mudancga de composicao de fase
movel, passando para ACN-H20 2:23% em 3 minutos, a qual permanece por 8

minutos condicionando a coluna para uma nova inje¢ao.

3.5— Cromatografia de Particdo Centrifuga (CPC)
O equipamento de cromatografia de particdo centrifuga (CPC) do
laboratorio de produtos naturais ndo € completo, possui apenas a coluna de fase

estacionaria de 1 litro da marca Armen. Sendo assim, foi necessario o acoplamento
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em um HPLC-Shimadzu com detector UV-DAD, para o total funcionamento. Onde as
bombas do HPLC e detector séo utilizados e a coleta é realizada manualmente.

Para a utilizacdo da técnica foi necessario passar por um treinamento,
onde foi gerado um passo a passo para melhor utilizacao, conservacao e separacao,

conforme podemos ver na FIGURA 07.

EXTRATOS BRUTOS PRE ETAPAS CPC
TRATADOS @
ESCOLHA SISTEMA DE SOLVENTE

\

@ PREENCHIMENTO DA COLUNA
l e EQUILIBRIO DAS FASES
== e
| > ‘

@ MUDANCA DE FASES

CROMATOGRAFIA DE @ CONDICIONAMENTO
PARTICAO CENTRIFUGA - CPC 4

FIGURA 07: Esquema para utilizagdo do CPC.

Apbs o treinamento, foram estipulados seis passos para a utilizacdo do
equipamento do laboratério, onde a primeira etapa € uma das mais importantes para
0 Sucesso na separacdo, uma vez que o loop de injecdo é de 30 mL e suporta até 30
gramas de extrato, além de que a coluna é de 1 litro de solvente e em uma analise
cromatografica a quantidade de solventes utilizados pode variar entre 6 a 12 litros.

A etapa de escolha de solvente é realizada em bancada, podendo ser
rapida ou até durar 90% do tempo da pesquisa, onde deve ocorrer uma selecao de 2
ou mais solventes imisciveis, onde serdo colocados em tubos de ensaio com tampa,
ou até mesmo tubos do tipo Falcon, serdo agitados por 2 minutos para formacéo das
fases e em seguida cerca de 20 ou mais mg de extrato bruto serdo adicionados e
agitado por mais 2 minutos, esperando a particdo de forma homogénea em ambas
fases.

Para uma melhor andlise da particdo, é recomendado separar as fases
superior e inferior formadas com extrato bruto em frascos para pesar e assim calcular

o coeficiente de particdo, bem como, realizar a analise das fases superior e inferior
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em CCD, comparando com o extrato bruto e por fim realizar analise em HPLC das
fases para assim realizar uma comparagcao mais eficiente das substancias nas fases.

As proximas etapas ocorrem no equipamento, sendo que o0
preenchimento da coluna é realizado com a injecao de fase estacionaria para a coluna
do equipamento com rotacdo de 500 rpm da coluna, ja o equilibrio ocorre com a
mudanca de fases de solvente e € realizado através da injecdo de fase movel e é
acompanhada através da coleta em uma proveta com rotacdo acima de 1000 rpm da
coluna, para assim saber quando as fases irdo equilibrar através da formacgéo de 2
fases na proveta. Apds equilibrar as fases, a analise (corrida) € realizada com a
injecdo de fase mdével por tempo, fluxo e rotacdo da coluna determinado pela pessoa
responsavel pela analise.

Ao final do tempo estipulado na corrida, deve ocorrer a mudanca de
fases de solvente de movel para estaciondria para assim garantir que toda amostra
sera coletada. Esta etapa € conhecida com extrusdo ou coleta de fase estacionaria.
No final da extrusao, a ultima etapa comeca e € a injecdo de 100% metanol na coluna,

para assim conservar a mesma e evitar fungar.

3.6— Ensaios Bioldgicos

3.6.1 — Ensaios por ingestdo com as operarias de Atta sexdens rubropilosa

O ensaio frente as formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens

rubropilosa, foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) —
UNESP — Rio Claro/SP (FIGURA 08) sob orientacdo do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

FIGURA 08 - vista geral do formigueiro de Atta sexdens mantido no laboratorio do Centro de Estudos

de Insetos Sociais (CEIS) — IBRC - UNESP.
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Para a realizacdo dos ensaios, 50 formigas foram retiradas
aleatoriamente de formigueiros mantidos em laboratério, sendo distribuidas em 5
placas de petri, contendo 10 formigas cada (FIGURA 09).

FIGURA 09 - Operarias de Atta sexdens submetidas ao tratamento com o ingrediente ativo
incorporado em dieta artificial.

Para manutencéo das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma
dieta sélida constituida por: 5,0% de glicose, 1,0% peptona bacteriolégica, 0,1% de
extrato de levedura e 1,5% de agar bacteriol6gico e 100 mL de agua destilada. Apés
serem misturados os constituintes, a dieta foi aquecida no forno de microondas por 4
minutos, em seguida foi autoclavada a 120°C e 1 atm por 15 minutos. A dieta ainda
liqguida foi entornada em placas de petri de 10 cm de diametro, que apos resfriamento
e solidificacdo foram embrulhadas em papel filme e mantidas em geladeira, sendo
utilizadas nos dias subsequentes durante o periodo do experimento. Para a realizacdo
do teste foi estipulado um periodo maximo de 25 dias.*’

Por fim, as placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 +
1 °C e umidade relativa acima de 70,0% e examinadas diariamente para retirada e
anotagdo do numero de formigas mortas. A analise estatistica foi realizada atravées do
teste ndo paramétrico log-rank (p<0,05), utilizando-se o software GraphPad, aplicativo

Prisma 3.0.

3.6.2 — Ensaio biol6gico com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados no
Laborat6rio de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de
Sao Carlos (UFSCar) pela técnica Msc. Dorai Periotto Zandonai.

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens

rubropilosa e mantido em condi¢des de laboratdrio por passagens mensais no meio
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de cultura constituido por extrato de malte (20 g/L), peptona (5 g/L) extrato de levedura
(2 g/L) e agar (20 g/L).

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e solubilizados em agua destilada. Em seguida, em
cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos
de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram
autoclavados nas condi¢des 120°C, 1 atm por 20 minutos. Apos a esterilizacdo do
material, os meios de cultura foram vertidos em placas de petri dentro da capela com
fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apés a
solidificacdo do meio de cultura, cada placa de petri foi inoculada na posicao central
com um disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado pelo fungo
simbionte L. gongylophorus.

Os testes com as amostras foram preparados em quintuplicata, sendo
gue, o tempo de incubacéo foi de aproximadamente 30 dias, a 25°C (+ 2), onde apos
isso foram realizados os calculos das areas do crescimento micelial do fungo
simbionte em cada amostra. As porcentagens de inibigdo foram calculadas a partir da
comparacao da area do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a
area do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado

como 0% de inibicdo do fungo simbionte.
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4.1- Analise dos extratos por CCD, RMN 'H e separac¢do no HPLC

A partir da triagem de 21 extratos brutos (TABELA 01), com auxilio de

cromatografia de camada delgada (FIGURA 10, apresentando 7 extratos brutos,

sendo que o0 1 é extrato diclorometanico das folhas e 7 o extrato metandlico dos galhos

de Picramnia Glazioviana),

0s extratos brutos foram selecionados para o

desenvolvimento do trabalho da dissertacdo de mestrado baseados na distribuicdo

das substancias em CCD de silica C18 e silica normal, visando selecionar extrato que

apresentasse substancias de média e alta polaridade.

TABELA 01: Triagem dos extratos brutos do laboratério de produtos naturais

EXTRATOS
Picramnia riedelli
Picramnia riedelli masculino
Picramnia riedelli masculino
Picramnia riedelli masculino
Picramnia riedelli masculino
Picramnia riedelli feminina
Picramnia riedelli feminina
Picramnia glazioviana
Picramnia glazioviana
Picramnia parvifolia
Picramnia parvifolia
Picramnia parvifolia
Picramnia ciliata
Picramnia ciliata
Picramnia sellowi
Picramnia sellowi
Picramnia oratica
Picramnia sp
Toona ciliata
Toona ciliata

Picramnia guilherminiana

SOLVENTE
METANOL
HEXANO
DICLORO
METANOL
DICLORO
METANOL
ETER DE PETROLEO
METANOL
DICLORO
DICLORO
METANOL
METANOL
ETANOL
ETANOL
ETANOL
HEXANO
ETANOL
METANOL
HEXANO
METANOL

DICLORO

PARTE DA PLANTA
GALHOS
GALHOS
GALHOS
GALHOS
FOLHAS
FOLHAS
FOLHAS

GALHOS
FOLHAS
CAULE
FOLHAS
CAULE
GALHOS
FOLHAS
GALHOS
GALHOS
GALHOS
FOLHAS
FOLHAS
FOLHAS

FOLHAS
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FIGURA 10 - Triagem dos extratos brutos através de CCD. Sendo que: A: 7 extratos brutos eluidos
em CCD de silica C18; B: 7 extratos brutos eluidos em CCD de silica C18 revelados em UV de A 254

nm;

Apés selecdo dos extratos, ocorreu a analise em RMN de 'H (FIGURAS
11 e 12) para obter informacfes de possiveis classes de substancias através dos
deslocamentos quimicos na regido dos sinais e prétons aromaticos, como também na
regido de acucares, que podem indicar compostos glicosilados e também
deslocamentos acima de 10 ppm que podem ser referentes a aldeidos e acidos

carboxilicos.

Wk,

T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T T T T T T T T T T
10.0 9.5 2.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
f1 (ppm)

FIGURA 11 - RMN de *H do extrato metanolico dos galhos em DMSO-d6 em equipamento de 9,4
T.
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FIGURA 12 — RMN de 'H do extrato diclorometanico das folhas em CDCL3 em equipamento de 9,4
T.

Nos espectros de RMN podemos notar deslocamentos quimicos
caracteristicos de antraquinonas, cumarinas, triterpenos, acidos carboxilicos e
aldeidos.

Por fim, ocorreu a analise de um gradiente exploratério dos extratos brutos
em questdo no HPLC analitico, conforme FIGURA 13, e posteriormente o método
exploratorio foi otimizado para o extrato metandlico dos galhos, devido os
equipamentos do laboratério trabalharem com colunas de fase reversa, e assim um

fracionamento foi realizado no equipamento.

VWD1 A Wavelength=254 nm (LuisFelipe. D EXP ACN 02-12 2017-12-02 08-26-59\005-22-P G-CH 2C 12 VWD1 A Wavelength=224 nm (LuisF elipe\GRAD EXP ACN 02-12 2017-12-02 08-26-55\006-23-PG-MeD

5004 (a) 175 (b)

150
4004

3004
1004

200 7

509
100 1

o WMM U

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 min) 0 10 20 30 40 min|

FIGURA 13 - Cromatogramas do gradiente exploratdrio dos extratos de Picramnia glazioviana. (a)
Extrato diclorometénico de folhas; (b) Extrato metandlico de galhos. Sendo que ambos estdo em

comprimentos de onda de 254 nm e passaram pelo método descrito no item 3.4 da pagina 11.
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Com o fracionamento realizado foram coletadas 19 fracdes, com 42
repeticdes sucessivas. A TABELA 02, apresenta as massas obtidas das fracOes e
posteriormente quais substancias foram identificadas.

TABELA 02 - Massa das frages obtidas do extrato metanolico dos galhos de Picramnia glazioviana

no HPLC

FRAGCOES MASSA (mg)

1 0,6

2 1,5

3 1,2

4 21

5 1,3

6 2,1

7 1,3

8 1,8

9 — Crisofanol-8-glucoside 2,8

10 1,8

11 1,9

12 1,2

13 1,4

14 1,5

15 1,6

16 1,4

17 25

18 — Crisofanol 3,0

19 — Aloe-Emodina 3,5

Das fragbes coletadas do extrato bruto metanodlico dos galhos, atraves
de RMN de 'H foi observado que apenas 3 substancias apresentaram maior pureza e
massa para analises de RMN e, dessa forma, foram caracterizadas comparando com

dados da literatura.

4.2 — Substancias isoladas e identificadas no extrato metanoélico dos
galhos de Picramnia glazioviana
Através da coleta realizada no HPLC analitico do extrato metandlico dos

galhos de Picramnia glazioviana, trés substancias puderam ser identificadas por RMN

e HRMS-MS/MS, onde o esqueleto base das estruturas pode ser visto na FIGURA 14

abaixo.
R, [e) R,
O
(1) R, = OH R, = OH R; = OH
) R, =OH R, = OH R; = CH,OH

G3) R, =OH R, =OH R;=CHj;

FIGURA 14 — Substancias identificadas no extrato metandlico de galhos de Picramnia glazioviana.
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4.2.1 — Caracterizacéo da substancia 1 (Aloe-emodina)
A substéancia 1 (Aloe-Emodina) (FIGURA 15) foi caracterizada a partir da
andlise do espectro de RMN de 'H e 13C juntamente com a comparacao destes dados

com aqueles reportados na literatura.*®

FIGURA 15 - Substancia aloe-emodina identificada no extrato metandlico de galhos de Picramnia
glazioviana

A andlise do espectro de RMN de *H de 1 (ANEXO 1) revelou a presenca
de cinco sinais de deslocamento quimico na regido de hidrogénios aromaticos e/ou
olefinicos com padrdes de substituicdo caracteristico de antraquinonas, com 0S
deslocamentos quimicos de hidrogénio na regido de 6 8,00 a 6 7,30, além de um sinal
em O 4,62 que integra para dois hidrogénios sugerindo assim a presenca de
hidrogénios oxi-metilénicos.

No espectro de RMN de *3C de 1 (ANEXO 2) foi possivel identificar 15
carbonos, sendo eles cinco carbonos aromaticos ligados a hidrogénios, cinco
carbonos aromaticos totalmente substituidos, dois carbonos aromaticos oxigenados e
dois carbonos acilicos.

A partir da andlise dos desses dados (TABELA 03), juntamente com a
comparacgdo destes com aqueles descritos na literatura*®, foi possivel caracterizar 1
como sendo aloe-emodina.

A andlise do espectro de massas para 1 (ANEXO 3) revelou que a partir
do calculo do erro 0,5 juntamente com a proposta de fragmentacéao (FIGURA 16) para
essa substancia foi determinado a féormula molecular como sendo CisH100s a partir do
ion precursor [M-H] = 269,0450.
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O“ [m-cH,0] O [M co] [M co] N
) ‘
V4
OH
[M-H]- = 269,0450 m/z 239 m/fz211 m/z 183
FIGURA 16 - Proposta de fragmentagédo de 1 (Aloe-emodina) por HRMS-MS/MS
TABELA 03 - Dados de RMN de *H e de *3C de 1 (Aloe-emodina) (DMSO-ds, 14,1 T).
o4 de Aloe- &c de Aloe-
Posicao Sndel emodin“® Scdel emodin?®
1 - - 161,9 161,5
2 7,29 (d, 1,4 Hz) 7,30 (d, 1,7 Hz) 1211 120,6
3 - - 153,9 153,6
4 7,69 (d, 1,5 Hz) 7,71 (d, 1,7 Hz) 117,4 117,0
5 7,72 (dd, 1,2 e 7,5 Hz) 7,73 (dd, 1,2 e 7,6 Hz) 119,7 119,2
6 7,80 (dd, 7,5 e 8,4Hz) 7,81 (dd, 7,6 e 8,3 Hz) 137,7 137,2
7 7,37 (dd, 1,2 e 8,4 Hz) 7,38 (dd, 1,2 e 8,3 Hz) 1248 124,2
8 - - 161,6 161,2
9 - - 191,9 1915
10 - - 181,9 181,4
11 - - 133,6 133,3
12 - - 116,2 116,8
13 - - 114,8 114,4
14 - - 133,4 133,1
CH,OH 4,62 (sl, 3,4 Hz) 4,63 (sl) 62,4 62,0

* - Ambos os dados de RMN de H e 13C estdo no mesmo solvente

A substéancia aloe-emodina ja tem relatado na literatura grande potencial

para aplicacfes bioldgicas, apresentando atividade inseticida, fungicida, mutagénica.

4.2.2 — Caracterizacdo da substancia 2 (Crisofanol)

A caracterizacao da substancia 2 (FIGURA 17) deu-se a partir da anélise

dos espectros de RMN de H e de '3C, bem como da similaridade dos dados desta

com aquelas ja discutidas anteriormente para 1, além da comparacdo com aqueles ja

relatados na literatura.*®
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FIGURA 17 - Substancia crisofanol identificada no extrato metandlico de galhos de Picramnia

glazioviana.

A partir da andlise do espectro de RMN de 'H de 2 (ANEXO 4),
evidenciou a presenca da mesma quantidade de sinais de deslocamentos quimicos
na regido de hidrogénios aromaticos, diferindo apenas no sinal do hidrogénio oxi-
metilénico, para um hidrogénio metilico.

A presenca de um grupo metilico também pode ser verificada pela
auséncia do sinal em ® 62,7 e o aparecimento de um sinal de & 21,9 conforme
observado no mapa de contornos HSQC (ANEXO 5).

A andlise do mapa de contornos HMBC (ANEXO 6) revelou a ligacao do
grupo metilico entre dois carbonos aromaticos (& 149,8; 124,8 e 121,2) comprovando
assim a proposta da posicéo deste grupo.

Além disso, a andlise do espectro de massas de alta resolucdo HRMS-
MS/MS (ANEXO 7) revelou a partir do calculo do erro 1,58 ppm e da formula molecular

gue confirma a caracterizacdo da substancia como sendo crisofanol (2).

4.2.3 — Caracterizacdo da substancia 3 (Crisofanol-8-glucoside)

A caracterizacdo da substancia 3 (FIGURA 18) deu-se principalmente
pela analise dos espectros de RMN de 'H, HSQC, HMBC, e de HRMS-MS/MS, assim

como a partir da comparacéo destes dados com aqueles reportados na literatura.*®
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FIGURA 18 - Substancia crisofanol-8-glucoside identificado no extrato metandlico de galhos de

Picramnia glazioviana.

A partir da andlise do espectro de RMN de *H (ANEXO 8) foi possivel
verificar o mesmo sistema de acoplamento observado para (2) e com isso foi possivel
sugerir uma substancia muito similar ao crisofanol. Com o sinal do hidrogénio
aromatico em & 7,87 enquanto para o crisofanol tem-se & 7,37, evidenciou um efeito
de desblindagem y.

Os sinais referentes a aglicona puderam ser melhor evidenciados
guando analisado o mapa de contornos HSQC (ANEXO 9), quando pode-se
determinar os carbonos desta unidade (6 100,2; 73,0; 76,4; 69,3; 77,1 e 60,4), em
consonancia com aqueles descritos na literatura.>®

A posicdo de ligacao do glicosideo com a unidade de crisofanol foi
confirmada pela correlagéo chave do experimento de HMBC (ANEXO 10) entre o sinal
do hidrogénio anomérico em & 5,16 com o carbono em 158,3.

A partir do espectro de massas do ion extraido 415,1027 [M-H] teve sua
férmula calculada C21H2009 sendo crisofanol-8-glucoside com um erro de 0,48 ppm
(ANEXO 11). Pode-se confirmar a unidade de acucar também pela perda desta
guando observado o fragmento [M-Glu]" = 253 e a partir deste ion filho a perda de [M-

COJ = 225, sendo uma perda caracteristica na classe das antraquinonas.

4.3 - Separacéao do extrato diclorometanico das folhas de Picramnia

glazioviana utilizando o CPC
Apos realizar diversas tentativas de se encontrar um sistema de solvente
ideal para separacgéo dos extratos metandlico de galhos e diclorometanico das folhas

de Picramnia glazioviana, dois sistemas foram selecionados, conforme FIGURA 19.
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Sistema de Solvente 1 Sistema de Solvente 2

HEX:ACN:1-BuOH:AGUA  HEX:AcOEt:MeOH:1-BuOH:H:0
(10:7:4:1) (9:2:9:2:4)

FIGURA 19 - cCD para escolha do sistema de solvente ideal para o0 CPC dos constituintes do extrato

diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana eluidos em CCD de silica normal com
HEX/Acetato (7:3). Sendo que: E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior.

Os sistemas de solventes foram analisados por CCD e HPLC (FIGURA
20), e foi realizado o calculo de distribuicdo para o extrato nas fases imisciveis do
sistema de solvente escolhido.

CCD DO SISTEMA DE SOLVENTE 2 CROMATOGRAMA DAS FASES ALTA E BAIXA
smtw ‘Samge MameFase - Py Diciae - -
- Fase Superior
B 4_@__,\__&‘
e E A
: ‘ Fase Inferior
HEX:AcOEt:MeOH:N-BuOH:H:0 (9:2:9:2:4) . QM—A—?JL’””J’“’““A—%@

FIGURA 20 - Escolha do sistema de solventes 2, baseado em CCD eluidos silica normal com

HEX/Acetato (7:3) e HPLC para a CPC dos constituintes do extrato diclorometanico das folhas de

Picramnia glazioviana. Sendo que: E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior.
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Apos andlise da separagdo acima, ocorreu somente a separagdo com o
sistema de solvente 1 (FIGURA 21), onde em 30 mL do sistema de solvente tentou-
se solubilizar 3 gramas de extrato bruto, no entanto, apenas cerca de 1.1 grama de
extrato diclorometanico das folhas foram solubilizados, ocorrendo assim o
fracionamento, gerando 55 fracBes na andlise (TABELA 04), as quais foram
comparadas por CCD e RMN de 'H. Vale salientar que ocorreu a corrida
cromatografica com apenas 1 sistema de solvente devido o tempo curto que ainda
restava de mestrado, bem como, a minha dificuldade para caracterizacao de algumas
substancias.

A partir da analise das cromatoplacas da fase movel reveladas com
vanilina sulfurica (FIGURA 21) foi possivel verificar algumas classes de substancias

como antraquinonas, cumarinas e/ou fenilpropanoides e triterpenos.

SISTEMA DE SOLVENTE 1

3 e S\ G-
RUOG) )0
LOA®008

v

FIGURA 21 - Separacdo do extrato diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana

acompanhado por CCD eluido em HEX/ACETATO (7:3), revelado em vanilina sulfdrica. Sendo que:

E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior.
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TABELA 04 - Massas das frages obtidas na corrida do extrato diclorometanico das folhas de

Picramnia glazioviana no CPC

1 89,3 27 3,7 2 23

2 1058 b7} 46 a2 39

3 321 3 5,7 43 35

a 17,4 2 71 % 33

5 134 25 9 45 2,9

6 10,6 2 82 46 31

7 10,2 7 6,7 47 2,7

8 124 28 44 48 28

e 132 2 32 9 2

10 74 30 23 50 29

1 48 31 2 51 27

12 46 32 31 52 28

13 54 33 35 53 25
14 55 3 3,9 54 22

15 46 35 35 55 37

16 3,7 36 a1

17 3,2 37 41

18 2,6 38 : 3,9

19 26 39 45 TOTAL: 489.6 mg
20 33 a0 : 4

Além da coleta da fase movel, ocorreu a coleta da fase estacionaria com
34 fracOes contabilizando 412,8mg de extrato, a qual foi acompanhada por CCD e
RMN de 'H, comprovando a também separacdo, conforme FIGURA 22.

FIGURA 22 - Separacéo da extruséo do extrato diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana

acompanhado por CCD eluidos silica normal com HEX/Acetato (7:3). (a) CCD sem revelagéo; (b) CCD

revelada com vanilina sulfarica.
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Com isso, houve a selecéo de algumas fragdes da corrida e da extrusédo

para a realizacdo de CCD (FIGURA 23) e RMN de 'H, comprovando a separacéo das

substancias, bem como, selecao de algumas fragdes para trabalhos futuros.

FIGURA 23 - Comparagdo através de CCD eluidos silica normal com HEX/Acetato (7:3) da

separacdao das fase movel (corrida) e fase estacionaria (extruséo) do extrato diclorometanico das folhas
de Picramnia glazioviana, sendo que, do total analisado o primeiro refere-se ao extrato bruto, as 16
fracdes seguintes a corrida e as 10 Ultimas a extrusdo. (a) CCD sem revelagéo; (b) CCD revelada com

vanilina sulftrica.

Sendo assim, a técnica de cromatografia de particdo centrifuga pode ser
eficiente em separacdo de extratos/substéancias em grande escala, bem como,
apresenta um 6timo rendimento de recuperacao de extrato comparadas com algumas

técnicas de cromatografia mais tradicionais.

4.3.1 — Andlise das Fracdes da Separacgédo da Fase Mével por RMN de H
(CORRIDA)

Algumas fracdes resultantes do fracionamento por CPC da fase movel
foram selecionadas e analisadas por RMN de *H. Sendo assim, os espectros de RMN
H das fragGes 3 e 5 oriundas do CPC (ANEXO 12 e ANEXO 13) apresentaram sinais
semelhantes e caracteristicos de antraquinonas j& identificadas e relatadas
anteriormente, com os deslocamentos quimicos de hidrogénio na regido de & 8,00 a
0 7,30, além de sinais na regido em torno de 6,30 e de & 7.70 caracteristicos de
cumarinas, e outros sinais na regido de hidrogénios alifaticos, caracteristicos de
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triterpenos (varios singletos na regido 6 0,80 a 6 1,2), que ja foram descritos para este
género.51:52

Os espectros das fragbes 9, 10, 15 (ANEXOS 14 a 16, respectivamente)
da referida corrida, além de sinais caracteristicos de clorofila singletos na regido de 6
10,92 (relativo a funcdo aldeido) a 6 8,30 e & 6,00 a & 6,40, ambas as fracbes
apresentam sinais de metilas e de hidrogénios metilénicos caracteristicos de
estruturas de triterpenos. Estas fracdes apresentam ainda sinais de deslocamentos
guimicos de hidrogénio idénticos da antraquinona ja isolada (Crisofanol, discutido no
item 4.2.1 e 4.2.2) diferindo apenas em relagdo ao efeito de blindagem do sinal de
hidrogénio da posicao 7, e a presenca de sinais de hidrogénios nas regioes de 6 4,00
e 0 5,10 que séo caracteristicas de antraguinonas mono e di-glicosiladas®'°2, Estas
fracbes apresentam também sinais caracteristicos de hidrogénio quelados das
antraquinonas na regido acima de 6 11,0.

A partir dos espectros de RMN de 'H das fracGes 20, 26 e 32 (ANEXOS
17 a 19), verificou-se semelhancas com as fragfes 9, 10 e 15, porém aparecem alguns
sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénio que poder-se-ia inferir pertencer a
estruturas de triterpenos e a auséncia & caracteristicos de antroquinonas na fracao
26.

As fracbes 40 e 50 (ANEXOS 20 e 21), a partir do espectro de RMN de
H, indica a presencga de clorofila na fragédo 40, como discutido nas fragGes anteriores
e ambas apresentam sinais de deslocamento quimicos majoritarios caracteristicos de
triterpenos mais oxidados (varios singletos na regido 6 0,80 a 6 1,2 e multipletos nas
regibesde 6 2,2a 02,6 e 5 4,1 ad 4,8) corroborando com as informacdes que o grupo

de pesquisa tem alcancado no isolamento de triterpenos.5:52

4.3.2 — Analise das Fracdes da Separacao da Fase Estacionaria por RMN
de 'H (EXTRUSAO)

A partir da andlise dos espectros de RMN de *H das fracdes da CPC da
fase estacionaria, algumas foram selecionadas para discussédo quanto as classes de
substancias, sendo que as mesmas classes foram encontradas na CPC da fase
movel.

Nas fracbes 12 e 15 provenientes da extrusdo possuem
majoritariamente sinais de deslocamentos quimicos de triterpenos. Pode-se observar
a partir da fracdo 12 e 15 (FIGURAS 24 e 25), 3 sinais em © 3,3 e & 3,7 que séo
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caracteristicos de hidrogénios ligados a carbono carbinélicos, normalmente atribuidos
a posicao 3 de triterpenos e esterodides, e posicao 4 dos triterpenos. Além disso, é
evidente a presenca de grupos olefinicos que possuem deslocamentos quimicos em
0 5,32 e 0 5,39 caracteristicos de olefinas entre os carbonos 11 e 13 de triterpenos.
Enguanto, na regido de deslocamento quimico de hidrogénios ligados a carbonos sp?,
€ possivel verificar a presenca de grupos metilicos, através dos sinais de
deslocamentos quimicos na faixa de & 0,70 e & 1,20, além daqueles ligados a dupla
ligacao, entre 8 2,54 e & 2,20.
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FIGURA 24 - Espectro de RMN de 'H da frag&o 15 da extrusdo do CPC [(CD3)2CO, 9,4 T)]

Assim, quando comparado o espectro de RMN da fracdo 15 com a fracao
12 (FIGURA 25), observou-se poucas diferencas, como mudancas no deslocamento
guimico de hidrogénios metilénicos, além de pequenas alteracées nos deslocamentos

dos sinais referentes as metilas.
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FIGURA 25 - Espectro de RMN de *H da fragdo 12 da extrusdo do CPC [(CD3).CO, 9,4 T)]

A partir da analise dos sinais de RMN de 'H das fragdes 23 e 26 da
extrusao, (FIGURA 26), verificou-se pequenas diferencas de deslocamento de sinais
na regido de hidrogénios alifaticos. Contudo, a comparacao dos deslocamentos dos
sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos e/ou olefinicos foi

evidente, conforme destacado na FIGURA 26.
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FIGURA 26 - Comparacdo dos espectros de RMN de 'H das fragbes 23 e 26 da extrusio,
respectivamente.

Sendo assim, através da analise de RMN da separacao obtida no CPC,
podemos verificar fragdes que apresentam classes de substancias bem distintas ao
longo da corrida, e assim, a técnica de separacdo de CPC pode ser muito util na
separacao de extratos brutos para conseguir fracdes enriquecidas e/ou substancias

puras de interesse.

4.4 - Ensaios bioldgicos

Os resultados obtidos com os extratos brutos de Picramnia glazioviana
frente as formigas cortadeiras e o fungo simbionte revelam serem promissores para
continuidade de trabalhos futuros e serdo separados em dois subtépicos para melhor
compreensao e entendimento.
4.4.1 - Ensaio de toxicidade frente as formigas cortadeiras

Ao analisar a FIGURA 27 e TABELA 05 pode-se observar a atividade

dos extratos brutos frente as formigas. Os cédigos PG231 e PG232 referem-se ao
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extrato diclorometanico das folhas, e os codigos PG031 e PGO032 referem-se ao

extrato metandlico dos galhos.

Grafico de sobrevivéncia - Picramnia grazioviana
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FIGURA 27 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao
bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com Picramnia glazioviana nas concentra¢cdes PG231
0,003mg/mL, PG232 0,002mg/mL, PG031 0,003mg/mL e PG032 0,002mg/mL.

TABELA 05 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens
rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com Picramnia glazioviana nas
concentracbes PG231 0,003mg/mL, PG232 0,002mg/mL, PG031 0,003mg/mL e PG032 0,002mg/mL

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 0 2 4 10 16 20 26 32 252
PG231 0,003mg/mL 0 0 8 18 34 66 94 96 100 100 10b
PG232 0,002mg/mL 0 2 10 32 38 58 84 94 96 96 10b
PG031 0,003mg/mL 0 6 12 26 32 42 48 58 60 66 15b
PG032 0,002mg/mL 0 0 0 12 18 26 32 36 38 52 25b

* Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

Através da analise da Tabela 5, fica notdrio que o extrato diclorometanico

apresenta substancia(s) naturais que séo toxicas as formigas, pois como inseticida
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ideal, o efeito tem que ser retardado nos primeiros dias e ter alta mortalidade apos
uma semana, com isso, trabalhos futuros de biomonitoramento seréo interessantes,
para assim saber qual(is) metabdlitos secundarios apresenta(m) certa atividade, além
de que, a atividade pode ser melhorada através da complexa¢cdo com metais ou até

mesmo nanoencapsulamento dos metabdlitos ativos.

4.4.2 - Ensaio de toxicidade frente ao fungo simbionte

Apéds 30 dias de experimento, o extrato que melhor apresentou inibicdo
foi o diclorometanico das folhas, com 53% e o extrato metandlico dos galhos com 41%.
Baseado nos dados obtidos de inibicdo e/ou controle frente ao fungo Leucoagaricus
gongylophorus com os extratos metandlico dos galhos e diclorometanico das folhas
de Picramnia glazioviana, oS mesmos n&o apresentaram significante inibicdo e com
iIsso os dados foram plotados e do extrato diclorometanico das folhas séo
apresentados na FIGURA 28, devido apresentar melhor inibicdo entre os dois

extratos.

INIBICAO DE 53%
PICRAMNIA GLAZIOVIANA FOLHAS EM DICLORO
I SEMANA
IlmncAo

INIBICAO

1

SEMANAS

FIGURA 28 - Ensaio de inibicdo do extrato diclorometanico das folhas frente ao fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus apés 30 dias de experimento. Sendo que, A: Inibicdo do extrato
diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana; B: Controle.

Sendo assim, ambos ndo sdo muito indicados ao combate do fungo
simbionte da formiga. No entanto, pode ser interessante a realizacdo de trabalho
biomonitorado para saber qual(is) substancia(s) apresenta(m) inibicdo, e assim, tentar
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melhorar a atividade através de complexacdo com metais ou até mesmo através de

processos sintéticos.
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CAPITULO 2

1.— INTRODUCAO

1.1 -Bagaco de laranja

A laranja (Citrus sinensis) é caracteristica de clima subtropical, sendo
gue o Brasil € considerado o maior produtor mundial, juntamente com subprodutos
industrializados, como por exemplo, sucos concentrados e polpas congeladas.3>* Ao
se tratar de composi¢cdo quimica, o fruto apresenta substancias como flavonoides,
principalmente flavonoéides polimetoxilados, carotendides, terpendides, e 6leos volateis.>®

Apés a realizacao da extracdo do suco, um percentual grande de residuo é
gerado, o qual é denominado bagaco de laranja. Este produto gerado é constituido de
casca, sementes e residuos de membranas.%®

Devido a grande producdo gerada de bagaco, algumas finalidades séo
direcionadas ao mesmo, destacando-se os “pellets de polpa citrica”, para serem utilizados

como racéo animal,” como também a fertilizacéo de solos e producéo de etanol 2G.%8
1.2 —Flavondides e suas aplicacfes

Os flavondides estdo divididos em nove subclasses, que séao
diferenciadas entre si por variagbes no arranjo estrutural e posicdes dos grupos
funcionais em seu esqueleto béasico (FIGURA 29). Essas substancias agrupam mais

de 10 mil estruturas ja identificadas.>%- 62
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FIGURA 29 — Esqueleto basico das classes de Flavondides. Adaptado de COUTINHO (2009)%?
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O esqueleto base dos flavonéides € composto por dois anéis aromaticos,
sendo que ocorre uma juncédo destes com trés atomos de carbono, originando um
sistema benzopiranico, o qual é a partir dele € iniciada a numeracgao dos carbonos e
determinada a nomenclatura sistematica oficial IUPAC. Além disso, € comum ocorrer
substituicbes por unidades glicosidicas nos esqueletos flavonoidicos, aumentando
assim a diversidade de flavonoéides existentes.®?

Ao se tratar de flavonoides em Citrus um trabalho realizado no grupo de
produtos naturais na UFSCAR por BELETTE (2018)%* demonstrou formas de extracéo
os principais flavondides presentes nos frutos que colaboraram para o
desenvolvimento desta pesquisa.

Ao se tratar de aplicacdo, estes metabdlitos secundarios apresentam
forte poder antioxidante, além de atividades antitumorais, anti-inflamatdrias, antivirais

e antimicrobianas comprovadas.%5-¢7

1.3 - Complexos metal-flavonoides

Muitos trabalhos a partir dos anos 80 relatam que ao quelar um metal
em uma substancia organica, como por exemplo, flavonoides, € notério que suas
atividades biol6gicas melhoram, ao serem comparadas com os metabdlitos livres.586°

Diante disso, muitas pesquisas estao se desenvolvendo como objetivo
principal de sintetizar complexos metalicos para melhores atividades objeto-alvo.
Sendo assim, as industrias quimicas, agricolas e principalmente farmacéuticas
buscam produtos inovadores envolvendo produtos naturais complexados com
metais.”®

Portanto, a utilizacdo de complexos metélicos com substancias ativas
estd sendo amplamente utilizados em diversas areas, bem como, as atividades de
interesse estdo sendo potencializadas quando complexados a ions metalicos,
justificando a utilizacdo de complexos com ions metalicos como inseticidas na

agricultura.’™

1.4 - Ruténio

7

O ruténio é um metal raro, duro, brilhante, resistente a corrosdo, de
densidade (12,45 g cm™) e ponto de fusédo elevado. Possui configuracéo eletronica

[Kr] 4d75s!, sendo que na tabela periddica, localiza-se no bloco d, grupo 8, quinto
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periodo, apresentando boa condutividade elétrica e excelentes propriedades

cataliticas.”?

Os complexos mais comuns sao em estado de oxidacédo +I e +II, com

compostos hexacoordenados devido as configuracdes eletronicas d® e d°.”3

1.5 - Magnésio

O magnésio pertence ao terceiro periodo e ao grupo dos alcalinos
terrosos na representacdo perioddica, apresentando distribuicdo eletrénica 1s?, 2s?,
2p8, 3s?. Ao estarem em solucdes aquosas, os cations Mg?* sdo coordenados com

seis ligantes de maneira octaédrica ou tetracoordenado.’* "

Os complexos de magnésio além de apresentarem diversas aplicacdes,
apresentam baixa toxicidade ao ecossistema’®, estédo presentes em diversas funcdes
e sistemas da vida, como, por exemplo, nas clorofilas’’, interagem em sequéncias de
nucleotideos, onde podemos salientar o complexo MgATP?, conhecido como
“combustivel da vida”, o qual possui papel catalitico na hidrélise do ATP em ADP.78-80

Portanto, complexar ions de magnésio em uma substancia ativa de
interesse é de suma importancia, pois pode melhorar significativamente a atividade,

devido a acéo de ions magnésio em sistemas bioldgicos.
1.6 - Platina

A platina € um elemento quimico denso, maleavel, ductil, com pouca
reatividade, com coloracdo prata branqueada, sendo considerada um metal de
transicao, de simbolo Pt, com numero atomico 78, massa igual a
195,1 u. Os estados de oxidagdo mais comuns séo o Pt*? e Pt*4.81

A platina € um metal nobre bastante escasso na crosta terrestre (5 ng/kg)
gue tem seu preco ligado ndo s6 a sua aparéncia e durabilidade, mas também a sua
utilidade. Quando combinada, exibe varios estados de oxidagéo que véo de 0 a 6.82

Como aplicagcdo, complexos de platina s&o utilizados com fins
terapéuticos, sendo o cis[(diaminodicloro)platina(ll)], cis[Pt(NH3)2Cl2] um complexo
muito importante de platina, o qual € comumente chamado de “cisplatina”. A cisplatina
€ um complexo com geometria quadrado plano, apresenta propriedades antitumorais

e é atualmente muito utilizado contra o cancer de testiculo e ovario. 8182


https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Ductilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prata_(cor)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metal_de_transi%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metal_de_transi%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B3mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B3mica
https://www.infoescola.com/quimica/numero-de-oxidacao-nox/
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1.7 -=Zinco

O zinco é um elemento quimico de simbolo Zn, nimero atémico 30
com massa atomica 65, distribuicdo eletronica 3d° 4s2. A temperatura ambiente, o
zinco encontra-se no estado sélido, e seu estado de oxidacao é 2*.

O zinco é um dos elementos presentes no corpo humano, participando
em enzimas envolvidas na sintese protéica. Este metal tem todos os orbitais d
preenchidos, de forma que compostos de Zn(ll), sdo diamagnéticos e em grande parte
incolores. O zinco pode formar um grande numero de complexos estaveis. Na
literatura, os compostos encontrados séo testados na maioria das vezes contra células

tumorais.8384

1.8 —-Cobre

O cobre € um elemento quimico de simbolo Cu, nimero atémico 29,
de massa atémica 63,54u, com distribuicéo eletronica 3d'%4s! e estados de oxidagéo
de 1* e 2.

Cobre apresenta sua forma mais estavel no estado de oxidagédo 2,
concedendo a possiblidade de gerar complexos com diversas geometrias, como
tetraédrica, quadratica planar, piramidal de base quadrada, bipiramidal trigonal e
também octaédrica, dependendo do ligante utilizado.®587 Além da vasta aplicacdo
industrial, este metal também desempenha papéis cruciais nos sistemas bioldgicos,
devido as suas propriedades redox, as quais possibilitam se ligar reversivelmente ao
oxigénio molecular, ativar oxigénio molecular e realizar transferéncia de elétrons,

executando papéis semelhantes ao do ferro no organismo.8¢
1.9 -Ferro

O ferro é um elemento quimico de simbolo Fe, numero
atémico 26, massa atdmica 56 u, distribuicdo eletronica 4s?3d®, é o segundo metal

mais abundante na crosta terrestre, perdendo somente para o aluminio.

Além de possuir influéncia em processos biolégicos, ele é encontrado
na maioria dos seres vivos, devido participar de variadas fun¢des, como por exemplo,
ser centro ativo da hemoglobina. 88

Devido a importancia deste metal e a sua presenca natural no

organismo, tem-se estudado também espécies contendo ferro como centro metalico,
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https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B3mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
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https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
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dentre os compostos de coordenacdo com finalidade biolégica, tanto para tratamento

de cancer, quanto para o tratamento da tuberculose.88.8°
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2.— OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consistiu em sintetizar e caracterizar
complexos do Metal: e Metal. com flavondides presentes no bagaco de laranja, como
também testar suas atividades frente as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus visando reduzir a acdo das formigas cortadeiras como
praga agricola e formacao de recursos humanos.

Para isso, alguns objetivos especificos foram determinados. S&o eles:

» Sintese e caracterizagédo dos complexos do Metal: com o bagaco;

» Sintese e caracterizacdo dos complexos do Metal. com o bagaco;

» Investigar as atividades inseticidas e fungicidas frente as formigas cortadeiras
das espécies Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus.
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3.— PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Materiais utilizados

a) Solventes:

— Solventes destilados no departamento de quimica;
— Solventes grau HPLC: Tedia, J.T. Baker, HoneyWell e Panreac®;
— Solventes PA Panreac®, Synth, Vetex;

— Agua purificada em aparelho Milli-Q;

3.2 — Equipamentos

a. Rotaevaporador Tecnal (TE 120)
b. Rotaevaporador Buchi 461- water bath (EL 131)

c. Balanca analitica:
— Shimadzu, modelo AY220;
— Toledo, modelo 9094C/5;

d. Centrifuga Eppendorf 5810 R

e. Estufa com Circulacdo e Renovacao de Ar:
— Tecnal, modelo TE 394/3

f.  Moinho manual:

— |KA, modelo A11B

3.3 -—Bagaco de laranja
O material de estudo dessa etapa (bagaco), foi cedido por uma empresa
de citricultura da regido, pertencente ao grupo Cambuhy Citrus LTDA. Primeiramente,
a biomassa foi separada em sacos plasticos e armazenadas em freezers das
geladeiras do laboratério de produtos naturais da UFSCar em temperatura média de
-18°C.
Para o preparo do material de partida, 7,560 Kg de bagaco foram secos

em estufa em temperatura de 40°C por 36 horas, sendo que foi necessario ao longo



44

do periodo ficar revirando o material para que o mesmo nao fungasse até secar
completamente.

Ap6s o tempo de secagem realizou-se um processo de moagem do
bagaco em um moinho manual. Por fim, o produto foi pesado, resultando 1,774 Kg de
bagaco, armazenados em sacos plasticos e armazenados no freezer em temperatura
média de -18°C.

3.4 - Sintese dos complexos

Em um sistema contendo um baldo de trés bocas com fundo redondo,
acoplado a um condensador e a uma linha com gas nitrogénio, além de que um
controlador de temperatura e um agitador magnético os novos complexos metéalicos
foram sintetizados.

Os novos complexos do Metal: foram sintetizados utilizando o complexo
precursor Metal: (FIGURA 30). Apés a sintese do precursor utilizando 1,10-
fenantrolina (Phen), cloreto de litio em DMF a 80°C por 8 horas € adicionado em
solucao etandlica (etanol/agua — propor¢ao 1:1) contendo o bagacgo, em atmosfera de
nitrogénio e previamente desprotonado com trietilamina (TEA).

SINTESE DO COMPLEXO0

EXTRACA0
{ N“ L SINTESE
Sal do M, — ~->M
80°C.Bhons a
Precursor
FILTRACAO

E @ COMPLEXO

FIGURA 30 - Esquema da sintese dos complexos do Metal;.
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J4 os novos complexos com Metalz foram sintetizados de duas
formas(FIGURA 31). A primeira, ocorreu adicdo do sal do Metal: seguida do ligante
1,10-fenantrolina na solucdo metandlica com bagaco em atmosfera de nitrogénio e
previamente desprotonado com trietilamina. Ja a segunda sintese, diferenciou-se pelo
fato que ocorreu a adicdo do sal do Metal2 seguida do ligante 1,10-fenantrolina em
solucéo etandlica (etanol/agua — proporcéo 1:1) contendo o bagaco em atmosfera de

nitrogénio e previamente desprotonado com trietilamina (TEA).

EXTRAGAO
SINTESE DO COMPLEXO
METAL 2
SINTESE
/
SRS ) oSS FILTRAGAO
—>
EtOH/H20 ou MeOH
Bagaco, TEA
50°C, 3 Horas
COMPLEXO

Sintese via Etanol/Agua ou MeOH

FIGURA 31 - Esquema da sintese dos complexos do Metal-.

3.4.1 — Sintese do precursor do Metal;

Em um sistema contendo um baldo de trés bocas com fundo redondo de
50 mL, acoplado a um condensador, além de que um controlador de temperatura e
um agitador magnético, adicionou-se 20 mL de N,N-dimetilformamida (DMF),
deixando por vinte minutos sob agitacdo e desaeracdo em atmosfera de nitrogénio.
Em seguida, adicionou-se 217 mg do sal de Metal1, 298 mg de 1,10 fenantrolina e 198
mg de LiCl, sempre sob agitacdo, desaeracdo e aguecimento de aproximadamente
50°C. Apés o inicio do refluxo, a reacdo permaneceu por oito horas com coloracdo
roxa. Apos o fim da reagédo, adicionou-se 200 mL de acetona gelada na solugéo e
deixou-se durante a noite no congelador para que o precursor precipitasse. No dia
seguinte, o precipitado preto gerado foi filtrado, lavado com cerca de 50 a 100 mL de
agua destilada (até que a coloracéo do liquido fique translucida) e apos isso foi seco

a vacuo.
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3.4.2 — Sintese dos complexos com Metal:

Em um sistema contendo um baldo de trés bocas com fundo redondo de
50 mL, acoplado a um condensador, além de que um controlador de temperatura e
um agitador magnético, adicionou-se 30 mL de solucao etandlica (etanol/dgua —
proporcao 1:1), deixando por dez minutos sob agitacdo e desaeracao em atmosfera
de nitrogénio. Em seguida, adicionou-se 520 mg de bagaco,130 uL de trietilamina
(TEA) para desprotonar as substancias de interesse (flavonoéides) e apdés dez minutos
adicionou-se 100 mg do precursor sintetizado sempre sob agitacdo, desaeracao e
aquecimento de aproximadamente 50°C.

Com o inicio do refluxo, a reacdo permaneceu por oito horas com
coloracao roxo escuro. Apoés o fim da reacgéo, a solucéao ¢ filtrada para retirar o bagaco
e no sobrenadante é adicionado 40 mg de NH4PFs. Esta solucéo ficou em repouso
durante a noite no congelador para que ocorresse a precipitacdo. No dia seguinte,
como nédo houve formacéo de precipitado, foi necessario rotaevaporar a solucéao até
gue restasse cerca de 10 mL, forcando assim a precipitacdo. Com isso, a solucao
permaneceu por mais uma noite no congelador e no dia seguinte o precipitado preto

gerado foi filtrado e lavado com 30 mL de agua e ap0s iSsoO seco a vacuo.

3.4.3 — Sintese dos complexos com Metal> em metanol

Em um sistema contendo um bal&o de trés bocas com fundo redondo de
250 mL, acoplado a um condensador, um controlador de temperatura e um agitador
magnético, adicionou-se 50 mL de metanol, deixando por dez minutos sob agitacéo e
desaeracao em atmosfera de nitrogénio. Em seguida, adicionou-se, sequencialmente,
106,4 mg do sal Metalz, 91,7 mg de 1"10-fenantrolina, 1.603 mg bagaco e 500 pL de
trietilamina (TEA) para desprotonar as substancias de interesse (flavonéides) sempre
sob agitacdo, desaeracao e aquecimento de aproximadamente 50°C.

Apoés o inicio do refluxo, a sintese permaneceu por trés horas com
coloracdo amarelada. Com o fim da reacéo a solucéo foi filtrada para retirar o bagaco,
e 0 remanescente foi centrifugado em eppendorfs para retirar completamente algum
interferente. Por fim, o sobrenadante foi rotaevaporado até aproximadamente 5 mL e
em seguida foi adicionada 15 mL de agua gelada e a solugéo foi mantida em repouso
no congelador por uma noite. Como nédo ocorreu precipitacdo, adicionou-se 40 mg de
NH4PFs e o precipitado bege formado foi filtrado e lavado com 30 mL de agua gelada

€ Seco a vacuo.
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3.4.4 — Sintese dos complexos com Metal; em etanol/agua

Em um sistema contendo um baldo de trés bocas com fundo redondo de
250 mL, acoplado a um condensador, um controlador de temperatura e um agitador
magnético, adicionou-se 50 mL de solugdo etandlica (etanol/agua — proporgédo 1:1),
deixando por dez minutos sob agitacdo e desaeracao em atmosfera de nitrogénio. Em
seguida, adicionou-se, respectivamente, 358 mg do sal de Metalz, 301 mg de 1"10-
fenantrolina, 1.974 mg bagaco e 550 pL de trietilamina (TEA) para desprotonar as
substancias de interesse (flavonbides) sempre sob agitacdo, desaeracdo e
aquecimento de aproximadamente 50°C.

Apb6s o inicio do refluxo, a sintese permaneceu por trés horas com
coloracdo caramelo, tendendo a alaranjado. Com o fim da reacgéo a solucéo foi filtrada
para retirar o bagaco, e o remanescente foi centrifugado em eppendorfs para retirar
completamente algum interferente. Por fim, o sobrenadante foi rotaevaporado até
aproximadamente 5 mL e em seguida foi adicionada 15 mL de agua gelada e a
solucdo foi mantida em repouso no congelador por uma noite. No dia seguinte,
adicionou-se 40 mg de NH4PFs e o precipitado alaranjado claro formado foi filtrado e

lavado com 30 mL de &gua gelada e seco a vacuo.

3.5 - Caracterizacéo por infusao direta no UPLC-HRMS (qTOF)
A caracterizacao foi realizada em um equipamento UPLC-HRMS (qTOF)
da WATERS, sendo que 0,5 mg eram solubilizados em 2 mL de acetonitrila e injetados

manualmente na fonte através de uma seringa de vidro.

3.6 — Espectros eletrénicos no ultravioleta-visivel (UV-Vis)
Os espectros de absorcédo eletronica foram obtidos na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) utilizando-se um espectrofotdmetro AGILENT 8453, com

celas de quartzo de caminho ético de 1 cm.

3.7 —Luminescéncia dos complexos.
Os espectros de emissdao foram obtidos utilizando-se um
espectrofluorimetro Shimadzu Modelo RF-5301PC (lampada de alta pressao de

xendnio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928).
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3.8 - Ensaios Bioldgicos
3.8.1 — Testes “in vitro” de toxicidade dos complexos em operarias de

Atta sexdens rubropilosa.

As operérias de Atta sexdens rubropilosa, com massa corporea variando
de 15 a 25 mg, foram coletadas de formigueiros mantidos em laboratério no Centro
de Estudos de Insetos Sociais - UNESP - Campus Rio Claro. Para a manutencéo
desses formigueiros, diariamente foram oferecidas folhas de Eucaliptus sp., flocos de
aveia e, ocasionalmente, outras plantas palataveis as salvas como Hibiscus sp.,
Ligustrum sp., ou folhas e pétalas de roseiras.

Para a manutencdo das formigas isoladas do formigueiro,
conseguentemente na auséncia do fungo simbionte e de folhas considerados seus
alimentos, foi utilizada uma dieta artificial solida, preparada com 5 g de glicose, 1 g de
peptona bacteriolégica, 0,1 g de extrato de levedura e 1,5 g de agar bacterioldgico,
dissolvidos em 100 mL de agua destilada.

Apés a mistura das substancias, a dieta foi levada ao forno de micro-
ondas para melhor solubilizacdo dos ingredientes e, posteriormente auto clavada a
120°C e 1 atm por 15 minutos. Em seguida foi vertida ainda quente em placas de Petri
de 10 cm de diametro, previamente esterilizadas em estufa a 180°C e, ap0s o
resfriamento e a solidificacdo, foi embrulhada em fiime de PVC e mantida em
geladeira, sendo utilizada nos dias subsequentes, durante o periodo do experimento.3’

No bioensaio por ingestdo foi utilizado apenas o controle da dieta
artificial, cujo objetivo do controle € verificar a interferéncia do manuseio na
sobrevivéncia das formigas.

Os complexos foram incorporados na dieta utilizando o método dry-mix,
gue consiste em acrescentar o principio ativo a glicose e aos demais ingredientes
secos da dieta basica e, posteriormente, a agua destilada. Neste caso, ndo é utilizado
solvente. Os complexos foram incorporados na concentracao de 25 mg/mL.

Em todos os bioensaios as formigas foram retiradas dos formigueiros e
distribuidas em lotes de 50 operarias para cada concentracdo testada, divididas em
grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri de 10 cm de diametro forradas
com papel filtro. Essas placas foram colocadas em estufa para B.O.D. com
temperatura de 24°C +/- 1°C e umidade relativa acima de 70%. As placas foram
examinadas diariamente para a retirada e anotacdo do numero de formigas mortas,

durante um periodo de 20 dias.
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A dieta para manutencéo das formigas (controle) ou dieta acrescida dos
ingredientes ativos (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na quantidade
aproximada de 0,4 g a 0,5 g por placa. A cada 24 horas a dieta foi renovada e sempre
gue necessario, 0s papéis filtro (que geralmente séo cortados pelas formigas) foram
trocados a fim de se evitar o desenvolvimento de fungos contaminantes bem como
manter o ambiente limpo para as formigas.

Foi estipulado um periodo méximo de 20 dias para a realizagdo dos
experimentos de toxicidade, levando-se em conta o periodo normal de sobrevivéncia
das formigas mantidas com dieta artificial.*’

A analise gréfica foi realizada através das determinacbes das
porcentagens acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento.
Posteriormente, o tempo de sobrevivéncia mediana foi determinado e as curvas de
sobrevivéncia foram comparadas por meio do teste ndo paramétrico “log rank”, com
nivel de significancia de 5%, utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma
3.0.

3.8.2 — Ensaio biolégico com o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados no
Laborat6rio de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de
Sao Carlos (UFSCar) pela técnica Msc. Dorai Periotto Zandonai.

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens
rubropilosa e mantido em condi¢des de laboratério por passagens mensais no meio
de cultura constituido por extrato de malte (20 g/L), peptona (5 g/L) extrato de levedura
(2 g/L) e &gar (20 g/L).

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e solubilizadas em agua destilada. Em seguida, em
cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos
de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram
autoclavados nas condi¢fes 120°C, 1 atm por 20 minutos. Apés a esterilizacdo do
material, os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri dentro da capela com
fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apds a

solidificacdo do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posicao central
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com um disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado pelo fungo
simbionte L. gongylophorus.

Os testes com as amostras foram preparados em quintuplicata, sendo
gue, o tempo de incubacéo foi de aproximadamente 30 dias, a 25°C (z 2), onde apés
isso foram realizados os calculos das areas do crescimento micelial do fungo
simbionte em cada amostra. As porcentagens de inibicdo foram calculadas a partir da
comparacao da area do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a
area do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado

como 0% de inibicdo do fungo simbionte.
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4. — RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta secéo irdo ser divididos em caracterizagdo por
técnicas de espectroscopia e atividades de bioensaio frente as formigas e seu fungo

simbionte, para assim obtermos melhor entendimento e compreensao.
4.1- Caracterizacdo dos complexos

4.1.1 - Caracterizacao dos complexos por UPLC-HRMS (qTOF)

Por se tratar de mistura de substancias quimicas, a técnica mais
apropriada para propor a estrutura dos complexos foi por meio da infusdo direta no
espectrometro de massas de alta resolugdo no modo positivo, com fragmentacdes de
ions selecionados sendo comparadas ao padréo isotdpico predito, uma vez que ja
tinha um conhecimento de substancias de interesse que poderiam complexar. Dessa
forma, através do full scan dos complexos do Metal: (ANEXO 22) foram caracterizados
5 complexos com Metal: (FIGURA 32) com substéncias de interesse, que eram

flavonoides.
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FIGURA 32 - Propostas dos complexos com Metals.

As substancias formadas apresentaram relagdo massa/carga (m/z) de
717,2924 (Cs9H27N404M1, calculado 717.10758); 743,2249 (Ca1H20N40O4M1, calculado
743.1232); 1041,2458 (Cs1Ha7N4O14Mi1, calculado 1041.21322); 1055,2615
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(Cs2H49N40O14M1, calculado 1055.22887); 1071,2581 (Cs2H49N4O15M1, calculado
1071.22379) correspondentes aos ions moleculares [M] *. Através da fragmentacao

por ion selecionado as propostas de estruturas se déo pelas FIGURAS 33 - 37.
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FIGURA 33 - Proposta de fragmentacgédo do complexo 1 do metaly

Através da FIGURA 33, pode-se notar a fragmentacao da relacdo m/z
717 [M]*, onde podemos propor a estrutura complexada de uma flavanona com o
Metal1 e duas fenantrolina (Phen), pois ao adicionarmos energia para fragmentar, um
ion de 463 foi formado, o qual pertence ao metal: e duas phen, obtendo assim, a perda

da flavanona.

A FIGURA 34 retrata a proposta de fragmentagdo do complexo 2, cuja
relacdo m/z € 743 [M]*, onde podemos propor a complexacdo de uma flavona com
metal: e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre a perda da flavona,

gerando o fragmento 463 caracteristico do metali ligado em duas phen.
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FIGURA 34 - Proposta de fragmentagdo do complexo 2 metals.

A FIGURA 35 retrata a proposta do complexo 3 com relagdo m/z 1041
[M]*, onde através da interpretacdo da analise, podemos propor a formacédo do
complexo com um flavonéide naringina ligada ao metal: e duas fenantrolinas. Ao
ocorrer a fragmentacédo, primeiro ocorre a perda de glicose, formando um ion de pico
molecular de m/z 733, e posterior ocorre outra fragmentacdo gerando o ion 463

caracteristico do metali ligado em duas phen.

ESI(+) TOF MS/MS 1041

TOF MSMS 1041.11ES+

100+ 7331259 o 5.20e5

e,

&5

+
% Padréo isotopico predito
) 732.1236 \Q?/Q/
/_\J\% 735 1214 A{
Yy~ g%f
‘\ <3 ﬁ <3 <= ‘% <=

miz 1041

%

463.0633 1041.2458 :
462.0601 465.0641 731 1165736.1201 1040.2427[1042.2496 {
461.0580 ’
s » A

T = A S e e A e R R
FIGURA 35 - Proposta de fragmentagéo do complexo 3 do metals.

Através da FIGURA 36 abaixo, o complexo 4 com relagcdo m/z 1055 [M]*
€ proposto com a ligacdo de um flavonoide didymina ou neoponcirina [(S)-5,7-

Dihydroxy-4-methoxyflavanone-7-3-rutinoside, Isosakuranetin 7-O-rutinoside] ligada
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ao metal: e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre perda de glicose,
obtendo-se o ion de relagdo m/z 747, que logo em seguida € fragmentado gerando o

fragmento 463 caracteristico do metal: ligado em duas phen.
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FIGURA 36 - Proposta de fragmentacéo do complexo 4 do metals.

A FIGURA 37 retrata a proposta de fragmentagcdo do complexo 5, cuja
relacdo m/z é 1071 [M]*, onde podemos propor a complexacdo de um flavondide
hesperidina com metal. e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre
perda de glicose, obtendo-se o ion de pico m/z 763, que logo em seguida é

fragmentado gerando o fragmento 463 caracteristico do metal: ligado em duas phen.
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FIGURA 37 - Proposta de fragmentacdo do complexo 5 do metals.
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Ao se tratar dos novos complexos com metalz, através da sintese via
EtOH/H20, foram caracterizados 4 complexos com flavondides de interesse, como
visto na FIGURA 38, onde algumas relagdes massa/carga vista no full scan (ANEXO
23) estao sendo tratadas e confirmadas as propostas para a solicitagdo da patente.
Sendo assim, as fragmentacdes e propostas dos outros complexos ndo serdo

demonstradas na dissertacao.

OH
HO Complexo 1 Ho  OH Complexo 2
HO o —l + HOr
OH © ‘
o

OH

m/z 813

OH

Complexo 4 -

FIGURA 38 - Propostas dos complexos com Metalo.

Por ndo haver a sintetizagao de precursores para 0 metalz, pode-se ter
diversas formas de complexacéo de substancias de interesse com o metal. Propostas

estas que sdao ratificadas através da fragmentacao do ion selecionado.

Ao verificar os complexos propostos, ha formacdo de compostos com
duas fenantrolinas, o metalz e um flavonoide naringina, como também ocorre a
formacéao de complexos com dois flavonoides ligados ao metal e complexos com uma
fenantrolina ligadas ao metal2 e flavonoides, como ocorre nos complexos 2 e 4. Vale
salientar que todos os complexos gerados foram comparados com padrées isotdpicos

preditos.
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Através da andlise realizada com os complexos, podemos concluir que
podemos obter complexos metalicos com flavonoides de maneira simples a partir do
bagaco de laranja, sem a necessidade de separacéo e purificagdo do extrato bruto.
Dessa forma, processos sao simplificados e produtos de interesse sdo formados de
forma mais rdpida e com menores custos financeiros, gerando assim, novas
oportunidades de pesquisa, extracdo, sintese e reaproveitamento de residuos

provenientes da industria.

4.1.2 - Caracterizacdo dos complexos do metal; por ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Os espectros de absorcdo eletrbnica de UV-vis da mistura dos
complexos obtidos, bem como, do complexo precursor sdo mostrados na FIGURA 39.
Ao comparar os espectros de UV-vis do precursor (obtido em CH2Cl;) e dos
complexos do metal: (obtido em ACN) podemos inferir a formagdo dos novos
complexos, uma vez que ocorre o deslocamento da absorcdo maxima em 552 nm do
precursor para a formacdo de uma banda larga com maximo ao redor de 483 nm nos
complexos na regido do visivel. As analises foram realizadas em solventes diferentes

devido a solubilidade dos complexos e precursor.
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FIGURA 39 - Comparacéo de absorcdo no UV-vis do precursor com os complexos do metaly
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Vale salientar que mesmo as analises serem realizadas em solventes
diferentes a formacdo dos complexos é atribuida pelo alargamento da banda

comparada a absorcéo do precursor.
4.1.3 - Propriedades luminescentes dos complexos do metal;

Através de analises realizadas de luminescéncia no complexo do metals,
fica notorio a complexacéo do metal com os flavondides. Uma vez que, ao realizar
extracdo das substancias do bagaco de laranja, as mesmas emitem luminescéncia.
Ja ao realizar a luminescéncia dos complexos do metali, 0S mesmos ndo apresentam

emissao, conforme podemos ver na FIGURA 40.
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FIGURA 40 - Comparacéo dos espectros de emissdo dos complexos do metal. com o bagaco de

laranja em EtOH-H20 com excitagdo entre 325 e 375 nm.

Este efeito de auséncia de luminescéncia nos novos complexos ocorre
devido as ligagcbes do metal. com os atomos de oxigénio do flavondide, que antes

estavam livres na solucéo do bagaco de laranja.
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4.2- Bioensaios

Os resultados obtidos frente as formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte sdo promissores, uma vez que a atividade de inibicdo €é alta e assemelha-
se a inseticidas comerciais conforme vistos em trabalhos anteriores de alunos que ja
passaram no departamento de Quimica, como por exemplo, tese de OLIVEIRA
(2012)%°. Sendo assim, os resultados estdo em forma de gréficos e tabelas para

melhor compreensao.
4.2.1 Toxicidade para operarias de Atta sexdens rubropilosa

O resultado obtido do bioensaio esta apresentado através das andlises graficas
das curvas de sobrevivéncia e da tabela que resume as porcentagens acumuladas de
mortalidade diaria, o tempo de sobrevivéncia mediana (Sso = Md), conforme FIGURA
41 e TABELA 06.
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FIGURA 41 - Curvas de sobrevivéncia de operarias Atta sexdens rubropilosa submetidas ao
bioensaio de incorporacao em dieta artificial com os complexos na concentracao de 25 mg/mL.
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TABELA 06 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias Atta sexdens

rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com os Complexos na
concentracdo de 25mg/mL.
% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 12 14 18 20
Dieta Pura 0 2 8 12 14 16 22 22 24 30 >25%
Complexo Metal, 0O 10 22 5 58 60 64 66 70 70 55b
Complexo Metal, EtOH-H,O 0 10 38 90 100 100 100 100 100 100 4b
Complexo Metal, MeOH 0 18 46 96 100 100 100 100 100 100 4b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).

Como pode ser observado na TABELA 06, os complexos do metals
chegaram apresentar 70% de mortalidade em 18 dias, o que justifica a nao
utilizacdo dos mesmos como inseticidas para o combate a formigas cortadeiras,
uma vez que, inseticidas devem apresentar mortalidade de no minimo 90% até o
10° dia. Com isso, seria interessante em trabalhos futuros testar atividade em
outros alvos, pois complexos do metal: s&o amplamente utilizados na area médica,
até mesmo pelo fato do metal: apresentar um preco alto para utilizacdo na
agricultura.

Por outro lado, os complexos de metal. apresentaram excelente
atividade inseticida, com pouca mortalidade nos dois primeiros dias e 100% de
mortalidade até o oitavo dia, assemelhando até o modo de controle do inseticida
comercial sulfuramida, como visto no trabalho de OLIVEIRA (2012)%. Dessa forma,
os complexos de metal2 precisam continuar sendo estudados, para saber a

toxicidade frente ao solo, agua e até mesmo outros animais.

4.2.2 Toxicidade para fungo Leucoagaricus gongylophorus

Através da analise dos dados de inibicdo obtidos frente ao fungo
gongylophorus com os complexos do metal. e seu precursor, 0S mesmos n

apresentaram significante atividade como pode-se observar na TABELA 07.

L.

ao
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TABELA 07 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibigdo do complexo do
metal1 frente ao crescimento do fungo Leucoag:’aricus gongylophorus apos 30 dias do experimento

Area dos complexos Area do precursor do | Area do controle
Ensaio do Metal, Metal, Metanol (500 pL)
1 9,18 9,84 11,33
2 9,07 8,97 12,06
3 6,42 8,97 11,33
4 - 9,07 12,06
5 - 9,29 12,06
Média 8,22 9,23 11,77
SD 1,56 0,36 0,40
RSD 19,01 3,96 3,38
Inibi¢io 30% 22% -

*Controles, 100% Metanol_500 uL; SD = Desvio Padrdo; RSD = Desvio Padrao Relativo

Como pode ser observado em 30 dias de experimento, os complexos do
metal: apresentaram 30% de inibicdo, um pouco mais do que Seu precursor e com
isso, ndo sao indicados ao controle do fungo simbionte da formiga. Sendo assim, é
necessario a realizacdo de ensaios biolégicos frente a outros problemas,
principalmente na area medicinal.

Por outro lado, ao comparar os resultados de inibicdo obtidos com os
complexos do metalz (FIGURA 42) tanto da sintese em metanol, quanto em
etanol/agua, a inibicao foi de 100% frente ao fungo em 7 dias de experimento quando

comparadas ao controle.

FIGURA 42 - Inibicdo dos complexos do metal: frente ao fungo simbionte da formiga com 7 dias de

experimento. (A) Inibicdo dos complexos via de sintese em EtOH/H:0; (B) Controle.



61

A FIGURA 42 na parte “A” demonstra como ficaram as placas apés 7
dias de experimento, sendo visivel a morte do fundo na parte central, pois o controle
(parte “B”) é notdrio o desenvolvimento do fungo no periodo citado.

Este resultado é de suma importancia, uma vez que 0os complexos ao
apresentarem inibicdo frente ao fungo e formigas, portanto, produtos podem ser

gerados no mercado como forma de fungicida e/ou inseticida.
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5. — CONCLUSOES

O estudo fitoquimico realizado frente aos extratos metandlico dos galhos
e diclorometanico das folhas de Picramnia glazioviana possibilitou o isolamento e
identificacdo de substancias ja conhecidas no género e espécie, como crisofanol e
aloe-emodina, as quais podem ser as possiveis responsaveis pela atividade inseticida
apresentada, de acordo com os dados ja obtidos em trabalhos do grupo de pesquisa,
como, por exemplo, KITAMURA (2012).5t

O trabalho trouxe a separacdo de extratos brutos complexos com a
utilizacdo de uma técnica pouco utilizada no Brasil, que é a cromatografia de particao
centrifuga-CPC, a qual pode se tornar um aliado na separacao de extratos brutos,
pelo fato de trabalhar apenas com solventes, apresentar alto indice de recuperacao
de amostra e obter separacédo em larga escala.

Os resultados com o0s novos complexos metélicos advindos de
substancias presentes no bagaco de laranja sdo promissores, tanto pelo fato de ndo
haver relatos na literatura da maneira como ocorreu 0 processo geral da sintese,
guanto pelo fato da formacdo de novos complexos com substancias de interesse
(flavonoides uma classe de metabdlitos com atividades biolégicas comprovadas),
apresentando atividade inseticida e fungicida.

Os complexos com Metal apresentaram inibicdo frente ao fungo
Leucoagaricus gongylophorus e acéo inseticida frente a formigas cortadeiras, Atta
sexdens rupropilosa, gerando a redacdo de uma patente.

Portanto, a aplicagdo de uma abordagem de separacédo (CPC) pouco
utilizada no Brasil para extratos complexos, auxiliado pela resposta das atividades
biolégicas proeminentes geraram possibilidade de futuras aplicacdes dos resultados,
como também oportunidades para novos trabalhos no grupo de pesquisa. Além disso,
a complexagdo de substancias de interesse advindas de extratos complexos em
metais, geraram a redacao de uma patente com os resultados obtidos, contribuindo

assim para abordagens inovadoras na Quimica de Produtos Naturais.
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ANEXOS

Anexo 1 - Espectro de RMN de H de 1 (Aloe-emodina) (DMSO-ds,

14,1T).
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Anexo 3 - Espectro de HRMS-MS/MS (ion precursor, 269,0450) no modo negativo de 1 (Aloe-

emodina)
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Anexo 4 - Espectro de RMN de 'H de 2 (Crisofanol) (DMSO-ds, 14,1 T).
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Anexo 5 - Mapa de contornos HSQC de 2 (Crisofanol) (DMSO-ds, 14,1 T)
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Anexo 6 - Mapa de contornos HMBC de 2 (Crisofanol) (DMSO-ds, 14,1 T)
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Anexo 7 - Espectro de HRMS-MS/MS (ion precursor, 253,0505) no modo negativo de 2 (Crisofanol)
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Anexo 9 - Mapa de contornos HSQC de 3 (Crisofanol-8-glucoside) (DMSO-ds, 14,1 T)
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Anexo 10 - Mapa de contornos HMBC de 3 (Crisofanol-8-glucoside) (DMSO-ds, 14,1 T)
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Anexo 11 - Espectro de HRMS-MS/MS (ion precursor, 415,1027) no modo negativo de 3
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Anexo 12 - Espectro de RMN de 'H da posicdo 3 - Corrida
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Anexo 14 - Espectro de RMN de *H da posi¢ao 9 - Corrida
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Anexo 15 - Espectro de RMN de *H da posi¢cao 10 — Corrida
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Anexo 16 - Espectro de RMN de 'H da posicdo 15 — Corrida
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Anexo 17 - Espectro de RMN de *H da posi¢cao 20 — Corrida
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Anexo 18 - Espectro de RMN de *H da posi¢ao 26 — Corrida
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Anexo 19 - Espectro de RMN de *H da posi¢ao 32 — Corrida
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Anexo 20 - Espectro de RMN de *H da posi¢ao 40 — Corrida
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Anexo 21 - Espectro de RMN de *H da posi¢cao 50 — Corrida
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Anexo 22 - Full scan dos complexos do metal: no modo positivo
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Anexo 23 - Full scan dos complexos do metal, via sintese EtOH/H20 no modo positivo
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