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RESUMO

BUSCA DE COMPOSTOS INSETICIDAS — ESTUDO DE ESPECIES DO
GENERO Trichilia (MELIACEAE) — Este trabalho apresenta os resultados obtidos
dos ensaios biologicos dos extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico de
ramos, folhas, sementes, arilo e exocarpo de T. catigua; ramos, folhas, frutos,
sementes, arilo e exocarpo de T. claussenii e ramos, folhas e sementes de T.
elegans sobre a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda. Os extratos
hexanico e metandlico de folhas, hexanico de ramos e metandlico de frutos de T.
claussenii apresentaram alta atividade inseticida frente a S. frugiperda. No
entanto, os extratos hexanico e metandlico de frutos de T. elegans causaram a
mais alta taxa de mortalidade larval (100 %), j& o extrato hidrometandlico
apresentou atividade inseticida moderada e mostrou-se inibidor de crescimento e
da alimentagdo. Os extratos ativos foram fracionados e o estudo quimico levou ao
isolamento de 20 metabdlitos, incluindo limondides, triterpenos, cumarinas,
esterdides e um sesquiterpeno. Do extrato hexanico de folhas de T. claussenii
foram isolados os esterdides pg-sitosterol, estigmasterol, campesterol, sitostenona
e os triterpendides a-amirina, f~amirina, lupeol, lupenona, além do triterpeno do
tipo cicloartano 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona e do sesquiterpeno
criptomeridiol. Do extrato metandlico de folhas de T. claussenii foram isolados
somente os esterdides 24-metileno-344 /4,22 a-triidroxi-colesterol e -4O-4-D-
glucopiranosil sitosterol. Ao se fracionar o extrato metandlico de frutos de T.
elegans foram isoladas as cumarinas 6,7-dimetoxicumarina, 6-metoxi-7-
hidroxicumarina e 7-hidroxicumarina. As mesmas cumarinas e os esteroides foram
novamente isolados do extrato hexanico de frutos de T. elegans. Os limondides
cedrelona e 11p-metoxicedrelona foram isolados do extrato hexanico do arilo de T.
catigua. Além destes limonodides, o angolensato de metila e a mistura epimérica de
fotogedunina foram isolados do extrato metandlico do arilo de T. catigua. Este é o
primeiro relato do isolamento de limondides de T. catigua. Triterpendides isolados
de Cedrela fissilis e limonoides isolados de Cipadessa fruticosa (Meliaceae) foram

ensaiados frente a S. frugiperda. Dentre os triterpendides testados, o odoratol
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apresentou os melhores resultados (atividade inseticida, inibidor de crescimento e
inibidor de alimentagao). A febrifugina A causou a mais alta taxa de mortalidade do
ciclo total (a 50 mg kg™") de 73,3%.
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ABSTRACT

SEARCH OF INSECTICIDAL COMPOUNDS - STUDY OF SPECIES FROM THE
GENUS Trichilia (MELIACEAE) — This work describes the results of the search for
insecticidal compounds from the Meliaceae family. The samples assayed against
fall armyworm Spodoptera frugiperda were the hexane, methanol and
hydromethanol extracts of twigs, leaves, seeds, aril and exocarp of T. catigua;
twigs, leaves, fruits, seeds, aril and exocarp of T. claussenii and twigs, leaves and
fruits of T. elegans. The hexane and methanol extracts of leaves, hexane of twigs
and methanol of fruits from T. claussenii showed to possess the higher insecticidal
activity against S. frugiperda. Nevertheless, the hexane and methanol extracts of
fruits from T. elegans showed the highest rate of larval mortality (100 %). The
hydromethanol extract of T. elegans showed moderate insecticidal activity and also
showed growth inhibition and antifeedant activities. The active extracts were
fractionated and the chemical study led to isolation of 20 compounds, including
limonoids, triterpenes, coumarins, steroids and one sesquiterpene. From the
hexane extract of leaves from T. claussenii were isolated the steroids f-sitosterol,
stigmasterol, campesterol and sitostenone; the triterpenoids a-amyrin, famyrin,
lupeol, lupenone, in addition to the cycloartane triterpene 24-methylen-26-
hydroxycicloartan-3-on and sesquiterpene criptomeridiol. From the methanol
extract of leaves of T. claussenii were isolated the steroids 24-methylen-35,4 3,22 a-
trinydroxy-colesterol and 3-4-O-$-D-glucopyranosilsitosterol. From the methanol
extract of fruits from T. elegans were isolated the coumarins 6,7-
dimethoxycoumarin, 6-methoxy-7-hydroxycoumarin e 7-hydroxycoumarin. The
same coumarins and the steroids were also isolated from the hexane extract of
fruits from T. elegans. The limonoids cedrelone and 11/-methoxycedrelone were
isolated from the hexane extract of aril from T. catigua. Limonoids
methylangolensate together with the photogedunin epimeric mixture were isolated
from the methanol extract of aril from T. catigua. This is first report of the isolation
of limonoids from T. catigua. Triterpens isolated from Cedrela fissilis and limonoids

isolated from Cipadessa fruticosa (Meliaceae) were tested against S. frugiperda.
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Among them odoratol showed the best results (insecticidal activity, growth
inhibition and antifeedant). Febrifugin A showed the highest rate of mortality of total
cycle (at 50 mg kg™ of 73.3%.
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Introducao

1 - INTRODUGCAO
1.1 — Familia Meliaceae

A familia Meliaceae pertence a ordem Rutales e é composta por 51
géneros de plantas lenhosas distribuidas pelos tropicos e subtropicos de ambos os
hemisférios terrestres. Os géneros nativos do Brasil sdo Cedrela, Cabralea,
Swietenia, Carapa, Guarea e Trichilia, sendo os trés primeiros exclusivamente
americanos (PENNINGTON e STYLES, 1975).

As meliaceas sao caracterizadas quimicamente pela presenca de
tetranortriterpendides, conhecidos como limondides ou meliacinas. Além da familia
Meliaceae, somente outras duas familias (Rutaceae e Cneoraceae) do reino vegetal
possuem esses compostos (DA SILVA et al., 1984).

Os limondides sado derivados de triterpenos tetraciclicos do eufol ou
tirucalol (FIGURA 1.1), onde ocorrem varias oxidagbes e rearranjos, levando a
formagao de diferentes estruturas (CONNOLLY, 1983). Os limondides isolados de
Meliaceae, segundo TAYLOR (1984), podem ser divididos em onze grupos
principais, de acordo com o padrdo de esqueleto carbbnico apresentado (Figura
1.2).

eufol: H-20a
tirucalol: H-20p3

FIGURA 1.1 — Triterpenos precursores dos limondides
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CO,Me
havanensina gedunina andirobina
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

© CO,Me
mexicanolideo fragmalina Ivorensato de metila
GRUPO 4 GRUPO 5 GRUPO 6

obacunol nimbina toonafolina
GRUPO 7 GRUPO 8 GRUPO 9

CO,Me

AcOH,C

evodulona prieurianina
GRUPO 10 GRUPO 11

FIGURA 1.2 — Substancias que representam os principais tipos de esqueletos dos
limondides de Meliaceae (TAYLOR, 1984).
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As plantas da familia Meliaceae sao reconhecidas por fornecerem
madeira de grande valor comercial (BANERJI E NIGAN, 1984). Além disto, elas se
destacam pela bioatividade de varios de seus metabdlitos secundarios,
principalmente os limondides. Essa classe de compostos tem apresentado diversos
tipos de atividades biologicas, tais como: antiparasitaria, citotdxica, antifungica,
antibacteriana, antiviral e principalmente inseticida (BRAY et al., 1990;
CHAMPAGNE et al., 1992).

O estudo da atividade inseticida dos limondides intensificou-se com o
isolamento do limondide azadiractina (Figura 1.3) de Azadirachta indica A. Juss.
(Meliaceae) (BUTTERWORTH e MORGAN, 1968).

A azadiractina possui um grande potencial inseticida, apresentando
atividade frente a varias espécies de insetos. Esta substancia interfere no
funcionamento das glandulas enddcrinas que controlam a metamorfose em insetos,
impedindo a ocorréncia da ecdise (REMBOLD, 1989). A azadiractina apresenta
atividade fago inibidora, que constitui uma das atividades mais relevantes relatadas
para as plantas da familia Meliaceae (LEE et al., 1991), e seu efeito foi comprovado
sobre aproximadamente 300 espécies de insetos (MARTINEZ, 2002). Ha alguns
inseticidas atualmente disponiveis no mercado que contém azadiractina como
componente principal (VIEGAS JR., 2003).

Azadiractina

FIGURA 1.3 — Estrutura do limonoide azadiractina
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1.1 - Perfil Quimico do Género Trichilia

O género Trichilia pertence a familia Meliaceae e a subfamilia
Melioideae (PENNINGTON e STYLES, 1975), mesma subfamilia onde estao
posicionados os géneros Melia e Azadirachta. Portanto, existe a possibilidade de se
isolar substancias semelhantes as isoladas de Melia e Azadirachta.

O género Trichilia possui aproximadamente 70 espécies distribuidas
pela América tropical, Africa e regido Indo-Malaia. E um dos géneros que possui o
maior numero de espécies na familia e dentro da subfamilia Melioideae, é o género
que apresenta maior numero e tipo de limonodides (PENNINGTON, 1981).

Programas de “screening” da familia Meliaceae tém identificado o
género Trichilia como fonte para desenvolvimento de inseticidas (MIKOLAJCZAK e
REED, 1987; 1989; RODRIGUEZ e VENDRAMIM, 1996; 1997; BOGORNI &
VENDRAMIM, 2003; 2005; WHEELER et al., 2001a). Muitos pesquisadores tém
isolado limondides de diversas espécies de Trichilia (ADESIDA e OKORIE, 1973;
CHAN et al.,, 1973; CONNOLLY et al.,, 1979; MULHOLAND e TAYLOR, 1980;
JOLAD et al., 1980; 1981a; ARENAS e RODRIGUEZ-HAHN, 1990; OLUGBADE,
1991; TINTO et al., 1991; CORTEZ et al., 1992; 1998; 2000; INADA et al., 1994;
MUSZA et al., 1995; GARCEZ et al. 1997a; 2000; RODRIGUEZ-HAHN et al., 1996;
RODRIGUEZ et al., 2003; ZHANG et al., 2003;). A atividade biolégica sobre insetos
de alguns destes limondides tem sido investigada, e resultados promissores foram
encontrados (NAKATANI et al., 1981, 1985; KUBO & KLOCKE, 1982; SIMMONDS et
al., 2001; RODRIGUEZ, 2003).

Além dos limondides, outras classes de substancias tém sido isoladas
do género Trichilia: esteréides de T. hirta (CHAURET et al.,, 1996), esterdides e
cumarinas de T. estipulata (CORTEZ et al., 1998), sesquiterpenos (GARCEZ et al.,
1997b), lignanas e y-lactonas (PIZZOLATTI et al., 2002; 2004) de T. catigua,
triterpenos do tipo tirucalano de T. hispida (JOLAD et al., 1980; 1981b) e de T.
connaroides (INADA et al., 1994), esterdides pregnanos de T. schomburgkii (TINTO
et al.,, 1991; KETWARU et al., 1993) e de T. connaroides (ZHANG et al., 2003),
protolimondides de T. elegans (GRACEZ et al., 1996); protolimondide glicosilado de
T. prieuriana (OLUGBADE & ADESANYA, 2000), triterpenos do tipo cicloartano,
acidos o-fenil alcandicos e alcendicos, y-lactonas, esterdides androstanos e

pregnanos e sesquiterpenos de T. claussenii (PUPO et al., 1996; 1997; 1998; 2002),
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sesquiterpenos, triterpenos e esterdides de T. lepidota (PUPO et al., 2002). Tal
como os limondides, dolabelanos isolados de T. trifolia tiveram suas atividades
antialimentar testadas sobre Sitophilus oyizae (RAMIREZ et al., 2000).

1.1.1 — Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss. (POTT et al., 1994)

Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss. (FIGURA 1.4), conhecida
popularmente como cachua, produz madeira resistente e duravel, sendo a casca
empregada em curtumes. Possui ampla disperséo no pais, sendo encontrada desde
Goias até Santa Catarina em matas semideciduas, apresentando-se como uma
arvoreta de trés a seis metros de altura. E uma planta apicola, cuja floracdo é
observada de outubro a dezembro e com frutos encontraveis no periodo de janeiro a
margo. Estes se apresentam como capsulas trivalvares ovaladas e pubescentes,
medindo cerca de 6 mm de comprimento, enquanto as sementes, pretas, sao

parcialmente envoltas por um arilo de coloragao alaranjada.

FIGURA 1.4 — Folhas e flores de Trichilia elegans ssp. elegans.

1.1.1.1 — Constituintes quimicos anteriormente isolados de Trichilia

elegans A. Juss.

O estudo quimico das sementes de T. elegans ssp elegans, resultou
no isolamento de trés seco-A-protolimondides (1, 2 e 3) (FIGURA 1.5) (GARCEZ et
al., 1996), oito limonoides (4 - 11) (FIGURA 1.6 e 1.7) (GARCEZ et al., 1997), além
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dos limondides 7-desoxo-7p-acetokihadaninas A e B (12 e 13), 7-desoxo-7f3-
hidroxikihadaninas A e B (14 e 15) e 7-desoxo-7a-hidroxikihadanina (16) (FIGURA
1.8) (GARCEZ et al., 2000).

R R4
4 X H, aOAc
5 Y H, aOAc
6 Y O
7 X O

FIGURA 1.6 — Limondides isolados de Trichilia elegans.
6
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o ™
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FIGURA 1.7 - Limondides isolados de Trichilia elegans.

R R4
12 Y OAc
13 X OAc
14 Y OH
15 X OH

16

FIGURA 1.8 - Limondides isolados de Trichilia elegans.
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1.1.2 — Trichilia claussenii C. DC. (LORENZI, 1994)

Sinonimias_botanicas: Trichilia claussenii C. DC. var. microcarpa C.

DC., Trichilia triphyllaria C. DC., Trichilia lagoensis C. DC., Trichilia lagoensis C. DC.
var. pubescens C. DC., Trichilia velutina C. DC., Trichilia hieronymi Griseb., Trichilia
tartagaiensis C. DC., Trichilia bradei Harms.

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

A arvore atinge altura entre 6 e 12 m (FIGURA 1.9), sua madeira é
leve, compacta, medianamente resistente e moderadamente duravel, sendo
apropriada para marcenaria leve, forros, lambris e acabamentos internos em
construcao civil.

Florescem durante os meses de agosto-outubro e os frutos
amadurecem em janeiro-margo. Seus frutos (FIGURA 1.9) sdo avidamente
consumidos por varias espécies de passaros, que ingerem o arilo vermelho que

envolve as sementes.

FIGURA 1.9 — Arvore adulta de Trichilia claussenii. Em destaque folhas com flores,

frutos maduros, sementes, casca e madeira (LORENZI, 1994).
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1.1.2.1 — Constituintes quimicos anteriormente isolados de Trichilia
claussenii C. DC.

O estudo quimico das folhas de T. claussenii resultou no
isolamento de 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona (17) (FIGURA 1.10) e uma
mistura de acidos w-fenil alcandicos e alcendicos (18) (FIGURA 1.11), além dos
aminoacidos N-metilprolina (19), 4-hidroxi-N-metilprolina (20) (FIGURA 1.12) e do
sesquiterpeno epoxido de cariofileno (21) (FIGURA 1.14) (PUPO et al., 1996).

17 32

FIGURA 1.10 — Cicloartanos isolados de Trichilia claussenii.

0 18a n=8
18b n=9
N
[V]n OH 18¢c n=10
18d n=11
18e n=12
18 18f n=13

FIGURA 1.11 — Acidos o-fenil alcandicos e alcendicos isolados de Trichilia

claussenii.
HO
@\COO' @\000'
4. /o
H H ~
19 20

FIGURA 1.12 — Aminoacidos isolados de Trichilia claussenii.
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Dos galhos foram isolados esteréides pregnanos (22 e 23) (FIGURA
1.12), (24 — 26) (FIGURA 1.13) (PUPO et al., 1997) e trés novos sesquiterpenos 14-
hidroxielemol (27), germacra-10(14)-em-9,11,15-triol (28) e germacra-3,10(14)-dien-
9,11-diol-4-carbaldeido (29) (FIGURA 1.14). Também foram isolados os
sesquiterpenos S-eudesmol (30), criptomeridiol (31) (FIGURA 1.14) e o triterpeno
22,25-diidroxi-94,19-ciclolanost-23-en-3-ona (32) (FIGURA 1.10) (PUPO et al.,
2002).

22 23
HO. 9 o, —° 1o —°
HO HO' HO
OH OH
24 25 26

FIGURA 1.13 - Esterdides pregnanos isolados de Trichilia claussenii.
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OH OH
OH
o 0~ “H
HO
27 28 29
0
\/\
\
H OH II’OH OH
21 30 31

FIGURA 1.14 — Sesquiterpenos isolados de Trichilia claussenii.

O estudo quimico dos frutos levou ao isolamento de novas y-lactonas
(33 - 36) (FIGURA 1.15) (PUPO et al., 1998).

OH OH OH
" 1 - : :
@M@“ o O O Mz@
1
(0] —0 yam
O/ 0/ o)
33 n=11 35 36

34 n=9

FIGURA 1.15 - y-lactonas isoladas de Trichilia claussenii.
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1.1.3 — Trichilia catigua A. Juss.’
Sinonimias Botéanicas: Moschoxylum catigua A. Juss., Trichilia affins A.
Juss., Trichilia flaviflora C. DC.

Trichilia catigua é popularmente conhecida como catigua, caatigua,

cedrinho, mangal6-catiga e angelim-rosa. Sao arvores com cerca de 10 m de altura
e flores de coloragdo branco-amareladas, frutos capsulas, avermelhados com
apenas uma semente (FIGURA 1.16). Suas flores sao encontradas no periodo de
setembro a outubro e os frutos de dezembro a janeiro. Ocorrem de Sao Paulo até o
Rio Grande do Sul.

Da casca produz-se uma tintura amarelada que € popularmente usada
externamente contra reumatismo, hidropcia e, ainda é inseticida, purgativa e, em

doses moderadas é tonica. O 6leo da casca € empregado, com muito bom resultado,

]

no tratamento de eczemas rebeldes, da psoriase e herpes.

i ol

FIGURA 1.16 — Arvore adulta, flores e folhas de Trichilia catigua

1.1.3.1 — Constituintes quimicos anteriormente isolados de Trichilia

catigua A. Juss.

O estudo quimico dos galhos de T. catigua, resultou no isolamento de
dois sesquiterpenos 7-hidroxi-1-oxo-norcalameneno (37) e 7,14-
diidrohidroxicalameneno (38), além do sitosterol--glucopiranosideo (GARCEZ et al.,
1997b) (FIGURA 1.17). Das folhas e galhos de T. catigua, também foram isolados a
cumarina escopoletina (39), o sesquiterpeno espatulenol (40) (FIGURA 1.18), uma
mistura de esterdides (Ssitosterol, estigmasterol, campesterol e sitostenona) e o 3-
-O-p-D-glucopiranosil sitosterol, o qual teve sua atividade biologica testada frente
as lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda (PEREIRA, 2001). Da casca do tronco
foram isoladas duas flavalignanas epiméricas (41 e 42) (FIGURA 1.19) (PIZZOLATTI
et al., 2002), oito ylactonas (43 — 50) (FIGURA 1.20), w-fenil alcanos (51 — 53) e trés
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acidos w-fenil alcandicos (54 — 56) (FIGURA 1.21) e fitoesterdides (PIZZOLATTI et

al., 2004).

37

o 14
HO H HO. - 9
@ 15
13
38

OH
12

FIGURA 1.17 - Sesquiterpenos isolados de Trichilia catigua.

HO o o

39

40

FIGURA 1.18 — Cumarina escopoletina 39 e sesquiterpeno espatulenol 40 isolados

de Trichilia catigua.

41 H-778
42 H-7"a

FIGURA 1.19 - Flavalignanas isolados de Trichilia catigua.
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OH

1

43

N
o

50

44 n =11
45n=9

OH

OH

FIGURA 1.20 - j<lactonas isolados de Trichilia catigua.

@M
51n=12

52n=13
53n=14

54n=12
55n =11
56 n=10

FIGURA 1.21 — w-fenil alcanos e acidos w-fenil alcanoicos isolados de Trichilia

catigua.
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1.2 - A busca de compostos inseticidas

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) &
uma das principais pragas da cultura do milho, podendo seu dano levar a redugao
de até 34% no rendimento de graos, dependendo principalmente, do estagio de
cultura em que ocorre o ataque (VALICENTE & CRUZ 1991). No milho, a lagarta é
usualmente controlada usando agrotéxicos, empregados quando a desfolhacéo é
notada nas plantagdes. No entanto, problemas associados com o uso de pesticidas,
especialmente a possibilidade de resisténcia e reducdo de predadores e insetos
parasitéides, comprometem o controle natural (CRUZ, 1995). Desta forma, a busca
de novos inseticidas de origem vegetal tem sido intensificada ja que de uma forma
geral, os inseticidas naturais ndo sao persistentes, ou seja, degradam-se com maior
velocidade que os sintéticos; ndo deixando residuos no alimento ou no meio-
ambiente.

Visando a busca de inseticidas naturais com menor impacto ambiental,
o grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem realizado ensaios com varias plantas
pertencentes a ordem Rutales frente a S. frugiperda. Deste modo, BATISTA-
PEREIRA (2002) avaliou a atividade do flavondide astilbina, isolado de
Dimorphandra mollis (Fabaceae). ROCHA (2004) realizou o estudo fitoquimico de
Adiscanthus fusciflorus (Rutaceae), T. pallida e T. rubra (Meliaceae) visando a busca
de compostos que alterem a biologia do inseto. Trabalhos semelhantes foram
realizados com Trichilia catigua (PEREIRA, 2001), Siphoneugena densiflora
(Mirtaceae) e Vitex polygama (Verbenaceae) (GALO, 2004).

1.2.1 — Consideragdes sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

No inicio do ataque, as lagartas raspam as folhas, deixando areas
transparentes. Com o seu desenvolvimento, a lagarta migra para o cartucho da
planta, destruindo-o (FIGURA 1.22). O estadio da planta de milho mais sensivel ao
ataque é o de 8-10 folhas. A época ideal de realizar medidas para o controle é
quando 17 % das folhas estiverem com o sintoma de folhas raspadas (CRUZ et al.,
2002).
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O periodo larval varia de 12 a 30 dias (COSTA et al., 1984;
VALICENTE & CRUZ, 1991), dependendo das condigdes climaticas (principalmente
temperatura), fonte de alimentagéo, etc. Nos ultimos instares, as lagartas medem
aproximadamente 5 cm e apresentam coloragdo que varia do marrom, verde até
quase preta (FIGURA 1.22). Com o fim do periodo larval, as lagartas penetram no
solo, onde se transformam em pupas de coloragcdo avermelhada medindo cerca de
10 mm de comprimento. A duracdo do periodo pupal varia de 7 a 27 dias
(VALICENTE & CRUZ, 1991), em decorréncia, principalmente das condigbes

climaticas.

FIGURA 1.22 — Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda .

Os adultos de S. frugiperda apresentam longevidade de
aproximadamente 10 dias & temperatura de 25°C, umidade relativa de 60 % e
fotofase de 14 horas. A ovoposi¢cao é realizada no periodo noturno. Os ovos sao
colocados em massas com cerca de 150 unidades (FIGURA 1.22), podendo uma
fémea colocar até 1000 ovos. O periodo de incubacao € de aproximadamente 3 dias
a temperaturas entre 25 e 29°C, umidade relativa de 70 % e fotofase de 12 horas
(PATEL, 1981).
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1.2.2 — Atividades de espécies de Trichilia sobre Spodoptera spp.

Um dos primeiros relatos da atividade de Trichilia sobre espécies de
Spodoptera foi feito por NAKATANI et al. (1981; 1985), em que uma nova série de
limondides isolados de T. roka, denominados trichilinas A-G (57 — 63) (FIGURA
1.23) tiveram suas atividades testadas sobre Spodoptera eridania e Epilachna
varivestis. As estruturas quimicas das trichilinas sdo complexas, o que dificultaria a
sintese em larga escala, mas estas apresentam atividade antialimentar comparavel
a azadiractina. O limondide sendanina (64) (FIGURA 1.24) isolado do extrato
hidrometandlico das sementes de T. roka apresentou EDs, (doses efetivas para 50 %
de inibicdo de crescimento) de 11 ppm sobre a S. frugiperda (KUBO & KLOCKE,
1982).

Trichilinas R; R2 R3 R4 Rs Rs
57 A B-OH =0 o-OH a-OAcC a-OAc OH
58 B a-OH =0 a-OH a-OAc  a-OAc OH
59 C =0 B-OH a-OH a-OAc  a-OAc OH
60 D H =0 o-OH a-OAc  a-OAc OH
61 E 3-OH =0 a-OAc o-OH a-OAc OH
62 F B-OH =0 a-OAcC a-OAC o-OH OH
63 G B-OH =0 o-OH o-OH a-OAc OH

FIGURA 1.23 — Trichilinas isoladas de Trichilia roka.
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FIGURA 1.24 — Limonodide sendanina isolado de Trichilia roka.

MIKOLAJCZAK & REED (1987) testaram os efeitos de extratos
hexanicos e etandlicos de sementes de 22 meliaceas (T. connaroides, T. prieureana,
T. roka e T. triphyllaria), incorporados a dieta artificial, na sobrevivéncia e inibi¢cao
alimentar. Os autores constataram que T. connaroides, T. prieuriana e T. roka
apresentaram mortalidade larval de 80, 100 e 100 %, respectivamente, para os
extratos etandlicos (a 1% massa/volume), enquanto os extratos hexanicos a essa
mesma concentragdo nao provocaram nenhum efeito, com excecao da T. prieuriana
(40 % de mortalidade larval) . Para os experimentos de inibi¢do alimentar (em teste
de dupla escolha), a concentragao de 5%, novamente os resultados obtidos para os
extratos etandlicos foram melhores do que os dos extratos hexanicos, com excegao
de T. prieuriana que apresentou boa atividade deterrente para ambos os extratos.
Em relagao a T. triphyllaria, nao foi constatada atividade biolégica em nenhum dos
experimentos.

MIKOLAJCZAK et al. (1989), avaliando a toxicidade das sementes de
dez espécies pertencentes a familia Meliaceae sobre S. frugiperda, constataram que
os extratos etandlicos e hexanicos de T. roka incorporados a dieta artificial,
apresentaram 100 % de mortalidade larval a 400, e 10.000 ppm, respectivamente. O
extrato etandlico a 80 ppm afetou a fase larval, o extrato causou uma redugao no
peso da lagarta (25 %) e alongamento da fase larval (4,6 dias), em relagdo ao
controle.

XIE et al. (1994) testaram os extratos metandlicos de nove espécies de
Trichilia (oito originarias da Costa Rica e uma da india) de diversas estruturas

vegetais sobre S. litura F. O extrato etandlico da casca do tronco de T. connaroides
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mostrou-se 0 mais ativo quando comparado com tronco, sementes, exocarpo e
folha, apresentando um ECs (doses efetivas para 50 % de inibigcdo de crescimento)
de 185,1 ppm.

RODRIGUEZ & VENDRAMIM (1996, 1997) testaram extratos aquosos
a 5% de diversas estruturas vegetais de espécies de meliaceas (T. pallida, T.
catigua, T. elegans, T. casaretti e T. claussenii) em relacéo a S. frugiperda, através
da incorporagé&o em dieta artificial. Considerando somente o género Trichilia, a maior
eficiéncia foi obtida com os extratos de folhas e caules (ramos) de T. pallida, que
apresentou 100 % de mortalidade larval. Essa mortalidade ocorreu ja nos dois
primeiros instares, resultando em atividade inseticida similar a registrada para o
extrato das sementes de A. indica (incluida como padrdo de atividade inseticida).
Menor atividade foi encontrada com as demais espécies de Trichilia, observando-se
inibicdo de alimentacédo (resultando em menor peso pupal) para os extratos de
caules (ramos) de T. catigua e folhas de T. casaretti e inibicdo do crescimento
(caracterizado pelo alongamento da fase larval) nos tratamentos com caules (ramos)
de T. claussenii. As folhas de T. catigua, T. claussenii, T. elegans e os caules
(ramos) de T. elegans e T. casaretti ndao apresentaram efeito apreciavel sobre a
biologia do inseto.

ROEL et al. (2000) analisaram o efeito de diferentes concentragbes do
extrato acetato de etila de folhas e ramos de T. pallida, em relagcéo a S. frugiperda,
em condi¢des de laboratorio. A concentragao letal 50 (CLso) estimada para lagartas
de sete dias de idade foi de 0,048 % (massa/volume). Verificou-se que o extrato
causou mortalidade larval de 100 % (em concentragao igual ou superior a 0,05 %) e
afetou a sobrevivéncia e o desenvolvimento do inseto (a concentragao de 0,006 %).

TORRECILLAS & VENDRAMIM (2001) testaram o efeito de diferentes
concentragdes do extrato aquoso de ramos e folhas de T. pallida na sobrevivéncia e
desenvolvimento de S. frugiperda criada em folhas de milho. Verificou-se que o
extrato de ramos a 5% provocou 100 % de mortalidade larval até o 7° dia apds o
inicio do experimento, com atividade inseticida similar a do extrato de sementes de
A. indica (utilizado como padrao).

WHEELER et al. (2001) testaram o efeito dos extratos metandlicos de
diferentes estruturas vegetais de seis espécies de Trichilia coletadas na Costa Rica,
incorporadas a dieta artificial para S. litura. Todas as seis espécies testadas

reduziram significativamente o crescimento larval apés 7 e 10 dias do inicio do
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experimento. O extrato metandlico de ramos de T. americana apresentou um ECsg
de 17,2 ppm. Quando o extrato metandlico de troncos foi incorporado a dieta artificial
a concentragdes de 10, 25, 50 e 75 ppm houve um alongamento da fase larval e
diminuicdo do peso das pupas e dos adultos. A altas concentragdes (50 e 75 ppm),
as lagartas apresentaram um ou dois instares a mais em relagao ao controle.

A atividade biologica do extrato metanodlico de tronco de T. americana
sobre S. litura foi realizada por WEELER & ISMAN (2001). O extrato apresentou
forte atividade antialimentar em teste de escolha com Dlsg (indice de deterréncia de
50 %) de 0,18 pg cm™. Em ensaios nutricionais, o extrato reduziu o crescimento,
consumo e utilizagdo de alimento digerido e ingerido, sugerindo atividades toxica e
antialimentar.

SIMMONDS et al. (2001) testaram a atividade antialimentar da hirtina
(65), desacetilhirtina (66) e outros trés novos limonoides (67 — 69) (FIGURA 1.25)
isolados de T. pallida sobre S. littoralis e S. exigua, por meio de um teste de dupla
escolha. O extrato acetdnico de T. pallida apresentou a maior atividade antialimentar
a 100 ppm sobre S. littoralis. A resposta antialimentar para cada um dos cinco

tetranortriterpendides testados foi menor que o extrato bruto.

i 2
2N
R o a R R
ER - 1 2
R10, - 65 Ac CH,CHs
66 H CH,CHs
67 Ac CH(CH3)CHj
68 H CH(CH3)CHs
69 Ac CH(CH3)CH,CHj

FIGURA 1.25 — Limondides isolados de Trichilia pallida.

BOGORNI & VENDRAMIM (2003) avaliaram a eficiéncia de extratos

aquosos de ramos e folhas de seis espécies de Trichilias (T. casaretti, T. catigua, T.
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claussenii, T. elegans, T. pallens e T. pallida) incorporados as folhas de milho em
comparagdo com a do extrato aquoso de sementes de A. indica (nim) sobre S.
frugiperda em condi¢des de laboratorio. Para as seis espécies testadas, pelo menos
uma das estruturas (ramos ou folhas) afetou o desenvolvimento do inseto. O extrato
de folhas de T. pallens causou mortalidade larval semelhante a causada pelo extrato
de nim; os extratos de ramos de T. pallens, e de ramos e de folhas de T. pallida,
embora menos eficientes, também reduziram a sobrevivéncia e o peso de S.
frugiperda. Em BOGORNI & VENDRAMIM (2005), avaliou-se o efeito na
sobrevivéncia, duracdo e peso de lagartas e pupas. Os extratos de ramos de T.

pallida e folhas de T. pallens foram os mais eficientes.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:

a O estudo fitoquimico de extratos ativos de Trichilia catigua, Trichilia
claussenii e Trichilia elegans (Meliaceae) sobre a lagarta-do-cartucho do

milho Spodoptera frugiperda.
a Ensaiar substancias isoladas de outras espécies de plantas da

familia Meliaceae sobre S. frugiperda, com o intuito de compreender como
estas substéncias agem sobre a lagarta.
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3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e métodos

& Solventes utilizados em cromatografia:

Solventes comerciais destilados no DQ/UFSCar
Solventes P.A. da Vetec e Synth

a Solventes utilizados em RMN:

Deuterados da Merck, Isotec Inc. Matheson e Aldrich (TMS 0,03 %)

s Fases estacionarias para cromatografia:

- Cromatografia em coluna de vidro:
Silica gel 60 (70 - 230 mesh e 230 — 400 mesh) da Merck
Florisil da Merck
Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

- Cromatografia liquida sob vacuo (CLV):
Silica gel 60 (70 - 230 mesh) da Merck

- Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):

Cromatofolhas — Silica gel F2s4 Al TLC 20 x 20 cm da Merck

Reveladores: radiagdo UV (254 e 360 nm) e vanilina em acido sulfurico

3.2 — Equipamentos

& Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

Briker DRX 400 MHz
Briker ARX 200 MHz
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& Cromatografia circular (Chromatotron®)
Modelo: 8924; Bomba: Lab Pump Jr., Modelo RHSY, Fluid, Matering
INC.
Placa de silica gel 60, PF 254 da Merck (1 mm).

A CG/EM
GC - 17A Shimadzu, GCMS — QP 5000 Shimadzu.
Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm).
lonizacao por impacto eletrénico.
Condigdes utilizadas para a analise da mistura dos esteroéides:
- programacao de temperatura: 150 °C (1 min); 6 °C/min até 280 °C; 280
°C (15 min).
- temperatura do injetor: 250 °C.
- temperatura do detector: 280 °C.
- modo: split.

- volume de injegéo: 1ul

a Espectrometro de Massas

MICROMASS QUATTRO LC

As analises foram realizadas no Laboratéorio de Espectrometria de
Massas (LEM) — DQ/UFSCar.

Modo de ionizacio:

Substéncias | e VII: IE (70 eV)

Substancias Il: ESI (modo negativo)

Substancias Illl: APCI (modo negativo)
a Evaporadores

Blchi — modelo rotavapor R — 114 — DQ/UFSCar
Blchi — modelo EL — 131 — DQ/UFSCar
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3.3 — Material botanico

As folhas e ramos de Trichilia catigua A. Juss., Trichilia claussenii
C. DC. e Trichilia elegans A. Juss. e os frutos de T. elegans foram coletados
em Piracicaba/SP (maio de 2002) na Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ) e identificadas pelo Prof. Dr. Ricardo Ribeiro Rodriguez.

Frutos de T. catigua e T. claussenii A. Juss. foram coletados em
Piracicaba/SP (dezembro de 2004) na Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ) e novamente a identificagdo foi realizada pelo Prof. Dr.

Ricardo Ribeiro Rodriguez.

3.4 — Obtencao dos extratos brutos de Trichilia catigua,

Trichilia elegans e Trichilia claussenii

3.4.1 — Obtencao dos extratos brutos de folhas e ramos de

Trichilia catigua, Trichilia elegans e Trichilia claussenii

As folhas e ramos de T. catigua, T. claussenii e T. elegans foram
secos em estufa de circulacdo de ar a 40 °C, por aproximadamente 48 horas e
pulverizados em moinho Willey. As folhas e ramos moidos foram extraidos a
temperatura ambiente e em repouso, com solventes em ordem crescente de
polaridade (Hexano, MeOH e MeOH/H,O 1:1) durante 7 dias. Apds a
evaporacao dos solventes foram obtidos os extratos brutos descritos na
TABELA 3.1.
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TABELA 3.1 — Extratos brutos das folhas e ramos de T. catigua, T. claussenii e

T. elegans.
Planta Parte Cédigo Massa do
vegetal / do extrato (g)
massa (g)  Extrato®

T. catigua Folhas/266,2 Tfch 1,2543
Tfcm 11,3211
Tfca 31,2434
Ramos/235,5 Tgch 2,1345
Tgem 13,1222

Tgca
T. claussenii | Folhas/197,7 Tflh 6,0070
Tfim 26,4350
Tfla 19,2451
Ramos/266,6 Tglh 4,2116
Tglm 7,2910

Tgla
T. elegans Folhas/167,1 Tfeh 6,2345
Tfem 19,2123
Tfea 17,0765
Ramos/147,0 Tgeh 1,1232
Tgem 6,3098

Tgea

2h: hexano; m: MeOH e a: MeOH/H,0 1:1.
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3.4.2 — Obtencao dos extratos brutos dos frutos de Trichilia

catigua, Trichilia elegans e Trichilia claussenii

Os frutos de T. claussenii e T. elegans foram secos em estufa de
circulagdo de ar a 40 °C, por aproximadamente 7 dias e moidos em
liquidificador. Os frutos moidos foram extraidos a temperatura ambiente e em
repouso, com solventes em ordem crescente de polaridade (Hexano, MeOH e
MeOH/H,O 1:1) durante 7 dias. Apdés a evaporacdo dos solventes foram

extraidos os extratos brutos descritos na TABELA 3.2.

TABELA 3.2 — Extratos brutos dos frutos de T. claussenii e T. elegans.

Planta Massa (g) Cédigodo Massa do
extrato® extrato (g)

T. claussenii 52,2 Trlh 8,8120
Trim 12,8129
Trla 30,2256

T. elegans 84,0 Treh 6,2459
Trem 7,1249
Trea 8,2509

#h: hexano; m: MeOH e a: MeOH/H,0O 1:1.

Uma parte dos frutos de T. claussenii e os frutos de T. catigua
foram secos em estufa de circulagéo de ar a 40 °C, por aproximadamente 7
dias e entdo foram separados em arilo, sementes e exocarpo e moidos em
liquidificador. Apds a moagem, foi feita a extracdo conforme descrito
anteriormente. A TABELA 3.3 traz os dados da planta, parte do fruto e massa

dos extratos dos frutos.
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TABELA 3.3 — Extratos brutos das sementes, arilo e exocarpo de T. claussenii

e T. catigua.

Planta Parte do Caédigo do Massa do
fruto/massa (g) extrato® extrato (g)

T. catigua Sementes/8,0 Tsch 2,9272

Tscm 2,5374

Tsca 0,8611

Arilo/3,5 Tcsch 0,2306

Tesem 1,6329

Tcsca 2,3869

Exocarpo/3,0 Tcfch 0,1287

Tcfem 2,3324

Tcfca 0,5527

T. claussenii Sementes/50,7 Tslh 10,6939

TsIim 4,1234

Tsla 2,7094

Arilo/10,3 Tcslh 6,2749

Tcslm 1,3322

Tcsla 0,5938

Exocarpo/63,5 Tcflh 12,9863

Tcflm 6,7934

Tcfla 5,0702

?h: hexano; m: MeOH e a: MeOH/H,0 1:1.
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3.5 - Fracionamento dos Extratos Brutos Ativos contra

Spodoptera frugiperda

3.5.1 — Fracionamento de Trem
De acordo com os resultados dos ensaios sobre S. frugiperda
(tem 4.7.2), o extrato Trem foi fracionado através de extracdo liquido-liquido,

de acordo com o procedimento descrito no FLUXOGRAMA 3.1.

EXTRATO
METANOLICO
CONDIGAO 1
Fracao CH,ClI; Fracao MeOH/H;0
CONDIGAO 2
Fragdo MeOH/H,O Fragdo AcOEt
CONDIGAO 3
Fracao n-BuOH Fragcao MeOH/H,0

FLUXOGRAMA 3.1 — Esquema de fracionamento para extratos metandlicos.

CONDICAO 1. Suspensdo H,O/MeOH (3:1). Extragdo com CH.Cl,. Fltragdo e concentragdo do solvente.
CONDIGAO 2. Suspenszo H,0/MeOH (3:1). Extragdo com AcOEt. Filtragdo e concentragdo do solvente.

CONDICAO 3. Suspens&o H,O/MeOH (3:1). Extragdo com n-butanol. Filtragdo e concentragéo do solvente.
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Foram obtidas trés fracbes apds evaporacao dos solventes:
CH.Cl,, AcOEt e n-BuOH, conforme apresentado no FLUXOGRAMA 3.2. As
massas obtidas de cada fragdo também estdo descritas no FLUXOGRAMA 3.2.

Trem
5,0000 g
CONDIQAO 4
Trem1 Trem?2 Trem3
1,4031 g 0,3514 g 3,4517 g

FLUXOGRAMA 3.2 — Fracionamento da fragédo Trem.

CONDICAO 4 — Cromatografia liquido-liquido, utilizando solventes em ordem crescente de polaridade (CH,Cl, AcOEt

e n-BuOH), respectivamente.

As fracdes obtidas do extrato Trem foram coletadas em frascos de 10 mL e

reunidas conforme similaridade (CCDA) frente aos reveladores (vanilina acida,
UV 254 e 365 nm).
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3.5.1.1 — Fracionamento da Fragao Trem1.

A fracdo Trem1 foi fracionada conforme descrito no

FLUXOGRAMA 3.3, levando ao isolamento da cumarina |.

Trem1
1,40¢
CONDI(}AO 5
Trem1a Trem1c Tremie
478,6 mg 63,6 mg 258,3 mg
Trem1b Trem1d Trem1f
9,1 mg 465,4 mg 92,5 mg
CONDICAO 6
Trem1c1 Trem1c3 Trem1ch Trem1c? Trem1c9
0,6 mg 14,1 mg 1,1 mg 1,6 mg 23,8 mg
|
Trem1c2 Trem1ic4 Trem1c6 Trem1c10
9,5m 2,2m 0,9m
g g g Trem1c8 30,8 mg
6,0 mg

FLUXOGRAMA 3.3 — Fracionamento da fracdo Trem1.

CONDICAO 5 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh) desativada com MeOH, ¢ = 17,0cm e h = 19,0 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).

CONDICAO 6 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh) desativada com MeOH, ¢ = 10,0 cm e h = 23,0 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).
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3.5.1.2 - Fracionamento das Fracoes Trem2 e Trem2c.

As fragdes Trem2 e Trem2c foram fracionadas conforme

descrito no FLUXOGRAMA 3.4, levando ao isolamento das cumarinas Il e Ill.

Trem2
0,3514 g
CONDIGAO 7
Trem2a Trem2c Trem2e Trem2g
3,8 mg 219,4 mg 46,9 mg 44,5 mg
Trem2b Trem2d Trem2f
9,4 mg 17,8 mg 174,3 mg
CONDIGAO 8
CONDIGAO 9
Trem2c1 Trem2c2 Trem2c3
10,9 mg 76,2 mg 89,7 mg
|
Trem2d1 Trem2d2 Trem2d3 Trem2d4 Trem2d5
8,2 mg 3,9 mg 5,9 mg 53,2 mg 35,5 mg

FLUXOGRAMA 3.4 — Fracionamento da fragbes Trem2 e Trem2c.

CONDICAO 7 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh) desativada com MeOH, ¢ = 10,0 cm e h = 18,0 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).

CONDICAO 8 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh) desativada com MeOH, ¢ = 9,0 cm e h = 19,0 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).

CONDICAO 9 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh) desativada com MeOH, ¢ = 10,0 cm e h = 15,0 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).

32




Procedimento Experimental

3.5.2 — Fracionamento de Tflh.

De acordo com os resultados dos ensaios sobre S. frugiperda
(Item 4.7.1), o extrato Tflh foi fracionado através de cromatografia liquida sob
vacuo resultando em quatro fragcdes conforme apresentado no FLUXOGRAMA
3.5.

Tfih
6,0000 g
CONDI(;AO 10
Tflh1 Tflh2 Tflh3 Tflh4
86,5 mg 1,5739 g 2,6807 g 0,9229 g

FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento de Tflh.

CONDICAO 10 — CLV em funil de placa sinterizada (¢ = 25,0 cm e h = 14,0 cm) em silica gel 60 (70-230 mesh),

utilizando solventes de ordem crescente de polaridade (Hexano,CH,Cl,, AcOET, MeOH).

As fracbes obtidas do extrato Tflh foram coletadas em frascos de 10 mL e
reunidas conforme similaridade (CCDA) frente aos reveladores (vanilina acida,
UV 254 e 365 nm).

3.5.2.1 — Fracionamento da Fracao Tflh2.
A fragao Tflh2 foi fracionada de acordo com o FLUXOGRAMA 3.6.

FLUXOGRAMA 3.6 — Fracionamento da fragéo Tflh2.

CONDICAO 11 — Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 14,0 cm e h = 119,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH. (isocratico).
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3.5.2.1.1 - Fracionamento da fragao Tflh2a.

O fracionamento da fracdo Tflh2a foi realizado conforme
apresentado no FLUXOGRAMA 3.7 e levou ao isolamento do triterpeno

cicloartano IX.

Tflh2a
59,2 mg
CONDIGAO 12
Tflh2a1 Tflh2a3 Tflh2a5 Tflh2a7
4 mg 8,1 mg 5,1 mg 21,6 mg
Tflh2a2 Tflh2a4 Tflh2a6 Tflh2a8
3,5mg 6,9 mg 9,0 mg 1,9 mg
IX

FLUXOGRAMA 3.7 — Fracionamento da fragéo Tflh2a.

CONDICAO 12 — Cromatografia circular (Chromatotron®). Eluente: Hexano/AcOET (aumento gradativo de polaridade).

3.5.2.1.2 — Fracionamento da fragao Tflh2c.

A fracao Tflh2c foi
FLUXOGRAMA 3.8 e levou ao isolamento dos triterpenos V e VI.

fracionada conforme apresentado no

Tflh2c
227,4 mg
| CONDICAO 13
Tflh2c1 Tflh2c2 Tflh2c3
6,8 mg 180,6 mg 31,3 mg
VeVl

FLUXOGRAMA 3.8 — Fracionamento da fragao Tflh2c.
CONDICAO 13 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 10,0 cm e h = 59,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.
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3.5.2.1.3 — Fracionamento da fragao Tflh2d.

O isolamento dos esterdides Xl, XIlI, Xlll e XIV foi realizado
conforme descrito no FLUXOGRAMA 3.9.

Tflh2d
575,2 mg
CONDIGAO 14
Tflh2d1 Tflh2d2 Tflh2d3 Tflh2d4 Tflh2d5
18,8 mg 40,7 mg 48,6 mg 154,7 mg 276,2 mg
X1, XIllI, Xlll e
XIV

FLUXOGRAMA 3.9 — Fracionamento da fragdo Tflh2d.

CONDICAO 14 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 12,0 cm e h = 26,0 cm. Eluente: Hexano/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).

3.5.2.1.4 — Fracionamento da fracao Tflh2e.

O fracionamento de Tflh2e levou ao isolamento do esterdide Xl e
do sesquiterpeno IV (FLUXOGRAMA 3.10).

Tflh2e
116,1 mg
CONDIGAO 15
Tflh2e1 Tflh2e2 Tflh2e3 Tflh2e4 Tfln2e5
24,6 mg 52,8 mg 9,4 mg 15,1 mg 39,1 mg
Xl Iv

FLUXOGRAMA 3.10 — Fracionamento da fracao Tflh2e.

CONDIGAO 15 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 10,0 cm e h = 24,0 cm. Eluente: Hexano/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).

35



Procedimento Experimental

3.5.2.1.5 - Fracionamento da fragao Tflh4.

A fragcdo Tflh4 foi fracionada (FLUXOGRAMA 3.11) levando a
obtencéao de 4 fracdes.

Tflh4
922,9 mg
CONDIGAO 16
Tflh4a Tflhdb Tflh4c Tflhdd
289,3 mg 489,7 mg 94,0 mg 24,4 mg

FLUXOGRAMA 3.11 — Fracionamento da fragdo Tflh4.

CONDICAO 16 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 14,0 cm e h = 119,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.
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3.5.2.1.5.1 — Fracionamento das fragoées Tflh4dc e Tflh4c5.

O fracionamento da fracdo Tflh4c levou ao isolamento do

triterpeno VII (FLUXOGRAMA 3.18), enquanto que o triterpeno VIII foi obtido
através do fracionamento da fragao Tflh4c5 (FLUXOGRAMA 3.18).

Tflh4c
94,0 mg
CONDIGAO 17
Tflh4c1 Tflh4c2 Tflh4c3 Tflh4c4 Tflh4c5
2,9 mg 1,3 mg 7,8 mg 2,9 mg 87,5 mg
VIl
CONDIGAO 18
Tflh4c5a Tflh4c5b Tflh4c5c
40,8 mg 5,4 mg 4,9 mg
VIl

FLUXOGRAMA 3.12 — Fracionamento das fragdes Tflh4c e Tflh4c5.
CONDICAO 17 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 10,5 cm e h = 30,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).

CONDICAO 18 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 10,0 cm e h = 76,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.
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3.5.3 — Fracionamento de Tfim.

De acordo com os resultados apresentados no item 4.7.1 (p. 129),
o extrato Tflm foi fracionado através de cromatografia liquido-liquido conforme
descrito no item 3.5.1 (FLUXOGRAMA 3.1). No entanto, foram obtidas quatro
fracdes conforme apresentado no FLUXOGRAMA 3.13.

Tfim
26,0000 g
CONDI(;AO 19
Tflm1 Tflm2 Tflm3 Tflm4
23,1044 g 1,3270 g 198,2 mg 557,8 mg

FLUXOGRAMA 3.13 — Fracionamento da fracdo Tflm.

CONDICAO 19 — Cromatografia liquido-liquido, utilizando solventes de ordem crescente de polaridade (hexano,
CH,Cl,, AcOET, n-BuOH).

As fragdes obtidas do extrato Tflm foram coletadas e reunidas conforme

descrito no item 3.5.1.

3.5.3.1 — Fracionamento da Fragao Tfim1.
A fracdo Tfim1 foi fracionada de acordo com o FLUXOGRAMA

3.14 resultando em oito fragdes.

TflmA1
3,2774 g
CONDIGAO 20
Tfim1a Tfim1c Tfim1e Tfim1g
279,1 mg 1,1478 g 99,5 mg 19,8 mg
Tfim1b Tflm1d Tfim1f Tflm1h
1,1737 g 517,7 mg 25,8 mg 92,0 mg

FLUXOGRAMA 3.14 — Fracionamento da fragdo Tflm1.

CONDICAO 20 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 14,0 cm e h = 119,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.
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3.5.3.1.1 — Fracionamento das fragées Tfim1d e Tfim1d2.

As fragdes Tflm1d e Tflm1d2 foram fracionadas de acordo com o
FLUXOGRAMA 3.15 e este fracionamento levou ao isolamento do triterpeno X

e do esterdide glicosilado XV.

Tflm1d
517,7 mg
CONDIGAO 21
Tflim1d1 Tflm1d2 Tflm1d3 Tfim1d4 Tflm1d5
42,9 mg 23,5 mg 174,0 mg 67,1 mg 6,3 mg
CONDIGAO 22

Tfim1d2a Tfim1d2b Tflm1d2c

5,4 mg 13,7 mg 10,0 mg

X XV

FLUXOGRAMA 3.15 — Fracionamento das fragdes Tfim1d e Tfim1d2.

CONDICAO 21 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 10,0 cm e h = 45,0 cm. Eluente: MeOH.

CONDICAO 22 - Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 8,0 cm e h = 56,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.
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3.5.4 - Fracionamento de Treh.

O extrato Treh foi fracionado ja que apresentou atividade frente a
S. frugiperda (item 4.7.1) conforme apresentado no FLUXOGRAMA 3.16,

resultando em quatro fragdes.

Treh
3,29
CONDI(;AO 23
Treh1 Treh2 Treh3 Treh4
0,0200 g 2,8085¢g 0,9741 g 0,2450 g

FLUXOGRAMA 3.16 — Fracionamento de Treh.

CONDIGAO 23 — Coluna em silica gel 60 (230 — 400 mesh) sob vacuo, usando solventes em ordem crescente de
polaridade (Hex, Hex/AcOEt 9:1, AcOEt, MeOH).

Novamente, as fragdes obtidas do extrato Treh foram coletadas e

reunidas conforme descrito no item 3.5.1.
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3.5.4.1 — Fracionamento das Fracoes Treh3 e Treh3c.

Os esteroides (XI, Xll, Xlll e XIV) e as cumarinas (I e Il) foram
novamente isolados apds o fracionamento das fracbes Treh3 e Treh3c
(FLUXOGRAMA 3.17).

Treh3
0,9741 g
CONDIGAO 24
Treh3a Treh3c Treh3e
6,2 mg 150,8 mg 36,6 mg
Treh3b Treh3d Treh3f
11,2 mg 33,4 mg 107,8 mg
CONDIGAO 25
Treh3c1 Treh3c2 Treh3c3 Treh3c4 Treh3c5
2,0 mg 8,0 mg 11,7 mg 12,9 mg 95,7 mg
lell Xl, XII,
Xl e XIV

FLUXOGRAMA 3.17 — Fracionamento das fragcdes Treh3 e Treh3c.

CONDICAO 24 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh), ¢ = 15,0 cm e h = 18,5 cm.

Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).

CONDICAO 25 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh), ¢ =9,0 cme h = 30,5 cm.

Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).
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3.5.4.2 — Fracionamento da Fragao Treh3f.
O fracionamento de Treh3f levou ao isolamento da cumarina lll e do
esteroide glicosilado XV (FLUXOGRAMA 3.18).

Treh3f
107,8 mg
CONDIGAO 26
Treh3f1 Treh3f3 Treh3f5 Treh3f7
3,5 mg 2,3 mg 20,6 mg 26,7 mg
XV
Treh3f2 Treh3f4 Treh3f6
2,7mg 2,8 mg 1,6 mg
il
FLUXOGRAMA 3.18 — Fracionamento da fragdo Treh3f.
CONDIGAO 26 — Coluna em silica gel (70 — 230 mesh), ¢ = 11,0cm e h = 16,5 cm.
Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento gradativo de polaridade).
3.5.5 — Fracionamento de Tcsch.
Tcsch
230,6 mg
CONDIGAO 27
Tesch1 Tcsch3 Tcschb Tcsch7 Tesch10
13,3 mg 2,5mg 9,7 mg 6,6 mg 19,8 mg
Tecsch2 Tecsch4 Tcsch6 Tcsch8 Tesch11
8,3 mg 9,7 mg 6,2 mg 4,7 mg 44 .8 mg
XX
Tcsch9 Tcschi12
16,4 mg 133,3 mg
XIX XV

FLUXOGRAMA 3.19 — Fracionamento de Tcsch.
CONDIGAO 27 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 15,0 cm e h = 23,0 cm. Eluente: Hexano/H,0 (aumento

gradativo de polaridade).
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O fracionamento do extrato Tcsch (FLUXOGRAMA 3.19) levou ao
isolamento do limondide XIX e do esterdide glicosilado XV, ja anteriormente
isolado do extrato Tfim. As fracbes obtidas do extrato Tcsch foram coletadas
em frascos de aproximadamente 10 mL e reunidas conforme similaridade em
CCDA, utilizando vanilina acida e Ultra-violeta (254 e 365 nm) como

reveladores.

3.5.6 — Fracionamento de Tcscm.

O extrato Tcscm foi fracionado através de cromatografia liquido-
liquido conforme descrito no item 3.5.1 (FLUXOGRAMA 3.1). No entanto, foram
obtidas apenas duas fragbes conforme apresentado no FLUXOGRAMA 3.20.

Tecsem
1,3000 g
CONDIGAO 28
Tesem1 Tcsem?2
136,3 mg 982,9 mg

FLUXOGRAMA 3.20 — Fracionamento de Tcscm.
CONDICAO 28 — Cromatografia liquido-liquido em ordem crescente de polaridade (CH,Cl,, MeOH).

As fragbes obtidas do extrato Tcscm foram coletadas e reunidas

conforme descrito no item 3.5.1.
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3.5.6.1 — Fracionamento das Fracoes Tcscm1 e Tcscm1d.

As fragoes Tcscm1 e Tecsem1d foram fracionadas de acordo com

o FLUXOGRAMA 3.21 e levou ao isolamento do limonodide XIX.

Tcsem1
136,3 mg
CONDIGAO 29
Tcscmia Tcscmic Tcscmie Tcsecmig
8,9 mg 3,6 mg 5,1 mg 8,4 mg
Tcscmi1b Tcscmi1d Tcsemf Tcscm1h
6,3 mg 22,6 mg 11,1 mg 53,8 mg
CONDIGAO 30
Tcscmida Tcscm1db Tcscmidc Tcscm1dd
4,4 mg 2,6 mg 1,7 mg 14,5 mg
XIX

FLUXOGRAMA 3.21 — Fracionamento das fragdes Tcscm1 e Tcscm1da.

CONDICAO 29 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 10,0 cm e h = 30,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).

CONDICAO 30 - Coluna em silica para placa preparativa 60-H, ¢ = 10,0 cm e h = 3,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH

(aumento gradativo de polaridade).
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3.5.6.2 — Fracionamento da Fragao Tcscma2.

A fracdo Tcscm2 foi

FLUXOGRAMA 3.22.

Tcscm?2
982,9 mg

fracionada conforme descrito

CONDIGAO 31

Tcscm2a
129,8 mg

Tescm2c
88,0 mg

Tecscm2e
30,0 mg

Tcscm2g
73,5 mg

Tesem2b
138,8 mg

Tecscm2d
108,8 mg

Tecsem2f
40,1 mg

Tecsecm2h
294,5 mg

FLUXOGRAMA 3.22 — Fracionamento da fragcdo Tcscm2.
CONDICAO 31 — Coluna em sephadex LH-20, ¢ = 13,0 cm e h = 100,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH.

no

As fracbes Tcscm2d, Tcscm2e e Tcscm2f apresentaram

espectros de RMN'H iguais, portanto estas fragdes foram reunidas para que

pudessem ser novamente fracionadas.
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3.5.6.2.1 — Fracionamento das fragées Tcscm2d + 2e +2f,

Tcscm2d8 e Tcscm2d8b.

Tecsem2d + 2e + 2f

178,9 mg
CONDI(;AO 32
Tecsecm2d1 Tesecm2d3 Tesecm2d5 Tesecm2d7 Tesecm2d9
16,7 mg 3,5 mg 1,3 mg 34,9 mg 15,4 mg
Tescm2d2 Tescm2d4 Tecscm2d6 Tecscm2d8
3,5 mg 3,0 mg 2,8 mg 76,9 mg
CONDIGAO 33
Tcscm2d8a Tcscm2d8b Tcsem2d8c
CONDIGAO 34
Tecsecm2d8b1 Tcsecm2d8b3 Tecsecm2d8b5 Tecsecm2d8b7
4,0 mg 1,0 mg 1,2 mg 3,7 mg
XVI
Tecsecm2d8b2 Tcscm2d8b4 Tcsecm2d8b6 Tcsecm2d8b8
3,6 mg 3,3 mg 1,5 mg 5,0 mg
XX

FLUXOGRAMA 3.23 — Fracionamento das fragbes Tcscm2d + 2e + 2f;

Tcsecm2d8 e Tescm2d8b.
CONDICAO 32 — Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 15,0 cm e h = 22,0 cm. Eluente: Hexano/MeOH

(aumento gradativo de polaridade).
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CONDICAO 33 — Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 10,0 cm e h = 26,0 cm. Eluente: CH,Cl,/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).

CONDICAO 34 — Cromatografia em placa preparativa, silica 60-H. Eluente: CH,Cl,/MeOH 97,5:2,5. Revelador: UV
254 nm.

Os limondides XVI, XIX e XX foram obtidos conforme

apresentado no FLUXOGRAMA 3.23.

3.5.6.2.2 — Fracionamento da fragao Tcscm2g.

A fragdo Tcscm2g foi fracionada (FLUXOGRAMA 3.24) e levou ao

isolamento dos limondides XVII e XVIII.

Tcscm2g
73,5 mg
CONDIGAO 35
Tcsem2g1 Tecsem2g3 Tcsem2g5
9,8 mg 5,0 mg 30,5 mg
Tecscm2g2 Tcscm2g4 Tcscm2g6
3,6 mg 5,0 mg 27,3 mg

XVIl e XVIiI

FLUXOGRAMA 3.24 — Fracionamento da fragdo Tcscm2g.

CONDICAO 35 - Coluna em silica gel (70-230 mesh), ¢ = 10,5 cm e h = 27,0 cm. Eluente: Hexano/MeOH (aumento

gradativo de polaridade).
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3.6 — ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1 — Ensaios biolégicos com extratos de ramos, folhas,
frutos e sementes de Trichilia spp. no desenvolvimento de

Spodoptera frugiperda

Ensaios biolégicos com os extratos de T. claussenii C. DC., T.
catigua A. Juss e T. elegans A. Juss foram realizados no Laboratério de
Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCar, a 25 £ 1°C, UR de 70 +
5% e fotofase de 12 h. Para realizacdo dos testes, a criagdo de S. frugiperda
(J. E. Smith) foi mantida em laboratério sendo as lagartas alimentadas com
dieta artificial (KASTEN et al.,1978; PARRA,1986) e os adultos com solugéo de
mel a 10%.

Para a realizacdo dos bioensaios, cada extrato foi incorporado a
dieta artificial para S. frugiperda (KASTEN et al., 1978) na propor¢cdo de 100
mg de extrato para 100 g de dieta (1000 mg Kg™"), com o cuidado de adiciona-
lo ao final, quando a dieta estava a temperatura de 50°C. Além das dietas
correspondentes a cada tratamento, foi também preparada uma dieta
testemunha, sem extrato, utilizando o solvente em que foram solubilizados os
extratos. Depois da preparagéo, as dietas foram vertidas em tubos de vidro (8,5
x 2,5 cm), previamente esterilizados, em estufa a 170°C por 1 h e em seguida
tampados com algodao hidréfugo. Apds a colocagao da dieta, os tubos foram
mantidos por 24 h em grades de arame para eliminacdo do excesso de
umidade (goticulas de agua) de suas paredes. A seguir, foi feita a inoculagao
das lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta por
tubo de vidro. As pupas obtidas foram pesadas 1 dia apdés a pupacéao, e
transferidas para copos plasticos de 50 ml de capacidade, onde permaneceram
até a emergéncia dos adultos.

Os parametros avaliados foram duracéo das fases larval e pupal,
peso das pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) ao final de

cada fase.
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3.6.2 — Ensaios biolégicos com triterpendides isolados de
Cedrela fissilis (Meliaceae) no desenvolvimento de Spodopftera

frugiperda

Os triterpendides (FIGURA 4.60) isolados de Cedrela fissilis
foram cedidos pela Dra. Ana Cristina Leite para a realizagdo dos ensaios
biolégicos sobre S. frugiperda. O procedimento para a realizagdo dos
bioensaios foi o mesmo descrito no item 3.6.1, no entanto para as
substancias puras foram utilizadas as seguintes concentragdes 1,0; 10,0;
50,0 e 100,0 mg Kg™'. Os parametros avaliados foram os mesmos descritos

no item 3.6.1.

3.6.3 — Ensaios biolégicos com limondides isolados de
Cipadessa fruticosa (Meliaceae) no desenvolvimento de

Spodoptera frugiperda

Os limondides (FIGURA 4.63) testados foram isolados de
Cipadessa fruticosa e cedidos pela Dra. Ana Cristina Leite para a realizagao
dos ensaios bioldgicos sobre S. frugiperda. O procedimento utilizado para a
realizacdo dos bioensaios foi descrito no item 3.6.1 e as concentragcdes das
substancias no item 3.6.2. Os parametros avaliados foram o0s mesmos

descritos no item 3.6.1.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Substancias isoladas

Cumarinas

Escoporona (I)
Massa:1,6 mg
Procedéncia: Frutos de T.
elegans

Isolamento: p. 31 e 41
Identificag&o: p. 56 - 58

Escopoletina (Il)
Massa: 10,9 mg

H;CO N Procedéncia: Frutos de T.
elegans
Isolamento: p. 32 e 41
HO o) o)

Identificagc&o: p. 59 - 61

Umbeliferona (lll)
Massa: 3,9 mg
N Procedéncia: Frutos de T.
elegans
HO (o) (o) Isolamento: p. 32 e 42
Identificacéo: p. 62 — 63
Atividade biolégica: p. 134

Criptomeridiol (V)
Massa: 9,4 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 35
Identificag&o: p. 64 - 68
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Triterpenos

a-amirina (V) (mistura)
Massa: 6,8 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 34
Identificagéo: p. 69 - 71

P~amirina (VI) (mistura)
Massa: 6,8 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 34
Identificacao: p. 69 - 71

Lupeol (VII)

Massa: 7,8 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 37
Identificagdo: p. 72 - 75

51



Resultados e Discussées

Esterdides

52

Lupenona (VIII)

Massa: 5,4 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 37
Identificacéo: p. 76 - 77

24-metileno-26-
hidroxicicloartan-3-ona
(1X)

Massa: 6,4 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 34
Identificacéo: p. 78 - 84

24-metileno-34,44,22 -
triidroxi-colesterol (X)
Massa: 5,4 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii

Isolamento: p. 39
Identificacdo: p. 85 - 95
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HO

HO

HO

Y
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f-sitosterol (XI)

Massa: 24,6 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii e Frutos de T.
elegans

Isolamento: p. 35 e 41
Identificacdo: p. 96

Estigmasterol (X1
(mistura)

Massa: 276,2 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii e Frutos de T.
elegans

Isolamento: p. 35 e 41
Identificacéo: p. 96

Campesterol (X1II)
(mistura)

Massa: 276,2 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii e Frutos de T.
elegans

Isolamento: p. 35 e 41
Identificacdo: p. 96

Sitostenona (XIV)
(mistura)

Massa: 276,2 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii e Frutos de T.
elegans

Isolamento: p. 35 e 41
Identificacdo: p. 96
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3-p4-0-p-D-glucopiranosil
sitosterol (XV)

Massa: 173,7 mg
Procedéncia: Folhas de T.
claussenii, frutos de T.
elegans e arilo de T.

catigua
"o o Isolamento: p. 39 e 42
HO OH |dentificagéo: p. 97 - 101

Limonodides

Angolensato de metila
(XVI)

Massa: 1,0 mg
Procedéncia: Arilo de T.
catigua

Isolamento: p. 46
Identificagcédo: p. 102 — 108
Atividade biolégica: p. 137

Mistura epimérica de
fotogedunina (XVII e
XVII)

Massa: 3,6 mg
Procedéncia: Arilo de T.
catigua

Isolamento: p. 47
Identificagcédo: p. 109 — 114
Atividade biolégica: p. 138

H-23a: XVII
H-234: XVIII
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Cedrelona (XIX)

Massa: 20,8 mg
Procedéncia: Arilo de T.
catigua

Isolamento: p. 42 e 44
Identificagcédo: p. 115 - 123
Atividade biolégica: p. 138

11 -metoxicedrelona
(XX)

Massa: 6,2 mg
Procedéncia: Arilo de T.
catigua

Isolamento: p. 42 e 46
Identificagéo: p. 124 - 125
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4.2 — Identificagao das Cumarinas

4.2.1 - Identificagao da substancia |

A substancia | foi analisada por CCDA e apresentou
fluorescéncia sob a luz UV (365 nm). A cumarina 6,7 dimetoxicumarina | ou
escaporona teve sua estrutura determinada através de experimento de RMN'H
e CG/EM como também através da comparagcdo com dados da literatura
(ADESOGAN, 1973).

Analisando o espectro de RMN'H de | (FIGURA 4.1), pode-se
observar que a estrutura € uma cumarina devido aos sinais caracteristicos
referentes aos hidrogénios H-4 e H-3 do anel lacténico em 67,63 (1H, d, J =
9,4 Hz) e 6 6,29 (1H, d, J = 9,4 Hz), respectivamente. O espectro também
mostra sinais de 2 metoxilas em 6 3,95 (3H, s) e ¢ 3,92 (3H, s), e sinais de 2
hidrogénios aromaticos em ¢ 6,86 (1H, s) e 6 6,84 (1H, s) (TABELA 4.1). As
cumarinas sempre apresentam oxidagdes em C-7 devido a sua origem
biossintética, o que nos leva a posicionar uma das metoxilas neste carbono.

A multiplicidade observada para os hidrogénios aromaticos
(singletos) exclui a possibilidade de a outra metoxila estar posicionada em C-8,
uma vez que desta forma as multiplicidades dos hidrogénios aromaticos seriam
dubleto e ndo singleto. Restaria posicionar a outra metoxila em C-6 ou C-5,
porém a posicdo C-5 também fica logo descartada devido ao valor de
deslocamento quimico de H-4 (5 7,63).

Em cumarinas que apresentam substituintes oxigenados na
posicao C-5, o H-4 é muito desblindado, com seu sinal aparecendo em torno de

d 8,0 devido ao efeito anisotrépico da ligacdo C-O da posicao 5 (NIELSEN,
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1970). Além disso, muito provavelmente seria observado um acoplamento com
constante pequena (acoplamento meta) de H-6 com H-8 e de H-8 com H-6, o
que levaria estes sinais a serem dubletos e n&o singletos.

O espectro de massas da substancia | (FIGURA 4.2) apresentou
0 pico do ion molecular m/z 206, sendo compativel com a férmula molecular
C11H1004.

TABELA 4.1 - Dados de RMN'H (5, ppm) da escaporona isolada (I) e

comparacgao com a literatura.

H I (exp.)? I(lit.) @
3 6,29 (1H, d, J=9,4) 6,25 (1H, d, J=10,0)
4 7,63 (1H, d, J=9,4) 7,60 (1H, d, J=10,0)
5 6,86 (1H, s) 6,90 (1H, s)
8 6,84 (1H, s) 6,80 (1H, s)
6-OMe 3,95 (3H, s) 3,95
7-OMe 3,92 (3H, s) 3,90

4200 MHz, CDCls.
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FIGURA 4.1 - Espectro de RMN'H (200 MHz, CDCls) da cumarina l.
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FIGURA 4.2 - Espectro de massas da cumarina | (IE-70 eV).
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4.2.2 — Identificagao da substancia Il

Através da analise desta substancia por CCDA, foi observada
uma mancha de coloragao azul sob a luz de UV (365 nm) e nenhuma coloragao
quando revelada em vanilina.

O espectro de RMN'H (FIGURA 4.3) da substancia Il apresentou
sinais caracteristicos de esqueleto cumarinico. Os sinais em 66,27 (1H, d, J =
9,5Hz)e 67,60 (1H, d, J = 9,5 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-4
do esqueleto cumarinico, respectivamente. Os sinais em 66,92 (1H, s) e 66,84
(1H, s) foram associados a hidrogénios aromaticos “para” relacionados. Ainda
foram observados sinais em ¢ 6,13 (1H, sl) e um sinal em 3,96 ¢ (3H, s)
referente a hidrogénios de um grupo metoxila que estaria ligada na posi¢céo C-6
ou C-7. Dessa forma, o sinal em 66,13 (1H, sl) foi atribuido a um hidrogénio de

um grupo hidroxila que estaria substituindo o outro carbono (C-6 ou C-7).

Estes dados possibilitam duas propostas estruturais: a

escopoletina e seu isbmero isoescopoletina.

HO o) o CH30 o) o
escopoletina isoescopoletina

Os dados de RMN'H e *C nao permitem diferencia-las. Para isto
foi necessario fazer uma analise através de espectrometria de massas. A
escopoletina apresenta o pico de m/z 177 com intensidade de
aproximadamente 70 % que é maior do que o da isoescopoletina devido a
estabilizacdo adicional deste fragmento (JANUARIO, 1995). Através do
espectro de massas (FIGURA 4.4) em ESP no modo negativo, foi possivel
identificar a substancia Il como sendo a escopoletina, ja que a intensidade do

pico m/z 176 daltons (M-1) foi maior que 70%.
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Os dados de RMN'H da substancia Il foram atribuidos
comparando-os com dados da literatura (MAFEZOLI, 2001) como mostra a
TABELA 4.2.

TABELA 4.2 - Dados de RMN'H (85, ppm) da escopoletina isolada (Il) e

comparacgao com a literatura.

H Il (exp.)? I (lit.) ®
3 6,27 (1H,d, J=9,5Hz) 6,28 (1H, d, J=9,5 Hz)
4 7,60 (1H,d, J=9,5Hz) 7,61 (1H, d, J=9,5Hz)
5 6,84 (1H, s) 6,84 (1H, s)
8 6,92 (1H, s) 6,91 (1H, s)
6-OCHs 3,96 (3H, s) 3,95 (3H, s)
7-OH 6,13 (3H, s) 6,22 (3H, s)

2200 MHz, CDCl3 , °400 MHz, CDCl;

-7.6264
—7.5791
7.2633
—6.9246
—6.8499
—6.2995
~-6.2519
—6.1294
5.3034
3.9591
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FIGURA 4.4 - Espectro de massas da cumarina ll.

61



Resultados e Discussbées

4.2.3 — Ildentificagao da substancial lll.

Esta substancia foi analisada por CCDA e apresentou apenas
uma mancha azul fluorescente sob a luz de UV (365 nm).

O espectro de RMN'H (FIGURA 4.5) da substancia lll apresentou
sinais caracteristicos de H-3 e H-4 de esqueleto cumarinico: 6 6,26 (1H, d, J =
9,4 Hz) e 6 7,64 (1H, d, J = 9,4 Hz) respectivamente. Os sinais de hidrogénios
aromaticos apareceram em ¢ 7,38 (1H, d, J = 8,4 Hz), 6 6,79 (1H, dd, J=8,4 e
2,1 Hz) e em & 6,83 (1H, d, J = 2,1), tipicos de um anel benzénico 1,2,4-
substituido. A auséncia de sinal caracteristico de metoxila sugeriu um grupo
hidroxila como substituinte no anel aromatico. A analise dos dados discutidos
permitiu propor a estrutura lll, que comparada com dados da literatura
(MULLER, 1994) permitiu identificar esta substancia como sendo a 7-
hidroxicumarina (umbeliferona).

O espectro de massas (FIGURA 4.6) obtido por APCI no modo
positivo, mostrou o pico (M + 1) em m/z 163, confirmando a formula molecular

da umbeliferona (CgHgO3).

TABELA 4.3 - Dados de RMN'H (5, ppm) da umbeliferona isolada (lll) e

comparagao com a literatura.

H Il (exp.) 2 I (lit.) 2

3 6,26 5 (1H, d, J = 9,4 Hz) 6,26 5 (1H, d, J = 9,6 Hz)

4 7,645 (1H, d, J= 9,4 Hz) 7,64 8 (1H, d, J = 9,6 Hz)

5 7,385 (1H, d, J = 8,4 Hz) 7,36 8 (1H, d, J = 8,4 Hz)

6 6,795 (1H,dd, J=84e2,3Hz) 6,77 5(1H, dd, J = 8,4 € 2,0 Hz)
8 6,83 8 (1H, d, J = 2,1 Hz) 6,83 5 (1H, d, J = 2,0 Hz)
3400 MHz, CDCl;

Ion
HO o Yo
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4.3 — Identificagcao do Sesquiterpeno

4.3.1 — Identificagao da substancia VI

O sesquiterpeno (VI), ja foi isolado de T. claussenii (PUPO et al.,
2002). Este sesquiterpeno do tipo eudesmano é conhecido como criptomeridiol
ou proximadiol e ja foi isolado de diversas plantas.

O criptomeridiol (V1) foi caracterizado através de RMN'H e "*C por
comparagao com dados da literatura (NANAYAKKARA et al.,, 1986) e com
aqueles descritos para o modelo isodonsesquitina (Vla) (SHUN-HUA et al.,
1993).

7 Fon

Vla

No espectro de RMN'H (FIGURA 4.7) de VI foram observados
quatro sinais de metilas como singletos em 0,87 (3H), 1,21 (6H) e 1,12 (3H) o.
No espectro de RMN'™C (FIGURA 4.8 e 4.9) foram observados 15 sinais de
carbono, sendo 4 CHs, 6 CH,, 2 CH e 3 quaternarios. Entre os carbonos
quaternarios, 2 apresentam deslocamentos quimicos caracteristicos de
carbonos carbindlicos (72,4 e 73,0 6), sugerindo a presenga de duas hidroxilas
na molécula. A proximidade dos deslocamentos quimicos de duas metilas,

seus valores e multiplicidades, aliada a presenca de sinais de carbonos
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carbindlicos quaternarios, sugerem a presenga de um grupo isopropilico
hidroxilado, comum em algumas classes de sesquiterpenos.
As atribuicbes dos deslocamentos quimicos de VI foram baseadas

em comparacao com a literatura, conforme descrito nas TABELAS 4.4 e 4.5.

TABELA 4.4 — Dados de RMN'H (8, ppm) do criptomeridiol isolado (VI) e
comparagao com a literatura (VI - NANAYAKKARA et al., 1986; Vla - SHUN-
HUA et al., 1993).

H VI (exp.) @ VI(lit.) ° Vla (lit.) °
12 1,21s 1,21s 1,42 s
13 1,21s 1,21s 1,38 s
14 0,87 s 0,86 s 0,92 s
15 1,12 s 1,12 s 1,32 s

4 CDCl3, 400 MHz.

® CDCls, equipamento nao especificado.
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TABELA 4.5 — Dados de RMN'*C do criptomeridiol (VI) em comparacdo com a
literatura (VI - NANAYAKKARA et al., 1986; Vla - SHUN-HUA et al., 1993).

C VI (exp.)? VI (lit.)° Vla (lit.)?
1 40,9 41,0 42,0
2 20,1 20,1 20,9
3 434 43,2 44,3
4 72,4 72,2 71,6
5 54,7 54,5 55,4
6 21,4 21,4 22,5
7 49,9 49,9 45,6
8 22,5 22,7 23,3
9 445 44,6 51,0
10 34,5 34,4 35,0
11 73,0 72,9 72,0
12 26,8 26,5 28,0
13 274 27,5 28,1
14 18,7 18,3 19,3
15 22,6 22,5 23,3

2CDCl3, 100 MHz.
bCDCl3, 90 MHz.
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FIGURA 4.7 — Espectro de RMN'H (400 MHz, CDCl3) do sesquiterpeno VI.
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FIGURA 4.8 — Espectro de RMN™C (100 MHz, CDCls) do sesquiterpeno VI.

67



Resultados e Discussbées

o © © O © < ™~ —AONANW N
(o)) o o «— [(e] om WOT— DL ©O
< ~— N «— (o)) O N —MOuO<t O
N @ oY 9 O® ©ob<¥~ ©
< [} < ™M o NC© ANNT—O o0
i T T T N Por T
| I
' |
I
T

I ! I

I

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||'||||||||||||||||||||||||||||

55 50 45 40 35 30 25 20 15

FIGURA 4.9 — Espectro de RMN™C (DEPT) (100 MHz, CDCls) do
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4.4 - Identificagao dos Triterpenos

4.4.1 — Identificacao das substancias V e VI

Esta fracao foi analisada por CCDA e apresentou uma unica mancha
de coloragao violeta quando revelada em vanilina acida. Apresentou-se na forma
de um solido branco.

No espectro de RMN'H (FIGURA 4.10) da mistura (V + VI) foi
observado um duplo dubleto em 63,22 (2H, dd, J =10,7 e 4,7 Hz) caracteristico de
hidrogénio carbindlico; dois tripletos em 65,18 (1H,t, J=6,9) e 65,12 (1H, t, J =
7,2 Hz) caracteristicos de hidrogénios olefinicos. Os sinais entre 6 1,13-0,79 foram
associados a grupos metilicos de uma mistura de triterpenos. Dessa forma, estes
dados foram comparados com dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994) e
observou-se que os valores de deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos
eram iguais aos da famirina e a-amirina. O sinal do hidrogénio em ¢ 3,22 foi
entdo atribuido aos hidrogénios H-3 dos dois triterpenos. A constante de
acoplamento de 10,7 Hz indicou que H-3 esta em axial e acopla com H-24 com J-
diaxial (REYNOLDS et al., 1986).

O espectro de RMN™C (FIGURA 4.11) apresentou sinais dos

carbonos sp? caracteristicos dos carbonos C-12 e C-13: 5§ 124,4 e 5 139,6 da o

amirina e §121,7 e 5145,2 da -amirina. Os dados de RMN'C foram comparados
com os da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994) e sdo mostrados na TABELA 4.6.

30

a-amirina (V) S~amirina (VI)
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TABELA 4.6 - Dados de RMN *C (8, ppm) (100 MHz, CDCl3) da a-amirina (V) e £
amirina (VI) isoladas e da literatura.

C V (exp.) V (lit.) VI (exp.) VI (lit.)
1 38,8 38,7 38,6 38,7
2 27,3 27,2 27,2 27,3
3 79,0 78,3 79,0 79,0
4 38,8 38,7 38,8 38,8
5 55,2 55,2 55,2 55,3
6 18,3 18,3 18,4 18,5
7 32,9 32,9 32,7 32,8
8 40,0 40,0 39,6 38,8
9 47,7 47,7 47,6 47,7
10 36,9 36,9 37,0 37,6
11 23,5 23,3 23,7 23,6
12 1244 124,3 1217 121,8
13 139,6 139,3 145,2 145,1
14 421 42,0 41,7 41,8
15 26,6 26,6 26,1 26,2
16 28,7 28,7 26,9 27,0
17 32,9 33,7 32,5 32,5
18 59,0 58,9 47,2 47,4
19 39,6 39,6 46,8 46,9
20 39,6 39,6 31,1 31,1
21 31,2 31,2 34,7 34,8
22 41,5 41,5 37,1 37,2
23 28,1 28,1 28,1 28,2
24 15,6 15,6 15,5 15,5
25 15,7 15,6 15,6 15,6
26 16,8 16,8 16,8 16,9
27 23,3 23,3 26,0 26,0
28 28,4 28,1 28,4 28,4
29 17,5 17,4 33,3 33,3
30 21,4 21,3 23,4 23,7
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4.4.2 - Identificagao da substancia VII.

A substancia VIl foi isolada como um sdlido branco. A identificacdo
foi realizada através dos experimentos de RMN 'H, "*C e EM. No espectro de
RMN "H (FIGURA 4.12), foi observada a presenca de seis singletos referentes a
hidrogénios metilicos em 60,75; 60,78; 60,82; 60,94; 50,96 e 61,02. Além de um
outro singleto em ¢ 1,67 caracteristico de hidrogénios de metila ligada a um
carbono insaturado. Neste espectro foi observado ainda um dubleto em 64,69 (d,
J = 2,1 Hz) e um duplo dubleto em 6 4,56 (dd, J = 2,4; 1,3 Hz). As presencgas
destes sinais sugeriram que a substancia VIl era de um triterpeno com esqueleto
lupanico. A presencga de um duplo dubleto em 63,20 (dd, J = 10,0; 5,2 Hz) sugeriu
a presenga de um grupo hidroxila em C-3. A constante de acoplamento para este

sinal sugeriu a configuragao £ para o grupo hidroxila.

29

VII

A analise do espectro de RMN'C (FIGURA 4.13) indicou a presenca
de 30 atomos de carbonos sendo um sinal referente a um carbono carbindlico em
0 78,9 e dois sinais referentes a carbonos olefinicos em 6 150,9 e 6 109,3. Os
valores de RMN "C s&o mostrados na TABELA 4.7 (REYNOLDS et al., 1986).

O espectro de massas (FIGURA 4.14) obtido para a substancia VII
apresentou o pico do ion molecular m/z 426 Daltons, estando de acordo com a
formula molecular C30H500. Apds a analise destes dados pode-se determinar a
substancia VIl como sendo o triterpeno lupeol. Os dados encontrados na literatura

confirmaram a estrutura proposta.
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TABELA 4.7 — Dados de RMN'C (5, ppm) para a substancia (VIl) (CDCls, 200
MHz) comparados com literatura (REYNOLDS et al.; 1986) (CDCl3, 400 MHz).

C VIl (exp.) VII (iit.)
1 38,6 38,7
2 27,3 27,4
3 78,9 78,9
4 38,8 38,8
5 55,2 55,2
6 18,3 18,3
7 34,2 34,2
8 40,8 40,8
9 50,4 50,4
10 37,1 37,1
11 20,1 20,1
12 25,1 25,1
13 38,0 38,0
14 42,8 42,8
15 27,4 27,4
16 35,5 35,5
17 42,9 42,9
18 48,2 48,2
19 47,9 47,9
20 150,9 150,9
21 29,8 29,8
22 39,9 40,0
23 27,9 27,9
24 15,3 15,4
25 16,0 16,1
26 15,9 15,9
27 14,5 14,5
28 17,9 18,0
29 109,3 109,3
30 19,2 19,3
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4.4.3 - Identificagao da substancia Vi

A substancia VIII foi isolada como um sdlido branco e identificada
através dos experimentos de RMN'H e '*C. No espectro de RMN'H (FIGURA
4.15), foram observados seis singletos referente a hidrogénios metilicos em o
0,79; 60,93; 60,95; 61,03; 51,06 e 61,07. Também foi observado um singleto em
0 1,68 caracteristico de hidrogénios de metila ligada a um carbono insaturado.
Ainda neste espectro foram observados um dubleto em 64,69 (d, J = 2,3 Hz) e um
duplo dubleto em 64,57 (dd, J = 2,4, 1,3 Hz). Os dados apresentados sugeriram
que a substancia VIII tratava-se de um triterpeno com esqueleto lupénico, no
entanto no espectro de RMN'H (FIGURA 4.15) nao foi observado o sinal relativo a
um hidrogénio carbindlico H-3 em ¢ 3,20, sugerindo que C-3 era um carbono
carbonilico e que, portanto, o triterpeno VIII era a lupenona. Isto foi confirmado
através do espectro de RMN'™C (FIGURA 4.16), onde a presenga de um sinal em
0 218,3 confirma a existéncia de carbono carbonilico (AMBROZIN, 2004).

VI
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4.4.4 - Identificagao da substancia IX

O espectro de RMN'H de IX (FIGURAS 4.17, 4.18 e 4.19)
apresentou um sistema de acoplamento de spins AB (d, 60,57 e 0,78, J = 4,2 Hz)
referentes aos hidrogénios H-19 do anel ciclo propano. Estes sinais e a presenca
do sinal em §216,7 no espectro de RMN'3C (FIGURA 4.20) indicaram a estrutura
de um cicloartano com uma carbonila em C-3. Esta proposta foi reforcada pela
presenca de sinais tipicos de hidrogénios « carbonilicos no espectro de RMN'H: s
2,30 (ddd, J=14,0; 4,2 e 2,6 Hz, H-2a) e 2,68 (td, J = 13,8 e 6,4 Hz, H-2/).

O espectro de RMN'™C (FIGURA 4.20) apresentou 31 sinais de
carbono, indicando a presenca de um carbono extra para um esqueleto
triterpénico. Neste espectro, foram observados dois sinais tipicos de um grupo
metilénico terminal em 6 152,0 (C-24) e 109,6 (C-31). A presenga deste grupo foi
confirmada pelos sinais no espectro de RMN'H em 54,79 (s/) e 4,86 (dl, J = 1,3
Hz), que apresentaram correlagdo no mapa de correlagdes HSQC (FIGURA 4.21)
com o sinal em & 109,6. Além disso, no espectro de RMN'*C (FIGURA 4.20) foi
observado um sinal de carbono carbindlico em & 65,9 (C-26), que mostrou
correlacdo no mapa de correlagdes HSQC (FIGURA 4.21) com o multipleto em o6
3,50 (H-26, 2H). Estes dados sugerem a presenga de uma cadeia lateral com um

grupo metilénico terminal e uma hidroxila, conforme descrito a seguir:

4,86 dl,, 4,79 sl

A posigdo do grupo metilénico terminal em C-24/C-31 foi
definida através do espectro de COSY 'H-'H 45° (FIGURA 4.22), onde foi

evidenciado o acoplamento dos hidrogénios carbindlicos (H-26) com o hidrogénio
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alilico H-25 (m, 62,34), que por sua vez acopla com os hidrogénios da Me-27 (d, J
= 6,9 Hz). A proposta da cadeia lateral e as demais atribuigdes realizadas para o
triterpeno 24-metileno-26-hidroxicicloartan-3-ona IX foram confirmadas através da

comparagao com os dados da literatura (LEITE 2005, PUPO et al., 1996)
(TABELAS 4.8 € 4.9).

IX
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TABELA 4.8 — Dados de RMN'H (CDCl;, 400 MHz) do triterpeno (IX) em

comparagao com a literatura (PUPO et al., 1996).

H IX (exp.) IX (lit.)

1 1,55; 1,85 m 1,55; 1,85 m

2a 2,30 ddd (14,0; 4,2; 2,6) 2,29 ddd (13,6; 4,4; 2,8)
242/ 2,68 td (13,6; 6,4) 2,68 td (13,6; 6,4)

18 1,0s 0,97 s

19 0,78 d (4,3) 0,76 d (4,4)

19 0,57 d (4,3) 0,55 d (4,4)

20 1,39 m 1,39 m

21 0,92 d (6,5) 0,89 d (6,0)

25 2,34 m 2,34 sext (6,8)

26 3,51 m 3,51 dd (10,8; 6,4)

26 3,49 m 3,49 dd (10,8; 7,2)

27 1,05 d (6,9) 1,02 d (6,8)

28 0,91s 0,88 s

29 1,04 s 1,02 s

30 1,10 s 1,07 s

31 4,86 dl (1,3) 4,86 dl

31 4,79 sl 4,79 sl

Valores de J em Hz, entre parénteses.
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TABELA 4.9 — Dados de RMN™C (CDCl;, 100 MHz) do triterpeno (IX) em
comparagao com a literatura (PUPO et al., 1996).

C IX (exp.) IX (lit.)
1 33,4 33,4
2 37,5 37,5
3 216,7 216,8
4 50,2 50,2
5 48,7 48,7
6 21,5 21,5
7 28,2 28,2
8 47,9 47,9
9 21,0 21,0
10 25,9 25,8
11 26,0 25,9
12 35,5 35,5
13 45,3 45,3
14 48,4 48,4
15 32,8 32,8
16 26,7 26,7
17 52,2 52,5
18 18,1 18,1
19 29,6 29,5
20 36,1 36,1
21 18,3 18,3
22 31,2 31,2
23 34,8 34,8
24 152,0 152,0
25 42,5 42,5
26 65,9 65,8
27 16,4 16,4
28 19,3 19,3
29 22,2 22,2
30 20,8 20,8
31 109,6 109,5
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4.5 — Identificagcao dos Esterdides

4.5.1 — Identificagao da substancia X

O espectro de RMN'H (FIGURAS 4.23 e 4.24) da substancia X
apresentou sinais de esterdide do tipo colestano caracterizadas pela presenca de
cinco metilas na regiao blindada do espectro, sendo um singleto em 60,72 (3H, s),
trés como dubletos em 60,95 (3H, J = 6,7 Hz), 61,04 (3H, J = 6,8 Hz) e 6 1,07
(3H, J = 6,8 Hz) e um singleto em 6 1,19 (3H, s). Outros sinais observados foram
um duplo tripleto em 63,51 (1H, dt, J = 3,0; 12,0 Hz), um duplo duplo dubleto em &
3,72 (1H, ddd, J = 2,0; 4,0 e 12,0 Hz) e um dubleto em 64,08 (1H, d, J = 3,0 Hz).
Outros dois singletos também foram observados, um em 64,83 (1H, s) e o outro
em 64,92 (1H, s) e um dubleto largo em 65,66 (1H, dd, J = 2,0 e 4,0 Hz).

No espectro de RMN™C (FIGURAS 4.25 e 4.26) da substancia X
foram observados 28 sinais, sendo um em ¢ 110,0 referente ao grupo metileno
terminal, os sinais em 6 128,9 e 153,9 da dupla endociclica e um sinal em 6 143,2.
A multiplicidade dos carbonos pode ser determinada por DEPT como cinco sinais

de carbonos metilénicos, nove metilicos e dez metinicos.
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Através do espectro de HSQC (FIGURA 4.27) foi possivel observar a
correlagdo do sinal em 6 4,08 e o carbono em ¢ 77,5, o sinal em ¢ 3,72
correlaciona-se com o sinal do carbono em 6 70,4 e o sinal em ¢ 3,51
correlaciona-se com o sinal do carbono em ¢ 72,8 (FIGURA 4.28). Deste modo,
foram atribuidos os valores de deslocamentos quimicos para os hidrogénios e
carbonos carbindlicos.

A atribuicdo da Me-19 foi possivel ao se observar o sinal em 6 1,19
correlacionando com o sinal do carbono em 621,02 (FIGURAS 4.28) no espectro
de HSQC (FIGURA 4.29). No entanto, somente através do espectro de HSQC
(FIGURA 4.29) ndo é possivel distinguir entre as metilas 18 e 21 ja que os seus
sinais de carbono estdo muito proximos e entre as metilas 26 e 27. Através do
espectro de HMBC (FIGURA 4.30) foi possivel observar que o sinal dos
hidrogénios da Me-21 em 6 0,94 correlaciona-se com o sinal do C-22 em §70,4 a
trés ligagdes. Deste modo, também através do espectro de HMBC (FIGURA 4.30)
foi possivel atribuir o sinal dos hidrogénios da Me-18 em § 0,72 ja que este sinal

se correlaciona com o sinal do C-17 em 53,4 a trés ligacdes.
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FIGURA 4.27 — Mapa de contorno de HSQC (400 MHz, CDCls) do esterdide X.

FIGURA 4.28 — Estrutura do esteréide X e correlagdes observadas no HSQC.
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FIGURA 4.29 — Ampliagdo do mapa de contorno de HSQC (400 MHz, CDCI3) do

esterdide X.

Através do experimento de HMBC (FIGURA 4.31) foram observadas
as correlagdes do sinal do hidrogénio carbindélico H-4 (64,01) com os carbonos C-
2(025,8),C-3(072,8), C-6 (6128,9) e C-10 (6 36,3) e a correlagao a trés ligagdes
do sinal do hidrogénio olefinico H-6 (6 5,66) com o sinal do C-4 (6 77,2).
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FIGURA 4.31 — Mapa de contorno de HMBC (400 MHz, CDCIs) do esteroide X.
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FIGURA 4.32 — Estrutura do esteréide X e correlagdes observadas no HMBC.

Os valores observados normalmente para constantes de
acoplamento entre hidrogénios axial-axial em anel de seis membros estdo entre 8
e 14 Hz, ja para hidrogénios axial-equatorial e equatorial-equatorial sdo de 2 e 3
Hz (SILVERSTEIN, et al., 1994). Como H-3 esta em axial e acopla com H-4 a uma
constante de 4,0 Hz (COSY'H-'H 45° FIGURA 4.33), podemos atribuir a
configuragdo g para o grupo hidroxila ligado ao carbono 4. Estes dados foram
confirmados pelo g-NOE (1d) (FIGURA 4.34), ao se irradiar o sinal em 6 3,51 (H-3)

foi observado incremento no sinal em 64,08 (H-4).
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Estes dados levaram a propor a estrutura para este esteréide como

sendo 24-metileno-343,43,22-triidroxi-colesterol (X). Os dados de RMN'H e
RMN'C estdo nas TABELAS 4.10 e 4.11.

TABELA 4.10 - Dados de RMN'H (CDCls, 400 MHz) do esterdide (X) em

comparagao com a literatura (ROCHA 2005).

H

X (exp.)

X (lit.)

26
27
31a
31b

3,51 (1H, dt, J = 3,0; 12,0 Hz)
4,08 (1H, d, J = 3,0 Hz)
5,66 (1H, dd, J = 2,0; 4,0 Hz)
0,72 (3H, s)

1,16 (3H, s)

0,94 (3H, d, J = 6,8 Hz)
3,76 (1H, ddd, J=2,0; 4,0 €
12,0 Hz)

1,04 (3H, d, J = 6,8 Hz)
1,07 (3H, d, J = 6,8 Hz)
4,83 (1H, s)

4,92 (1H, s)

3,56 (1H, dt, J = 12,0 Hz)
4,01 (1H, d, J = 4,0 Hz)
5,68 (1H, ddd, J = 2,0 e 4,0 Hz)
0,72 (3H, s)

1,18 (3H, s)
0,95 (3H, d, J = 6,8 Hz)
3,76 (1H, ddd, J=2,0; 4,0 €
12,0 Hz)

1,04 (3H, d, J = 6,8 Hz)
1,08 (3H, d, J = 6,8 Hz)
4,82 (1H, s)

4,93 (1H, s)
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TABELA 4.11 — Dados de RMN'™C (CDCl;, 100 MHz) do esterdide (X) em
comparagao com a literatura (ROCHA 2005).

C X (exp.) X (lit.)
1 37,30 36,91
2 25,77 25,38
3 72,84 72,97
4 77,54 77,25
5 143,20 142,81
6 128,96 128,63
7 32,43 32,06
8 32,25 31,86
9 50,62 50,21
10 36,38 36,00
11 20,91 20,53
12 36,29 35,91
13 43,10 42,72
14 56,91 56,52
15 24,75 24,39
16 27,82 27,44
17 53,38 52,97
18 12,21 11,86
19 21,37 21,02
20 40,96 40,52
21 12,81 12,46
22 70,40 69,97
23 40,07 39,67
24 153,91 153,35
25 33,61 33,16
26 22,73 22,59
27 21,96 22,40
31 110,01 109,75
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4.5.2 — Identificagao das substancias Xl, XII, XIll e XIV.

Os fitoesterdides fsitosterol Xl, estigmasterol XIl, campesterol
Xlll e sitostenona XIV foram isolados em mistura, sendo XI o composto
majoritario. Estes fitoesteroides s&o de ocorréncia ampla no reino vegetal. Esta
mistura de esteroides foi analisada através de experimentos de RMN'H, *C e
por CG/EM e os dados obtidos foram concordantes com a literatura (WERLI &
NISHIDA, 1979; SUGA & KONDO, 1974; SAKAKIBARA et al., 1983).
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4.5.3 - Identificagcao da substancia XV

XV

A substancia XV apresentou-se como um solido branco, soluvel
somente em piridina.

A analise dos espectros de RMN'H (FIGURAS 4.35 e 4.36) e
RMN™C (FIGURA 4.37) indicou a presenca da substancia XV 3-4O-3D-
glucopiranosil sitosterol.

Os sinais nas regides de 6 0,65 a 2,50 (RMN1H) e 012,0 a 56,8
(RMN'3C) referentes aos prétons metinicos, metilénicos e metilicos indicam a
existéncia de um esqueleto esteroidal. O dubleto centrado em 64,61 (d, J =
10,5 Hz) (RMN'H) e & 102,5 (RMN'C) correspondente ao hidrogénio do
carbono anomérico, indicando assim a presenga de um monossacarideo &
(provavelmente um glicosideo) (AGRAWAL et al., 1992). Quando associados
aos sinais de multipletos nas regides de 54,03 a 5,11 (RMN'H) e 562,8 a 68,5
(RMN'C). Estes sinais referem-se aos hidrogénios e carbonos carbindlicos
respectivamente.

O espectro de RMN™C (FIGURA 4.37) apresenta sinais em &
122,0 e 140,9 que quando comparados com a literatura, confirmam a aglicona
como sendo o sitosterol (SAKAKIBARA et al., 1983), ligado a p-D-glicose.

Os dados de RMN™C estdo representados nas tabelas 4.12 e
4.13.
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TABELA 4.12 - Dados de RMN'3C da aglicona sitosterol (XV) em comparacéo
com a literatura (SAKAKIBARA et al., 1983).

Aglicona carbono XV (exp.)? XV (lit.)°
1 37,5 37,5
2 30,3 30,2
3 78,5 78,5
4 40,0 40,0
5 140,9 140,9
6 122,0 121,8
7 32,2 32,1
8 32,1 32,1
9 50,3 50,3
10 37,0 36,9
11 21,3 21,3
12 39,3 39,3
13 42,5 42,5
14 56,8 56,9
15 24,5 24,5
16 28,6 28,6
17 56,2 56,3
18 12,0 12,0
19 19,5 19,4
20 36,4 36,4
21 19,0 19,1
22 34,2 34,3
23 26,3 26,5
24 46,0 46,1
25 29,4 29,5
26 19,2 19,2
27 20,0 20,0
28 23,4 23,4
29 12,2 12,2
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TABELA 4.13 - Dados de RMN'*C do grupo glicosil (XV) em comparacdo com
a literatura (SAKAKIBARA et al., 1983).

Glicona XV (exp.) XV (lit.)

carbono
1' 102,6 102,5
2' 75,4 75,3
3' 78,6 78,6
4' 71,7 7,7
5' 78,1 78,4
6' 62,8 62,8
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4.6 — Identificacao dos Limondides

4.6.1 — Identificagao da substancia XVI

O angolensato de metila € um limondide do tipo andirobina, que
apresenta o anel B-seco. Este limondide €& bastante comum na familia
Meliaceae (LEITE, 2005).

O espectro de RMN'H (FIGURAS 4.38 e 4.39) do composto XVI
apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios pertencentes ao anel furano
em o 7,44 (sl), 6,39 (sl) e 7,38 (t), além da presenca de quatro sinais
caracteristicos de metilas em 60,87; 0,95; 1,05; e 1,20.

Ainda se observou a presenga de um singleto em 6 3,72 (3H), o
qual foi atribuido a metoxila. Os sinais em 6 4,91 (1H) e 5,15 (1H) foram
atribuidos aos hidrogénios metilénicos em C-30, que indicaram a presenca de
um limondide com o anel B-seco. O singleto em ¢ 5,67 (1H) foi atribuido ao H-
17, pertencente ao anel D-lactdnico. A presenca do grupo metilénico o-
carboxilico foi constatada pelos dois dubletos em 62,56 (J = 18,0 Hz) e 2,89 (J
= 18,0 Hz) indicando apenas acoplamento geminal, que foram atribuidos aos
hidrogénios H-15.

No espectro de RMN'™C (FIGURA 4.40), o anel furano foi
caracterizado pelos sinais em ¢ 120,8 (C-20); 140,7 (C-21), 109,9 (C-22). A
ligacdo dupla exociclica entre C-8 e C-30 foi caracterizada pelos sinais em &

145,7 (C-8) e 111,65 (C-30). Ainda foi observada a presenca de trés sinais
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caracteristicos de carbonos carbindlicos em 679,5; 77,2 e 80,2, os quais foram
confirmados através do experimento de '*C-PENDANT (FIGURAS 4.41 e 4.42),
e atribuidos respectivamente aos carbonos C-17, C-1 e C-14. O sinal em ¢
170,1 foi atribuido a carboxila da lactona no C-16. E finalmente, o sinal em 6
212,8 foi atribuido a carbonila C-3.

Os dados de RMN'H e *C foram concordantes com aqueles
descritos por KADOTA et al. (1990), que caracterizam esse limondide
anteriormente isolado de Swietenia mahagoni.

As TABELAS 4.14 e 4.15 descrevem os dados de RMN'H e °C

para a substancia XVI.
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TABELA 4.14 — Dados de RMN'H () da substancia XVI em comparagdo com a
literatura (KADOTA et al., 1990).

H XVI (exp.)? XVI (lit.)°
1 3,52dd (J=6,0;3,2) 3,52ddJ= 6,5;4,0)
2 2,52dd (J = 16,0; 4,0) 2,51dd (J= 14,5; 4,0)
2 2,92 dd (J =16,0; 4,0) 2,90 dd (J = 14,5; 6,0)
5 2,88 m 2,88 d (J=10,5)
6 2,24 d (J=16,3) 2,25 d (J = 16,5)
6 261m 2,61dd (J = 15,6;10,5
9 2,18 m 2,17 dd (J=5;1,5)
11 1,58 m 1,57 tt (J =14,5; 5,0)
11 2,20 m 2,20 m
12 1,90 m 1,90 td (J = 14,0; 5,0)
12 1,16 m 1,14 ddd (J = 14; 6; 1,5)
15 2,56 d (J=18,0) 2,58 d (J=18,0)
15 2,89 d(J=18,0) 2,91 d (J=18,0)
17 5,67 s 5,67 s
Me-18 0,87 s 0,84 s
Me-19 0,95 s 0,95 s
21 7,44 sl 7,44 dd (J =1,5; 0,8)
22 6,39 s/ 6,39 dd (J=1,5;0,8)
23 7,38t (J=2,0) 7,38t (J=1,5)
Me-28 1,05 s 1,05 s
Me-29 1,20 s 1,19 s
30 491s 4,90 s
30 515s 515 s
OMe 3,72 s 3,72 s

4CDCl3, 200 MHz; valores de J em Hz, entre parénteses.

® CDCl3, 400 MHz; valores de J em Hz, entre parénteses.
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TABELA 4.15 — Dados de RMN"3C (o) da substancia XVI em comparagao com

a literatura (KADOTA et al., 1990).

C XVI (exp.)? XVI (lit.)P
1 77,2 77,2
2 39,4 39,4
3 212,8 212,6
4 48,0 48,0
5 42,9 42,9
6 32,6 32,5
7 173,8 173,8
8 145,7 145,9
9 49,9 50,5
10 44,0 44,1
11 23,7 23,8
12 29,2 29,3
13 414 415
14 80,2 80,2
15 33,7 33,8
16 170,0 169,9
17 79,5 79,6
18 13,7 13,8
19 21,6 21,7
20 120,8 120,2
21 140,7 141,0
22 109,9 109,8
23 142,7 143,1
28 25,8 26,0
29 21,6 21,5
30 11,5 11,5
OMe 52,0 52,1

3 CDCls, 50 MHz.
®CDCl3, 100 MHz.
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4.6.2 — ldentificagcdo da mistura epimérica de fotogedunina
(Substancias XVII e XVIII)

O espectro de RMN'H dos limondides XVII (FIGURA 4.43)
apresentou cinco sinais de metilas 6 1,06; 1,07; 1,16; 1,22 e 1,25, um sinal de
metila de acetato em ¢ 2,10; dois dubletos com J de 9,4 Hz em 67,15 e 5,90
correspondentes aos H-1 e H-2, respectivamente, no entanto ndo foram
observados os sinais referentes ao anel furano. O espectro apresentou ainda
singletos largos em ¢ 3,52 e 5,55 atribuidos a H-15 e H-17, respectivamente,
caracteristicos de limonodides com anel D lactdénico e epodxido entre C-14 e C-
15; e um singleto largo em 64,54 atribuido ao H-7.

O espectro de RMN'H do limondides XVII (FIGURA 4.44)
apresentou ainda dois singletos largos em 67,33 e 6,22; atribuidos a H-22 e H-
23, respectivamente. Deste modo, o substituinte em C-17 foi caracterizado
como sendo o 23-hidroxi-20(22)-en-y-lactbnico, assim o limondide XVII foi
caracterizado como fotogedunina (CESPEDES et al., 1998). No espectro de
RMN™C (FIGURA 4.36), a presenga do substituinte em C-17 foi definida pelos
sinais em 6 133,3 (C-20), 150,5 (C-22) apresentando-se alargados e com baixa

intensidade em relagcdo aos demais sinais do espectro.

H-23a: XVII
H-234: XVIII
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Através da andlise da ampliacdo do espectro de RMN'™C
(FIGURA 4.45) do limonoide XVII e da comparagdo com dados da literatura
(CESPEDES et al., 1998), sugere-se a presenca do equilibrio entre as duas
formas epiméricas em C-23 do grupo em C-17, ja que o carbono hemiacetalico
em 6 97,3 (C-23) e os carbonos olefinicos em 150,5 (C-22) apresentam-se
duplicados e com baixa intensidade em relacdo aos demais sinais do espectro.
Deste modo, além do XVII temos o XVIII.

As TABELAS 4.16 e 4.17 descrevem os dados de RMN'H e °C

para as substancias XVII e XVIIl.
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TABELA 4.16 — Dados de RMN'H da substancia XVII em comparagdo com a
literatura (CESPEDES et al., 1998).

H XVII (exp.)® XVII (lit.)°

1 7,15 d (9,4) 6,99 d (10,2)

2 5,90 d (9,4) 5,74 d (10,2)

5 219 m 2,01 dd (12,4; 3,0)

6 1,82 m 1,86 m

7 4,54 sl 4,41 dd (2,5; 2,0)

9 242 m 2,45 dd (12,5; 3,0)

11 2,03 m 2,36 m

12 1,52 m 1,55 dd (12,5; 3,0)

15 3,52s 3,37 s

17 555s 542 s
Me-18 1,25 s 1,12 s
Me-19 1,22 s 1,10 s

22 7,35 sl 712 s

23 6,22 sl 6,07 s
Me-28 1,06 s 0,93 s
Me-29 1,07 s 0,94 s
Me-30 1,16 s 1,03 s
OMe 2,10 s 1,97 s

8CDCl3 (com uma gota de MeOD), 400 MHz; valores de J em Hz, entre

parénteses;

®CDCls, 200 MHz (mistura epimérica de fotogedunina).
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TABELA 4.17 — Dados de RMN'C dos limonsides XVII e XVIIl em comparagao
com a literatura (CESPEDES et al., 1998).

C XVIl e XVIIl (exp.)’ _ XVII e XVIII(iit.)?

1 157,2 156,5

2 125,9 125,2

3 203,8 203,1

4 44,1 434

5 46,1 454

6 23,3 22,6

7 73,3 72,5

8 427 42,0

9 39,4 38,7

10 40,2 39,5

11 14,9 14,2

12 254 24,7

13 39,4 38,7

14 69,7 69,0

15 56,8 56,0

16 167,0 166,3

17 76,0 e 76,2 75,3 e 75,6

18 17,1 € 17,2 16,5 ¢ 16,6

19 19,8 19,2

20 133,3 132,1

21 169,8 170,0

22 150,5 e 151,2 151,0 e 150,2

23 97,3 € 97,9 97,5 € 96,9

28 27,2 26,5

29 21,3 20,6

30 18,3 17,7
MeCOO 169,4 169,1
MeCOO 21,1 20,5

4CDCl3 com uma gota de MeOD; 100 MHz;

®CDCls, 50 MHz (mistura epimérica de fotogedunina)
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4.6.3 — Identificagao da substancia XIX

A substancia XIX foi caracterizada como o limondide cedrelona
através de RMN'H e "*C e comparacédo com dados da literatura (LUO et al.,
2000).

XIX

A analise do espectro de RMN'H (FIGURA 4.46) indicou a
presenca de um limonoide. Foram observados cinco singletos a 6 0,75; 1,12;
1,29; 1,50 e 1,58 atribuidos a cinco metilas. Os sinais do anel furano foram
atribuidos como 6 7,36 (t, J = 3,7 Hz) para H-23, 6 7,14 (dt, J = 1,1; 2,5 Hz)
para H-21 e 66,18 (dd, J = 0,7; 1,8 Hz) para H-22 (FIGURA 4.47). Um singleto
a 0 3,80 foi atribuido ao H-15 do grupo epoxido C-14/C-15, um singleto a 66,46
foi atribuido a hidroxila do grupo diosfenol no C-6 e dois sinais a 66,90 (d, J =
9,9 Hz) e 66,10 (d, J = 9,9 Hz) atribuidos aos H-1 e H-2, respectivamente
(FIGURA 4.52) (TABELA 4.18).

Através da analise de RMN'*C (FIGURA 4.48) observaram-se 26
atomos de carbono. Um carbono carbonilico foi caracterizado pelo sinal em &
203,7 atribuido ao C-3, um outro carbono carbonilico foi caracterizado pelo
sinal em o6 197,9 e atribuido ao C-7 (valor de deslocamento quimico
caracteristico de grupamento diosfenol). Os sinais em 6 69,9 e 55,1 foram
atribuidos aos carbonos do epdéxido C-14 e C-15, respectivamente. Os sinais
em ¢ 152,3 e 127,3 foram atribuidos aos carbonos C-1 e C-2, respectivamente
(TABELA 4.19).
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TABELA 4.18 — Dados de RMN'H da substancia XIX em comparagdo com a
literatura (LUO et al., 2000).

H

XIX (exp.)®

XIX (lit)>

o N -~

6,90 (1H, d, J= 9,9 Hz)
6,10 (1H, d, J = 9,9 Hz)
2,66 (2H, dd, J = 9,8; 3,8 Hz)
1,85
2,06 (m)

3,80 (1H, s)
1,93 (dd)
2,29 (dddd)
2,74 (dd, J = 6,4; 10,5 Hz)
0,75 (3H, s)
1,12 (3H, s)

7,14 (1H, dt, J= 1,1; 2,5 Hz)
6,18 (1H, dd, J = 0,7; 1,8 Hz)
7,36(1H, t, J = 3,7 Hz)
1,43 (3H, s)
1,51 (3H, s)
1,22 (3H, s)
6,39 (1H, s)

6,86 (1H, d, J = 9,8 Hz)
6,05 (1H, d, J=9,8 Hz)

3,74 (1H, s)

0,69 (3H, s)
1,06 (3H, s)
7,09 (1H, s)
6,12 (1H, s)
7,31 (1H, t, J = 1,5 Hz)
1,43 (3H, s)
1,51 (3H, s)
1,23 (3H, s)
6,46 (1H, s)

4 CDCl3, 400 MHz.
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TABELA 4.19 — Dados de RMN'C da substancia XIX em comparacdo com a
literatura (LUO et al., 2000).

C XIX (exp.)? XIX (lit)?
1 152,3 152,2
2 127,3 127,2
3 203,6 203,3
4 48,6 48,5
5 133,9 133,9
6 141,2 141,2
7 197,9 197,8
8 46,9 46,8
9 43,2 43,2
10 40,3 40,2
11 19,5 19,4
12 35,2 35,1
13 42,0 41,9
14 69,9 69,7
15 55,1 55,0
16 32,0 31,9
17 41,9 417
18 23,9 238
19 20,2 20,1
20 123,2 123,2
21 139,3 139,3
22 110,7 110,6
23 143,0 142,9
28 26,8 26,7
29 21,2 21,2
30 23,0 22,9

4CDCl3, 50 MHz.
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Analisando o mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.49), foi
possivel a confirmagao de alguns hidrogénios. O sinal em ¢ 2,66 (dd) que foi
atribuido ao H-9 correlaciona-se com o sinal em ¢43,2 (C-9); o sinal em 6 2,06
(H-12; m) correlaciona-se com o sinal em ¢ 35,2 (C-12); o sinal em 6 2,29 (H-
16; dddd) correlaciona-se com o sinal em 6 32,0 (C-16) e o sinal em 62,74 (dd)
(H-17) com o sinal em §41,9 (C-17) (FIGURA 4.50).

Através do mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.51), foram
confirmados os sinais para os hidrogénios H-1 e H-2 ja que se observou uma
correlagao entre o dubleto em 66,90 (H-1) e o sinal em 6 152,3 (C-1) e uma
correlagdo entre o dubleto em 6 6,10 (H-2) e o sinal em 6 127,3 (C-2). Além
destas correlagdes, observaram-se uma entre o singleto em 67,14 (H-21) com
o sinal em 6139,3 (C-21); entre o duplo dubleto em 66,18 (H-22) e o sinalem ¢
110,7 (C-22) e finalmente entre o tripleto em 67,36 (H-23) e o sinal em 6 143,0
(C-23).

As metilas foram confirmadas através da analise do mapa de
correlagcbes HSQC (FIGURA 4.50) ja que o sinal em ¢ 0,75 (H-18) se
correlaciona com o sinal em ¢ 23,9 (Me-18), o sinal em ¢ 1,12 (H-19) se
correlaciona com o sinal em ¢ 20,2 (Me-19) e o sinal em 6 1,29 (H-30) se
correlaciona com o sinal em ¢ 23,0 (Me-30) (FIGURA 4.51). Os sinais para as
metilas 28 e 29 sé foram confirmados através da andlise do mapa de
correlagdes HMBC (FIGURAS 4.52 e 4.53). Observou-se que o sinal em 61,50
(H-28) se correlaciona a trés ligagbes com o sinal em ¢ 21,2 (Me-29) e o sinal
em 6 1,58 (H-29) se correlaciona a trés ligagdes com o sinal em 26,8 (Me-28)
e ambos se correlacionam com o sinal em 6 48,6 (C-4) a duas ligagbes
(FIGURA 4.54).

Ao analisar o espectro de COSY 'H-'H 45° (FIGURA 4.55)
observou-se que o sinal em ¢ 2,74 que foi atribuido ao H-17 acopla com o sinal
em ¢ 1,93 (H-16a), o qual acopla com o sinal em ¢ 2,29 (H-16b). Além disso foi
possivel confirmar o sinal do H-11 (6 1,85, m) que acopla com o sinal em 62,63
atribuido ao H-9.
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FIGURA 4.50 — Ampliagdo do mapa de correlagbes HSQC (400 MHz, CDCIs)

do limondide XIX.
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FIGURA 4.51 — Ampliagdo do mapa de correlagbes HSQC (400 MHz, CDCIs)

do limondide XIX.
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FIGURA 4.52 — Mapa de correlagbes HMBC (400 MHz, CDCIs) do limondide
XIX.
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FIGURA 4.54 — Espectro de COSY 'H-"H 45° (400 MHz, CDCls) do limonodide
XIX.
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4.6.4 — Identificagao da substancia XX

A substancia XX foi caracterizada como o limondide 11-4

metoxicedrelona através de RMN'H e comparagdo com dados da literatura.

A andlise do espectro de RMN'H (FIGURA 4.55) indicou a
presenga de um limonoide. Foram observados cinco singletos a 6 0,75; 1,12;
1,25; 1,29 e 1,50 atribuidos a cinco metilas. Os sinais do anel furano foram
atribuidos como 67,36 (t, J = 3,0 Hz) para H-23, 67,15 (sl) para H-21 e 66,18
(d) para H-22. Um singleto a ¢ 3,80 foi atribuido ao H-15 do grupo epdxido C-
14/C-15, um singleto a 66,45 foi atribuido a hidroxila do grupo diosfenol no C-6
e dois sinais a 06,88 (d, J=10,0 Hz) e 66,08 (d, J = 10,0 Hz) atribuidos aos H-
1 e H-2, respectivamente (FIGURA 4.56). No entanto, foi observado para este
limondide um sinal em 6 3,49 que foi atribuido a uma metoxila no C-11
(FIGURA 4.56).
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4.7 - RESULTADOS DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

4.7.1 — Efeito dos extratos de ramos e folhas no desenvolvimento

de Spodoptera frugiperda

Todos os tratamentos causaram alongamento da fase larval em
relacdo ao controle (15,7 dias), com excec¢ao dos extratos hexanicos de folhas e
ramos de T. claussenii (TABELA 4.20). As lagartas alimentadas com a dieta artificial
tratada com o extrato metandlico de ramos de T. catigua foram as que apresentaram
o alongamento mais significativo da fase larval (6,4 dias) em relacédo ao controle
(15,7 dias) (TABELA 4.20). Os extratos hexanico de folhas de T. catigua, metandlico
e hidrometanolico de ramos de T. claussenii, hexanico de folhas e hidrometandlico
de ramos de T. elegans apresentaram alongamento da fase larval de 4,0; 2,3; 2,2;
3,3 e 3,2 dias, respectivamente, em relagdo ao valor constatado no controle (15,7
dias) (TABELA 4.20), portanto, verificou-se inibigdo do crescimento. O alongamento
da fase larval foi verificado para o extrato aquoso do caule de T. claussenii
(RODRIGUEZ & VENDRAMIM 1997), o que se assemelha aos resultados obtidos
por XIE et al. (1994). BOGORNI & VENDRAMIM (2005) averiguaram que nao houve
alongamento da fase larval para os extratos aquosos de T. claussenii, T. catigua e T.
elegans quando aplicados sobre a folha de milho utilizada como alimento para as
larvas.

A maior duracédo da fase larval em campo deixara o inseto por mais
tempo propenso ao ataque de parasitdides, predadores e entomopatdgenos,
provocando ainda maior competi¢cao pelo alimento. Os adultos que emergem desses
individuos terdo assincronia com a populacdo normal e, consequentemente, a
cépula sera dificultada ou quando existir tendera a consangulinidade pelo
acasalamento de individuos da mesma geracdo (RODRIGUEZ & VENDRAMIM
1996). Também sera diminuido o numero de geragdes do inseto no ciclo agricola,
como foi assinalado por TANZUBIL & McCAFFERY (1990). A inibicdo do
desenvolvimento de S. frugiperda devido a utilizacdo do extrato cloroférmico de
folnas de M. azedarach em dieta artificial mostrou alongamento da fase larval
(McMILLIAN et al. 1969). A utilizagcdo do extrato hexanico de sementes de Carapa

procera, também apresentou inibicdo da alimentacdo de lagartas, quando os
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extratos foram aplicados sobre discos de feijoeiro, em testes de dupla escolha
(MIKOLAJCZAK et al. 1988).

A duragcao de fase pupal variou entre 8,5 e 10,7 dias, sendo que
somente o extrato metandlico de ramos de T. elegans apresentou periodo de pupa
superior ao controle. Todos os demais extratos testados apresentaram diminuigao
da fase pupal e o extrato metandlico das folhas de T. claussenii apresentou o menor
periodo de pupa de 8,5 dias em relagdo a 10,5 dias do controle (TABELA 4.20).
Estes resultados concordam com os resultados obtidos para os extratos aquosos de
T. claussenii e T. catigua incorporados & dieta artificial obtidos por RODRIGUEZ &
VENDRAMIM (1996, 1997), pois nao foi constatado nenhum efeito dos extratos
sobre a duragao da fase pupal de S. frugiperda. BOGORNI & VENDRAMIM (2005)
nao verificaram nenhum efeito na duracdo da fase pupal quando extratos destas
espécies de Trichilia foram aplicadas em folhas de milho.

O maior efeito sobre o peso das pupas foi constatado para o extrato
metanolico de folhas de T. claussenii (237,0 mg) quando comparado ao controle
(283,7 mg). Contudo, estes dados sao diferentes dos apresentados por BOGORNI &
VENDRAMIM (2005), em que esta espécie ndo causou nenhum efeito sobre o peso
de pupas. RODRIGUEZ & VENDRAMIM (1997) e BOGORNI & VENDRAMIM (2005)
verificaram que os extratos aquosos de folhas, ramos e caules de T. claussenii néo
apresentaram alteragéo no peso pupal.

Além desse tratamento, os extratos hexanicos de folhas e ramos de T.
elegans e o extrato metandlico de ramos de T. catigua também causaram diminuigao
do peso pupal (243,1; 239,4 e 247,8 mg, respectivamente) em relagdo do controle
(283,7 mg) (TABELA 4.20). RODRIGUEZ & VENDRAMIM (1996), verificaram que o
extrato aquoso de ramos de T. catigua reduziu o peso de pupas. No entanto,
BOGORNI & VENDRAMIM (2005) verificaram que os extratos de folhas e ramos
desta espécie ndo alteraram o peso de pupas quando aplicados na folha de milho. A
reducdo do peso pupal apresentada para os extratos hexanicos de folhas e ramos
de T. elegans esta de acordo com os dados apresentados por RODRIGUEZ &
VENDRAMIM (1996), em que o extrato aquoso de folhas reduziu o peso pupal.

A inibicdo da alimentagdo provocada por extratos vegetais pode
interferir no peso pupal. Se o peso é menor que o do controle, sugere-se que a
planta provoca diminuicdo no consumo e utilizagdo do alimento. Como consequéncia

pupas de menor peso dardo origem a adultos pequenos, e possivelmente havera
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problemas na copula destes individuos com individuos normais e as fémeas serao
menos fecundas (RODRIGUEZ & VENDRAMIM 1996).

O alongamento da fase larval e a redugcdo do peso pupal como
ocorreram com os extratos metandlico de ramos de T. catigua, metandlico e
hidrometandlico de ramos de T. claussenii e hexanico de folhas de T. elegans
indicam que, além de inibir o crescimento larval, é possivel que também tenha
ocorrido inibigdo na alimentacdo ou menor eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (TANZUBIL & McCAFFERY 1990).

O prolongamento da fase larval devido ao crescimento lento do inseto
(inibicdo do crescimento), sem diminuir o peso de pupa, como ocorreu com o extrato
hidrometandlico de ramos de T. elegans, possivelmente foi provocado pela
ocorréncia de doses baixas de substancias téxicas, pois segundo TANZUBIL &
McCAFFERY (1990), estas doses inibem o crescimento, mas nao inibem a
alimentagao.

Os extratos hexanico e metandlico de folhas e o hexénico de ramos de
T. claussenii ocasionaram uma alta mortalidade larval de 80,0; 70,0 e 60,0 %,
respectivamente (TABELA 4.21). As espécies T. catigua e T. elegans nao
provocaram efeito na sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda (TABELA 4.21). A
auséncia de atividade dos extratos aquosos de folhas e ramos de T. elegans sobre a
praga ja havia sido constatada por RODRIGUEZ & VENDRAMIM (1996), quando os
referidos extratos foram adicionados a dieta artificial e oferecidos as lagartas. Estes
dados foram reforgados por BOGORNI & VENDRAMIM (2005), em que novamente
nao se observou nenhum tipo de atividade inseticida dos extratos aquosos de folhas
e ramos de T. elegans sobre a lagarta do cartucho-do-milho, quando aplicados sobre
a folha de milho. No entanto, foram observadas taxas significativas de mortalidade
larval para o extrato de ramos de T. claussenii e de folhas de T. catigua (BOGORNI
& VENDRAMIM 2005). Os efeitos causados por T. claussenii podem estar
associados a um ou mais compostos orgéanicos ja isolados e identificados em
caules, folhas e frutos (PUPO, et al., 1996, 1997, 1998 e 2002), contudo, as
atividades inseticidas destes compostos ainda nao foram avaliadas.

No entanto ao fracionarmos o extrato hexénico de folhas de T.
claussenii, foram isolados os esteroides (XI, XIll, Xlll e XIV) e os triterpendides (V, VI,
VIl e VIII) bastante comuns na natureza, além do triterpeno do tipo cicloartano (IX) e

do sesquiterpeno criptomeridiol (IV) ambos ja isolados de T. claussenii (PUPO et al.,
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1998). Apesar da alta atividade inseticida obtida para este extrato ndo ha na
literatura relatos de atividade inseticida para os compostos isolados. Do extrato
metandlico de folhas de T. claussenii foram isolados somente os esterdides (X e
XV). Desta forma, ou estes esterdides estdo relacionados com a atividade deste
extrato, ou as substancias responsaveis por esta atividade ainda nao foram isoladas.

Nao foram constatados efeitos dos extratos organicos de folhas e
ramos de T. catigua, T. elegans e T. claussenii sobre a mortalidade pupal (TABELA
4.21).

Com base nos resultados obtidos conclui-se que dentre as trés
espécies de Trichilia testadas, os extratos hexanico e metandlico de folhas e o
hexanico de ramos de T. claussenii sS40 0S mais promissores para uso no controle
de S. frugiperda. E importante salientar que as substancias isoladas dos extratos
organicos (PUPO et al. 1996, 1997, 1998 e 2002) podem ser diferentes das
encontradas nos extratos aquosos (RODRIGUEZ & VENDRAMIM, 1996 e 1997;
BOGORNI & VENDRAMIM, 2003 e 2005). As altas taxas de mortalidade provocadas
por estes extratos devem estar relacionadas as substancias que ainda nao foram

avaliadas e que deverao ser alvo de futuros estudos.
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TABELA 4.20. Médias da duragao das fases larval e pupal, peso pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos orgénicos, a 1000 mg
kg'1, de ramos e folhas de Trichilia spp. Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12

h.

Tratamento Duragao (dias) (+ EP) Peso Pupal

Fase Larval Fase Pupal  (Mg) (+ EP)
Controle 157+1,05 10,5+1,09 2837 + 22,32
Hexanico 19,7+2,84 10,1+1,03  267,1+ 36,89
Folhas  Metanolico 16,7+1,71  10,3+0,98  267,0 + 33,03
§ Hidrometandlico 18,1 + 2,00 10,5+ 1,24 255,9 + 26,42
E’. Hexanico 16,8 +2,08 10,3+1,27 2495+ 31,82
Ramos Metandlico 22,1 +5,64 9,8 +1,90 247.,8 + 44,61
Hidrometandlico 19,4 +3,84 10,4+1,04  252,0 + 56,46
Controle 157+1,05 10,5+1,09 2837 + 22,32
Hexanico 150+ 1,00 9,5+0,55 297,5 + 6,02
Folhas  Metanslico 177+477 85+055  237,0+ 2654
Hidrometandlico 16,7 + 2,82 10,2 + 1,41 267,9 + 36,71
g Hexanico 147+0,87 95+052  271,0+27,00
% Ramos  Metanolico 18,0+3,18 10,4+1,05 2557 + 34,69
E. Hidrometandlico 17,9+1,41  9,9+1,02  254,8 +29,82
Controle 157+1,05 10,5+1,09 2837 + 22,32
Hexanico 19,0+3,30 10,4+0,89 2431 +28,37
Folhas Metanslico 172+167 99+100  252,3+46,54
Hidrometandlico 17,5+244 97+1,33 2491 + 30,53
" Hexanico 17,7+2,57 10,0+1,56 2394 + 49,55
?.;, Ramos  Metandlico 18,1+567 10,7+128 2499+ 32,30
E’. Hidrometandlico 18,9 + 5,54 10,4+ 1,12 2552+ 38,78
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TABELA 4.21. Mortalidade das fases larval e pupal de S. frugiperda alimentada com

dieta artificial tratada com extratos organicos, a 1000 mg kg™, de ramos e folhas de

Trichilia spp. Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tratamento Mortalidade (%) (+ EP)
Fase Larval Fase Pupal
Controle 6,7 +4,22 3,3+3,33
Hexanico 36,7 + 8,03 16,7 = 8,03
Folhas Metandlico 23,3+10,85 10,0 + 4,47
Hidrometandlico 13,3 +4,22 23,3+9,54
T. catigua
Hexanico 33,3+6,67 23,3+9,54
Ramos Metandlico 20,0 £ 10,33 3,33 £ 3,33
Hidrometandlico 6,7 £4,22 10,0 £ 4,47
Controle 6,7 +4,22 3,3+ 3,33
Hexanico 80,0 + 6,67 0
Folhas .
Metandlico 70,0 + 4,47 10,0 £ 4,47
T.
.. Hidrometandlico 3,33+3,33 13,3 £ 6,67
claussenii
Hexanico 60,0 + 3,33 0
Ramos Metandlico 16,7 + 6,14 10,0 + 4,47
Hidrometandlico 30,0 £ 4,47 10,0 + 6,83
Controle 6,7 +4,22 3,3+ 3,33
Hexanico 36,7 £+ 6,15 10,0 £ 6,83
Folhas .
Metandlico 36,7 £+ 9,54 3,33+ 3,33
T. elegans
Hidrometandlico 33,3 +4,22 3,33 £ 3,33
Hexanico 10,0 + 4,47 3,33+ 3,33
Ramos Metanolico 16,7 + 6,15 13,3+ 6,67
Hidrometandlico 16,7 £ 6,15 6,7 £ 6,67
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4.7.2 - Efeito dos extratos de frutos e sementes no

desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Um prolongamento da fase larval foi observado para insetos tratados
com os extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico de sementes de T. catigua
de 7,6; 8,6 e 11,2 dias, respectivamente, quando comparados com o controle (17,6
dias) (TABELA 4.22). Estes mesmos extratos demonstraram uma significante
reducao no peso pupal de 85,8; 90,5 e 108,5 mg, respectivamente, em comparagao
com o controle (283,7 mg) (TABELA 4.22). O extrato hidrometandlico do arilo de T.
catigua também mostrou prolongamento da fase larval (5,0 dias) seguida de redug¢ao
no peso pupal (67,7 mg) (TABELA 4.22), comparado com o controle (17,6 dias e
283,7 mg).

Os extratos hidrometandlico de sementes, hexénico de frutos e
hexanico do exocarpo de T. claussenii quando incorporados a dieta artificial
mostraram uma prolongacgao da fase larval de 3,1; 3,2 e 2,5 dias, respectivamente,
comparados com o controle (17,6 dias), seguido por redu¢ao no peso pupal de 31,6;
54,2 e 43,4 mg, respectivamente, quando comparados com o controle (283,7 mg)
(TABELA 4.22).

Lagartas alimentadas com dieta artificial tratada com extrato
hidrometandlico de frutos de T. elegans demonstraram prolongamento da fase larval
(9,5 dias), seguido por redug¢ao do peso pupal (117,0 mg) comparado com o controle
(14,5 dias e 274,0 mg, respectivamente) (TABELA 4.22).

A duragcdo da fase pupal variou de 9,7 a 11,2 dias (dados nao
mostrados). As lagartas alimentadas com dieta artificial tratada com extratos de T.
catigua, T. claussenii e T. elegans nao mostraram variagdes significativas quando
comparadas com o controle (10,2 dias).

Os extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico de sementes de T.
catigua provocaram mortalidades larvais moderadas (= 50,0 %) (TABELA 4.23). No
entanto, larvas alimentadas com dieta artificial tratada com extrato metandlico dos
frutos de T. claussenii apresentaram alta mortalidade (90,0 %). A mais alta taxa de
mortalidade larval (100,0 %) foi produzida com os extratos hexanico e metandlico de
frutos de T. elegans (TABELA 4.23). Consequentemente, experimentos utilizando os
extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico de frutos de T. elegans foram

realizados.
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O “screening” inicial dos extratos organicos de sementes e frutos das
trés espécies de Trichilia mostrou que todas as espécies possuem alguma
bioatividade sobre S. frugiperda a 1000 mg kg' quando incorporados a dieta
artificial. T. elegans apresentou a mais alta atividade e T. catigua a mais baixa. Para
os extratos hexanico e metandlico de frutos de T. elegans foi observada
incapacidade das larvas para empuparem. A formagao de anéis nas lagartas pode
estar relacionada com variagbes hormonais nos insetos afetados. As lagartas n&o
conseguiram fazer a muda. Os mesmos resultados foram obtidos para larvas
tratadas com azadiractina, além disso, azadiractina tem se mostrado capaz de
interferir com a ecdise (TANZUBIL & McCAFFERY, 1990). Varios limondides foram
isolados dos frutos de T. elegans (GARCEZ et al., 1996, 1997, 2000), mas suas
atividades ainda nao foram determinadas.

O extrato metandlico de frutos de T. claussenii apresentou a mais alta
atividade inseticida (90,0 % de mortalidade). As larvas alimentadas com dieta
artificial tratada com este extrato morreram antes de empuparem ou produziram
intermediarios lagarta-pupa. As poucas pupas levaram a adultos com as asas
curvas, frisadas e, conseqlentemente, incapazes de embarcar em v6os migratérios.
Esta mesma atividade foi observada para derivados do nim sobre S. exempta
Walker (TANZUBIL & McCAFFERY, 1990). Deste modo, o extrato metanodlico de
frutos de T. claussenii apresentou habilidade para interromper o ciclo de vida de S.
frugiperda. Os efeitos causados pelo extrato metandlico de T. claussenii pode estar
associado com varios compostos isolados dos frutos (PUPO et al., 1998).

Ha dificuldades para compararmos estas atividades com outros
extratos e compostos, ja que sao utilizadas diferentes técnicas de bioensaios e
espécies testadas. MIKOLAJCZAK & REED (1987) descreveu a alta atividade
inseticida dos extratos etandlicos de T. connaroides, T. prieureana e T. roka em
teste de ndo escolha, a 1 % (p/v) sobre S. frugiperda. RODRIGUEZ & VENDRAMIM
(1996, 1997) mostraram que os extratos aquosos de galhos e ramos de T. pallida
produziram 99 - 100 % de mortalidade em S. frugiperda, enquanto galhos de T.
catigua produziram inibigdo de alimentagao no estagio larval. Folhas de T. catigua e
T. claussenii apresentaram mortalidade proxima a 30 %. Galhos de T. elegans e T.
claussenii ndo apresentaram atividade tdxica sobre S. frugiperda a 5 % (p/v). Entre

as seis espécies de Trichilia coletadas na Costa Rica, o extrato metandlico dos
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ramos de T. americana foi o mais ativo, com um ECsy de 17,2 ppm (WEELER et al.,
2001a).

Quando extratos brutos de T. catigua, T. claussenii e T. elegans foram
incorporados a dieta artificial para alimentar S. frugiperda varios efeitos foram
notados. O primeiro efeito foi na duragao da fase larval. A TABELA 4.22 mostra que
houve uma prolongacdo da fase larval para larvas tratadas com os extratos
hexanico, metandlico e hidrometandlico de sementes e hidrometandlico do exocarpo
de T. catigua, hidrometandlico de sementes, hexanico de frutos e hexanico do arilo
de T. claussenii e hidrometandlico de frutos de T. elegans. Estes dados sugerem
que estes extratos agiram como inibidores de crescimento larval. Os mesmos
extratos apresentaram redug&o no peso pupal, sugerindo atividade antialimentar. No
entanto, entre estes extratos o mais ativo foi o extrato hidrometandlico de frutos de
T. elegans. Como consequéncia, os insetos tornam-se mais vulneraveis a agao de
entomopatdgenos, agentes entomofagos e variagbes ambientais (TANZUBIL &
MCCAFFERY, 1990). Adultos emergidos de pupas de baixo peso podem ser mais
debilitados e terdo menor capacidade de competicdo para atividades vitais que
individuos oriundos de pupas maiores (BATISTA-PEREIRA et al., 2002).

Os extratos hexanico e metandlico de frutos de T. elegans
apresentaram mortalidade similar ao extrato aquoso das sementes de Azadirachta
indica sobre larvas de S. exempta (TANZUBIL & McCAFFERY, 1990),
demonstrando ser um poderoso inseticida.

Ao se fracionar o extrato metandlico de frutos de T. elegans foram
isoladas somente as cumarinas (I, Il e lll), do extrato hexanico foram isoladas as
mesmas cumarinas (I, Il e lll) e os esterdides (XI, Xll, XIlIl e XIV). Ha na literatura
relatos de atividade antialimentar de furanocumarinas sobre S. exigua (BERDEGUE
etal. 1997) e S. litura (YAJIMA et al., 1979).

YAJIMA et al. (1979) testaram diversas cumarinas frente S. litura, em
que lagartas de 3° instar foram utilizadas em teste de escolha para se determinar a
atividade antialimentar. Dentre as cumarinas foram testadas 5-metoxi-7-hidroxi-
cumarina (XXIIl), 5-metoxi-7-acetoxi-cumarina (XXIV), umbeliferona (lll) e cumarina
(XXV) (FIGURA 4.57). Somente a umbeliferona (lll) apresentou resultados
interessantes de atividade antialimentar, 45 % e 77 % a uma concentracéo de 1000
e 100 ppm, respectivamente. No entanto, estes resultados se mostraram pouco

atraentes quando comparados com dados apresentados para as furanocumarinas.
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FIGURA 4.57 — Cumarinas testadas frente a S. litura.
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Deste modo, acredita-se que as substancias responsaveis pela

atividade inseticida destes extratos ndo foram isoladas.
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TABELA 4.22 Médias da duragcao da fase larval e peso pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos organicos, a 1000 mg kg™, de

frutos e sementes de Trichilia spp. Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tratamento Duragao da fase Peso pupal

larval (dias)(+EP) (mg)(£EP)
T. catigua Sementes Hexanico 25,2 +2,65 197,9 £ 37,55
Metandlico 26,2 + 3,27 193,2 + 36,24
Hidrometanolico 28,8 £ 4,49 175,2 + 46,14
Arilo Metandlico 18,6 £ 1,01 265,3 + 28,85
Hidrometandlico 19,1 £ 1,41 272,2 +19,72
Exocarpo Hexanico 19,4+ 2,08 278,5 + 33,08
Metandlico 20,5+4,78 276,2 + 44,81
Hidrometanolico 226 +2,79 216,0 + 41,40
Controle 17,6 £ 0,87 283,7 + 22,32
T. claussenii  Sementes Hexanico 20,3+ 1,93 266,2 + 30,50
Metandlico 21,8 £2,91 254,1+ 28,28
Hidrometandlico 20,7 + 2,56 230,3 + 60,95
Arilo Hexanico 19,0 + 1,45 267,1 £+ 45,19
Metandlico 18,6 £ 1,33 266,0 + 30,75
Hidrometandlico 20,0 £ 2,96 275,8 + 26,14
Controle 17,6 + 0,87 283,7 + 22,32
Frutos Hexanico 20,8 + 2,50 229,5 + 28,46
Hidrometandlico 20,2 + 1,66 270,9 + 36,84
Exocarpo Hexanico 20,1+ 1,62 240,3 + 44,32
Metandlico 20,6 + 4,05 261,8+ 46,78
Hidrometanodlico 19,8 + 1,68 257,6+ 26,36
Controle 17,6 + 0,87 283,7 + 22,32
T. elegans Frutos Hidrometanodlico 240+1,10 157,0 + 36,56
Controle 14,5 + 0,89 274,0 £+ 18,79
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TABELA 4.23 Mortalidade da fase larval de S. frugiperda alimentada com dieta
artificial tratada com extratos organicos, a 1000 mg kg, de sementes e frutos de
Trichilia spp. Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Mortalidade da fase larval (%)

Controle Hexanico Metandlico Hidrometandlico

T. catigua Sementes 6,67 56,67 43,33 53,33
Avrilo 6,67 NT 10,00 13,33
Exocarpo 6,67 13,33 13,33 23,33
T. claussenii ~ Sementes 6,67 20,00 30,00 13,33
Avrilo 6,67 26,67 30,00 30,00
Frutos 6,67 40,00 90,00 20,00
Exocarpo 6,67 33,33 60,00 23,33
T. elegans Frutos 10,00 100,00 100,00 33,33

NT — Nao testada.

Apesar da baixa atividade inseticida do extrato metandlico do arilo de
T. catigua (10,0 %) este foi fracionado. Ao se fracionar este extrato foram isolados
os limondides angolensato de metila (XVI), mistura epimérica de fotogedunina (XVII
e XVIII), cedrelona (XIX) e 11 /-metoxicedrelona (XX).

O angolensato de metila (XVI), isolado da casca de Khaya
senegalensis mostrou uma atividade antialimentar no método de disco de escolha
convencional no terceiro instar larval de Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera:
Noctuidae) a 500 ug/ml (ABDELGALEIL e NAKATANI, 2003).

SURESH et al. (2002) examinaram a estrutura versus atividade
antialimentar de compostos relacionados a plantas pertencentes a ordem Rutales.
Ensaio de dupla escolha contra Spodoptera litura L. (Lepidoptera: Noctuidae) foi
utilizado, e o limondide (XVI) mostrou um indice alimentar (PFI) de 65,3, valor este
préoximo da cedrelona (XIX) que apresentou o PFI de 51,5.

Dois limonoides, sandoricina (XXVI) e 6-hidroxisandoricina (XXVII)
(FIGURA 4.58), isolados das sementes de Sandoricum koetjape Merr. (Meliaceae),
que possuem estrutura quimica similar ao angolensato de metila (XVI), mostraram
uma significante atividade antialimentar contra a lagarta-do-cartucho do milho em
dieta incorporada a 25 ppm e também uma atividade similar contra Ostrinia nubilalis
Hubner (Lepidoptera: Pyralidae) a 200 ppm.
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C02M9

XXVI XXVII
FIGURA 4.58 - Estruturas dos limondides sandoricina (XXVI) e 6-hidroxisandoricina
(XXVII).

A mistura epimérica de fotogedunina (XVII e XVIII) causou mortalidade
larval de 95,83 % a 25,0 ppm ao serem incorporadas a dieta artificial para S.
frugiperda (CESPEDES et al., 2000).

Varios sdo os trabalhos descritos na literatura em que se demonstra a
atividade inseticida do limondide cedrelona (XIX) (KOUL & ISMAN, 1992; ARNASON
et al.,, 1987) e atividade antialimentar contra diversas espécies de lepiddptero
s (SURESH et al., 2002).

Cedrelona (XIX) apresentou ECsy de 53,1 e 14,1 ppm quando
incorporada a dieta artificial de Peridroma saucia Hubner e Mamestra configurata
Walker (KOUL & ISMAN, 1992). No entanto, Pectinophora grossypiella (ECsy = 3
ppm), S. frugiperda (ECsp = 2 ppm) e Heliothis zea (ECso = 8 ppm) sao
aparentemente mais suscetiveis a cedrelona (XIX) (KUBO & KLOCKE, 1986).
Cedrelona (XIX) apresentou 60 % de mortalidade em Ostrinia nubilalis Hibner
quando incorporada a dieta artificial (ARNASON et al., 1987).

Todos os limondides isolados do extrato metandlico do arilo de T.
catigua apresentam atividade inseticida relevante, no entanto foi observada uma
baixa mortalidade larval deste extrato (10 %). Aparentemente esta baixa atividade
esta relacionada ao fato de se ter somente 19,0 mg de limondides em 1,3 g de
extrato. Por outro lado, do extrato hexanico do arilo de T. catigua (massa do extrato
230,6 mg) foram isolados 22,6 mg de limondides (XIX e XX). Infelizmente este

extrato ndo pode ser ensaiado devido a sua pouca massa.

138



Atividades Biolbgicas

4.7.21 - Efeito dos extratos de frutos de T. elegans no

desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

A duracdo das fases larval e pupal e peso das pupas nédo
apresentaram variagbes significantes em relagdo ao controle para larvas
alimentadas com dieta artificial tratada com extratos hexanico, metandlico e
hidrometandlico de T. elegans a diferentes concentracdes (1,0 — 100,0 mg kg™,
TABELA 4.24). No entanto, a concentragdo de 50,0 mg kg~ os extratos hexanico,
metandlico e hidrometandlico levaram a mortalidades moderadas de 43,3; 53,3 e
46,7 % (TABELA 4.25), respectivamente, para o ciclo de vida total (lagarta recém-
eclodida até emergéncia do adulto). Quando a concentragcdo destes extratos foi
aumentada para 100,0 mg kg™, a mortalidade do ciclo total aumentou para 50,0;
56,7 e 50,0 %, respectivamente (TABELA 4.25, FIGURA 4.59).

Os extratos mais ativos de T. elegans foram obtidos dos frutos, com
atividade inseticida de 43,3; 53,3 e 46,7 % a 50,0 mg kg'1 para hexanico, metandlico

e hidrometandlico, respectivamente.
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TABELA 4.24. Médias da duragao da fase larval e peso pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos organicos, a 1,0; 10,0; 50,0 e
100,0 mg kg™, de frutos T. elegans. Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Concentragao Duracéo (dias) (xEP) Peso pupal
(mg kg™) Extrato Fase larval Fase pupal (mg) (+EP)
1,0 Hexanico 19,7 + 2,61 9,7 +1,46 264,9 + 41,56
Metandlico 18,6 + 0,68 9,6 £1,75 265,2 + 21,45
Hidrometanodlico 20,5 + 2,65 10,1 £ 0,95 261,7 +£ 20,25
Controle 19,7 £ 4,03 9,4+1,03 268,4 + 27,82
10,0 Hexanico 20,8 + 4,04 9,8 £+ 0,91 260,3 + 27,14
Metandlico 19,8 + 4,27 9,3+1,45 262,4 + 25,81
Hidrometandlico 20,9 + 1,79 10,0 £ 0,97 262,3 + 30,58
Controle 19,7 £4,03 9,4+1,03 268,4 + 27,82
50,0 Hexanico 21,0 +1.43 10,1 + 0,64 262,7 + 21,86
Metandlico 20,0 + 3.02 10,0 + 1,04 251,7 + 40,73
Hidrometandlico 21,0 +2.77 9,6 +0,63 262,2 + 30,37
Controle 19,7 £ 4.03 9,4+1,03 268,4 + 27,82
100,0 Hexanico 22,0+ 1.75 9,9+ 1,51 260,9 + 24,40
Metandlico 21,5+ 4.49 9,8 £0,83 248,0 + 24,05
Hidrometandlico 22,0 + 3.66 10,0 £ 0,97 262,2 + 30,96
Controle 19,7 £+ 4.03 9,4+1,03 268,4 + 27,82

" Médias nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).
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Tabela 4.25. Médias da mortalidade do ciclo total de S. frugiperda alimentada com
dieta artificial tratada com extratos organicos, a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™, dos
frutos de T. elegans. Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Concentracao Mortalidade do ciclo total (%)

(mg kg™ Controle Hexanico Metandlico  Hidrometandlico
1,0 6,67 23,33 23,33 23,33
10,0 6,67 26,67 40,00 33,33
50,0 6,67 43,33 53,33 46,67
100,0 6,67 50,00 56,67 50,00
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FIGURA 4.59. Médias da mortalidade do ciclo total de S. frugiperda alimentada com

dieta artificial tratada com extratos organicos, a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™, dos

frutos de T. elegans.
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4.7.3 — Atividade de triterpendides isolados de Cedrela fissilis

(Meliaceae) no desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Prolongamento da fase larval foi observado para insetos tratados com
acido oleandlico (XXVIII), acido oleandnico (XXIX) e odoratol (XXXII) a 1,0; 10,0 e
50,0 mg kg™ quando comparado com o controle. A toosendanina (XXXIIl) também
causou prolongamento da fase larval a 100,0 mg kg'. Somente as larvas
alimentadas com odoratol (XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg™ mostraram alteracdes
na fase pupal quando comparadas com o controle. Todos os compostos reduziram o
peso pupal.

Prolongamento de 6,5 dias na fase larval em relagdo ao controle (22,7
dias) foi observado para larvas tratadas com o odoratol (XXXII) a 1,0 mg kg™ em
adicdo a uma significante redugéao (42,04 mg) do peso pupal, quando comparado
com o controle (272,74 mg) (TABELA 4.26). No entanto, quando a concentragéo de
odoratol (XXXII) na dieta foi aumentada para 10,0 mg kg’', o prolongamento
observado da fase larval foi de 10,6 dias e a redugédo no peso pupal de 50,64 mg.
Com o aumento da concentragdo para 50,0 mg kg™ um significante prolongamento
da fase larval de 30,6 dias e reducdo de 93,47 mg no peso pupal (TABELA 4.26)
foram observados. As larvas tratadas com odoratol (XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg™
mostraram reducao na fase pupal de 1,7; 2,0 e 2,1 dias, respectivamente, quando
comparados com o controle (10,1 dias) (TABELA 4.26). Estes dados sugerem que o
odoratol (XXXII) age como inibidor de crescimento larval e antialimentar. Adultos
emergidos de pupas com baixo peso podem ser mais debilitados e
consequentemente terdo menor capacidade de competicdo para atividades vitais
(BATISTA-PEREIRA et al., 2002). Desta forma, os insetos serdo mais vulneraveis a
acao de entomopatdgenos, agentes entomofagos e variagdes ambientais
(TANZUBIL & McCAFFERY, 1990).

Acido oleandlico (XXVII) e &cido oleandnico (XXIX) também
provocaram prolongamento da fase larval seguido de redugdo do peso pupal. As
larvas tratadas com acido oleandlico (XXVIII) mostraram prolongamento da fase
larval de 5,5 (1,0 e 10,0 mg kg') e 5,7 dias (50,0 mg kg™') quando comparados com
o controle (22,7 dias) (TABELA 4.26). A reduc&o do peso pupal foi de 30,41; 46,46 e
47,25 mg a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg'1, respectivamente, quando comparados com o

controle (272,74 mg) (TABELA 4.26). Para larvas tratadas com acido oleandnico
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(XX1X) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg™ foi observado um prolongamento da fase larval de
4,3; 5,6 e 6,5 dias, respectivamente, comparados com o controle (22,7 dias),
seguido pela reducdo do peso pupal de 30,45; 34,49 e 48,17 mg, respectivamente,
quando comparados com o controle (272,74 mg) (TABELA 4.26). Acido oleandlico
(XXVIII) e acido oleandnico (XXIX) também demonstraram efeitos antialimentar e
inibidor de crescimento larval.

Hispidol A (XXX) e piscidinol A (XXXI) ndo provocaram variagdes
significantes nas fases larval e pupal. As larvas alimentadas com dieta artificial
tratada com piscidinol A (XXXI) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg~ mostraram reducdo do
peso pupal de 29,85; 33,79 e 40,85 mg, respectivamente (TABELA 4.26).

Toosendanina (XXXIII) foi utilizada como controle positivo e
demonstrou prolongamento da fase larval seguido por redugdo do peso pupal
(FIGURAS 4.61 e 4.62).

Odoratol (XXXIl) apresentou-se como o mais potente inibidor de
crescimento larval e antialimentar (FIGURAS 4.61 e 4.62). Acidos oleandlico (XXVIII)
e oleandnico (XXIX) possuem estruturas quimicas semelhantes, a diferenca entre
eles € que em XXIX ha uma hidroxila e em XXVIIl uma carbonila no C-3 (FIGURA
4.60). Ambos provocaram variagoes significativas das fases larval e pupal e peso
pupal, no entanto suas atividades antialimentar e inibidor de crescimento larval séo
similares (FIGURAS 4.61 e 4.62). Hispidol A (XXX) e piscidinol A (XXXI)
apresentaram variacdes similares na fase larval e peso pupal.

Entre 1,0 e 50,0 mg kg™, hispidol A (XXX) e piscidinol A (XXXI) apenas
levaram a mortalidades moderadas (< 40 %) (TABELA 4.27). Acido oleandlico
(XXVIII) e acido oleanénico (XXIX), a 1,0; 10,0 and 50,0 mg kg'1, hispidol A (XXX) a
100,0 mg kg™ e odoratol (XXXIl) a 1,0 mg kg™ produziram mortalidades um pouco
mais elevadas (= 50 %) (TABELA 4.27). Porém, acido oleandlico (XXVIII) apresentou
moderada atragdo alimentar e significante toxicidade pds-ingestiva em Sitophilus
oryzae (Coleoptera: Curculionidae) (PUNGITORE et al., 2005) além de atividade
antialimentar sobre Heliothis zea (L.) (ARGANDONA et al., 1993).

Em concentracdes de 10,0 e 50,0 mg kg™’ odoratol (XXXII) causou altas
taxas de mortalidade larval de 63,3 e 66,7 %, respectivamente, e a 100,0 mg kg
demonstrou a mais alta atividade inseticida com 90,0 % de mortalidade na fase
larval (TABELA 4.27). A alta atividade inseticida do odoratol (XXXII) pode

provavelmente estar relacionada com a presenca de duas hidroxilas em C-23 e C-21

144



Atividades Biolbgicas

(SURESH et al., 2002). CESPEDES et al. (2000) sugere que a presenca de uma
fungcdo oxigenada em C-23 foi necessaria para atividade elevada da mistura
epimérica de acetato de fotogedunina e da mistura epimérica de fotogedunina sobre
S. frugiperda, ambos isolados de Cedrela salvadorensis e Cedrela dugessi
(Meliaceae). Odoratol (E) causou mortalidade larval maior que cedrenolideo, isolado
de C. salvadorensis sobre a praga européia do milho, Ostrinia nubilalis Hubner
(Lepidoptera: Pyralidae) (JIMENEZ et al., 1997; ARNASON et al., 1987).

Os triterpendides acido oleandlico (XXVIII), acido oleandnico (XXIX) e
odoratol (XXXII), demonstraram atividade inibidora de crescimento larval e
antialimentar comparavel ao inseticida comercial toosendanina (XXXIII). Odoratol

(XXXII) mostrou ser um poderoso inseticida e possui potencial para futuros estudos.
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TABELA 4.26. Médias da duragao da fase larval e peso pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com triterpendides (XXVIII, XXIX, XXXI e
XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg™ e (XXX e XXXIII) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™
Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Compostos Concentragéo Duragéo (dias)(+EP) Peso pupal
(mg kg™") Fase (mg)
Larval Pupal

Acido olendlico 1,0 28,2(+4,8) 9,4(x1,7) 242,33
(XXVII) 10,0 28,4(+1,8) 9,3(£0,7) 226,18
50,0 28,4(+4,7) 9,3(£2,3) 225,29
Controle 22,7(+3,0) 10,1(x1,4) 272,74
Acido oleanénico 1,0 26,0(+2,9) 10,2(+1,4) 242,29
(XXIX) 10,0 28,3(+3,1) 9,7(+1,7) 238,25
50,0 29,2(+5,7) 9,6(+1,7) 224,57
Controle 22,7(+3,0) 10,1 (+1,4) 272,74
Hispidol A 1,0 21,2(+3,0) 10,3(x1,4) 252,89
(XXX) 10,0 21,5(5,1) 10,3(x1,1) 252,75
50,0 19,9(+1,7) 10,6(+0,9) 251,68
100,0 21,0(+2,3) 10,1(x1,3) 252,38
Controle 22,7(£3,0) 10,1(1,4) 272,74
Piscidinol A 1,0 22,9(+3,5) 10,0(+1,0) 242,85
(XXXI) 10,0 22,5(+2,9) 9,9(£1,2) 238,95
50,0 22,7(+2,3) 9,7(+1,5) 231,89
Controle 22,7(+3,0) 10,1(x1,4) 272,74
Odoratol 1,0 29,2(+5,3) 8,4(+1,5) 230,80
(XXXI) 10,0 33,3(+4,9) 8,1(x0,6) 222,20
50,0 53,3(+3,8) 8,2(+0,6) 179,37
Controle 22,7(+3,0) 10,1(+1,4) 272,74

146



Atividades Biolbgicas

Toosendanina 1,0
(XXXIII) 10,0
50,0
100,0
Controle

19,1(x2,7)
19,9(+3,4)
24,4(+3,3)
31,0(x5,2)
22,7(+3,0)

10,0(x1,6)
10,4(x1,3)
10,3(£2,1)
10,6(+2,5)
10,1(x1,4)

259,35

258,96
216,22
203,14

272,74
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TABELA 4.27. Médias da mortalidade larval S. frugiperda alimentada com dieta
artificial tratada com triterpendides (XXVIII, XXIX, XXXI e XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0
mg kg™ e (XXX e XXXII) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™". Temp.:25 + 1°C; UR: 70 +
5% e fotofase: 12 h.

Concentragao Mortalidade da fase larval (%)

mg kg™)
Composto

Controle 1,0 10,0 50,0 100,0

(XXVIII) 10,0 40,0 43,3 56,7 NT
(XXIV) 10,0 43,3 46,7 53,3 NT
(XXX) 10,0 30,0 33,3 33,3 56,7
(XXXI) 10,0 30,0 33,3 33,3 NT

(XXXII) 10,0 46,7 63,3 66,7 90,0

(XXXIIT) 10,0 10,0 10,0 23,3 26,7

NT — Nao testada.
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(XXVIII) (XXIX)

OH OH OH OH

(XXX) (XXXI)

HO'

(XXXII) (XXXII)

FIGURA 4.60. Triterpenodides (XXVIII - XXXII) isolados de Cedrela fissilis e
toosendanina (XXXIII).
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FIGURA 4.61. Médias da duragao da fase larval de S. frugiperda alimentada com
dieta artificial tratada com triterpendides (XXVIII, XXIX e XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg
kg™ e (XXXI) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™
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FIGURA 4.62. Médias do peso pupal de S. frugiperda alimentada com dieta artificial
tratada com triterpendides (XXVII, XXIX, XXXI e XXXII) a 1,0; 10,0 e 50,0 mg kg™ e
(XXXIII) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™
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4.7.4 — Atividade de limondides isolados de Cipadessa fruticosa

(Meliaceae) no desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Diferencas significativas foram observadas para mortalidade larval,
pupal e ciclo de vida total (lagarta recém-eclodida até emergéncia do adulto) para S.
frugiperda pelo aumento da concentragcdo de febrifugina A (XXXVIII) na dieta
(TABELA 4.28 e FIGURA 4.63). A mortalidade variou de 10,0 % (controle) para 20,0
%; 46,7 % e 50,0 % (na fase larval para 1,0; 10,0 e 50.0 mg kg™, respectivamente).
Na fase pupal, a mortalidade variou de 0 % (controle) para 6,7 % (1,0 mg kg™'); 6,7
% (10,0 mg kg') e 23,3 % (50,0 mg kg') (TABELA 4.28). Estas variagdes
interferiram significantemente com a mortalidade do ciclo total, a média observada
da mortalidade variou de 10,0 % (controle) para 73,3 % (50,0 mg kg™'). Deste modo,
febrifugina A (XXXVIII) apresentou a mais alta atividade inseticida a 50,0 mg kg™
com 73.3 % de mortalidade. Por outro lado, as larvas tratadas com khayasina T
(XXXIX) demonstraram alta mortalidade do ciclo total (50,0 %) a 50,0 mg kg™ ao
compararmos com o controle (10,0 %) (TABELA 4.28).

Os compostos cipadesina A (XXXIV), cipadesina (XXXVI), febrifugina
(XXXVII) e toosendanina (XXXIII) (CHAMPAGNE et al., 1992) provocaram
mortalidades moderadas para o ciclo total (< 40,0 %) a 50,0 mg kg quando
comparados com o controle (10,0 %) (TABELA 4.28).

A alta atividade da febrifugina A (XXXVIIl) reforca a observagéo de
SURESH et al. (2002) de que uma hidroxila no C-23 e uma carbonila no C-21 sao
importantes para a atividade. Estes autores demonstraram que os limonoides com
anel furano fotooxidado apresentaram um aumento na atividade antialimentar
quando comparado com limondides com o anel furano intacto. CESPEDES et al.
(2000) sugerem que a alta atividade da mistura epimérica de acetato de
fotogedunina e da mistura epimérica de fotogedunina sobre S. frugiperda deve-se-a
presenga de uma oxigenacdo em C-23. Estes dados sao confirmados quando
comparados com a mortalidade moderada do ciclo total apresentada por larvas
tratadas com febrifugina (XXXVII) (FIGURA 4.63).

Os efeitos dos limondides do tipo mexicanolideo na mortalidade de S.

frugiperda verificados em nossos estudos foram similares aos huminolideos sobre a
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praga do milho européia, Ostrinia nubilalis Hubner (Lepidoptera: Pyralidae)
demonstrado por JIMENEZ et al. (1997).

Prolongamento da fase larval foi observado para larvas tratadas com
khayasina T (XXXIX) e febrifugina (XXXVII) a 50,0 mg kg™, toosendanina (XXXIII) a
50,0 e 100,0 mg kg'1 de 1,2; 1,8; 3,7 e 10,8 dias, respectivamente, a0 compararmos
com o controle. Os dados apresentados sugerem que estes compostos agiram como
inibidores de crescimento larval. Por outro lado, as larvas tratadas com cipadesina A
(XXXIV) a 100,0 mg kg’ e cipadesina (XXXVI) a 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg
apresentaram um encurtamento da fase larval de 2,1; 1,7; 1,6 e 0,8 dias,
respectivamente (TABELA 4.29).

Uma significativa reducédo (de 276,0 para 244,0 mg) no peso pupal
para S. frugiperda tratada com febrifugina (XXXVII) foi observada quando
comparada com o controle. De todos os limondides testados, somente toosendanina
(XXXIII) reduziu significantemente o peso pupal a 50,0 e 100,0 mg kg~ (TABELA
4.29). Esta redug&o no peso pupal sugere que febrifugina (XXXVII) e toosendanina
(XXXI1II) agiram como antialimentar.

Estes dados estdo de acordo com aqueles apresentados por JIMENEZ
et al. (1997) em que a toosendanina (XXXIIl) apresentou significante redugao no
peso das pupas de machos e fémeas de O. nubilalis a 50,0 mg kg'1. Pupas de baixo
peso consequentemente levardo a adultos fracos e vulneraveis incapazes de
realizarem atividades vitais (BATISTA-PEREIRA et al., 2002).

TANZUBIL & McCAFFERY (1990) observaram que larvas tratadas com
baixas doses de azadiractina produziram pupas com peso comparavel ao controle,
sugerindo que n&o houve nenhuma severa inibicdo de alimentagdo. Isto foi
observado para o khayasina T (XXXIX). Casos similares de alteragcdo no
crescimento sem inibicdo de alimentagcdo tém sido reportados por outros trabalhos
(SEIBER & REMBOLD, 1983; GAABOUB & HAYES, 1984).

Uma pequena reducao na fase pupal foi observada para larvas
alimentadas com dieta artificial tratada cipadesina A (XXXIV) a 10,0 e 50,0 mg kg™ e
khayasina T (XXXIX) a 50,0 mg kg™ quando comparamos com o controle de 0,9; 0,6
e 1,2 dias, respectivamente.

Todos os compostos testados exceto ruageanina A (XXXV) mostraram
atividades comparaveis a toosendanina (XXXIIlI), o que nos leva a crer que estes

limondides possuem potencial para continuidade dos trabalhos. Febrifugina A
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(XXXVIII) apresentou a mais alta taxa de atividade inseticida a 50,0 mg kg™.
Febrifugina (XXXVII) além de uma taxa de atividade inseticida moderada também

demonstrou ser um inibidor de crescimento e um antialimentar a 100,0 mg kg™
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TABELA 4.28. Médias das mortalidades larval, pupal e ciclo total de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com limondides (XXXIV, XXXVI, XXXVII e
XXXII) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™ e (XXXV, XXXVIII e XXXIX) a 1,0; 10,0;
50,0 mg kg'. Temp.:25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Concentragao Mortalidade(%)

(mg kg™) Fase larval  Fase pupal Ciclo total
Cipadesina A 1,0 16,7 3,3 20,0
(XXXIV) 10,0 30,0 6,7 36,7
50,0 30,0 6,7 36,7
100,0 30,0 10,0 40,0
Controle 10,0 0 10,0
Ruageanina A 1,0 3,3 3,3 6,7
(XXXV) 10,0 6,7 6,7 13,3
50,0 10,0 10,0 20,0
Controle 10,0 0 10,0
Cipadesina 1,0 10,0 6,7 16,7
(XXXVI) 10,0 30,0 6,7 36,7
50,0 30,0 6,7 36,7
100,0 30,0 10,0 40,0
Controle 10,0 0 10,0
Febrifugina 1,0 13,3 0 13,3
(XXXVII) 10,0 13,3 16,7 30,0
50,0 13,3 26,7 40,0
100,0 16,7 26,7 43,3
Controle 10,0 0 10,0
Febrifugina A 1,0 20,0 6,7 26,7
(XXXVIIN 10,0 46,7 6,7 53,3
50,0 50,0 23,3 73,3
Controle 10,0 0 10,0
Khayasina T 1,0 13,3 0 13,3
(XXXIX) 10,0 13,3 23,3 36,7
50,0 26,7 23,3 50,0
Controle 10,0 0 10,0
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Toosendanina 1,0
(XXXII) 10,0
50,0
100,0
Controle

10,0
10,0
23,3
26,7
10,0

3,3
3,3
3,3
3,3

13,3
13,3
26,7
30,0
10,0
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TABELA 4.29. Médias da duracdo das fases larval, pupal e peso pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com limondides (XXXIV, XXXVI,

XXXVII e XXXIIl) a 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 mg kg™ e (XXXV, XXXVIII e XXXIX) a 1,0;
10,0; 50,0 mg kg™". Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Concentragao Duracéo (dias) (xED) Peso

(mg kg™ Fase larval Fase pupal pupal (mg)
Cipadesina A 1,0 20,4 (+1,1) 11,1 (£0,7) 279,29
(XXXIV) 10,0 20,2 (+1,4) 10,3 (+1,0) 279,14
50,0 20,2 (£1,4) 10,6 (£1,0) 276,19
100,0 18,6 (+0,9) 11,3 (£1,1) 276,68
Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (+1,2) 276,96
Ruageanina A 1,0 20,3 (+1,3) 11,1 (£0,7) 273,42
(XXXV) 10,0 20,0 (£1,2) 11,0 (+1,0) 273,38
50,0 19,6 (£1,7) 11,1 (£1,0) 275,44
Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (+1,2) 276,96
Cipadesina 1,0 20,0 (+1,5) 11,0 (+0,2) 279,64
(XXXVI) 10,0 19,0 (+2,1) 11,7 (£1,7) 280,71
50,0 19,1 (£1,0) 11,5 (+1,0) 280,00
100,0 19,9 (£1,2) 10,9 (+1,3) 267,52
Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (£1,2) 276,96
Febrifugina 1,0 20,7 (+0,6) 11,2 (x0,9) 277,65
(XXXVII) 10,0 21,2 (£3,3) 10,5 (£1,4) 262,80
50,0 22.2 (+2.2) 11.0 (x1.1) 252.73
100,0 22,5 (£1,9) 11,1 (£1,3) 244,12
Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (+1,2) 276,96
Febrifugina A 1,0 20,7 (£1,9) 11,2 (£1,0) 273,96
(XXXVIII) 10,0 19,6 (£1,7) 10,9 (+1,1) 269,75
50,0 19,7 (+1,1) 11,1 (+1,0) 268,92
Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (+1,2) 276,96
Khayasina T 1,0 20,7 (+0,7) 11,1 (£0,4) 278,27
(XXXIX) 10,0 20,6 (+2,1) 11,0 (£1,4) 268,34
50,0 21,9 (+1,8) 10,0 (£0,7) 265,18
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Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (+1,2) 276,96
Toosendanina 1,0 19,1 (£2,7) 10,0 (+1,6) 259,35
(XXX 10,0 19,9 (+3,4) 10,4 (+1,3) 258,96
50,0 24 4 (£3,3) 10,3 (£2,1) 216,22

100,0 31,0 (£5,2) 10,6 (£2,5) 203,14

Controle 20,7 (+1,1) 11,2 (£1,2) 276,96
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(XXXIV) R =COCH(CH3)CH,CH3; (XXXVI) R =COCH(CH3)CH,CHj;
(XXXV) R =COCH(CH3)CHj; (XXXVII) R = Tig
OH
\ (0]
o \O

CH;00C

. (XXXVIII)

FIGURA 4.63. Limondides (XXXIV - XXXIX) isolados de Cipadessa fruticossa.
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FIGURA 4.64. Médias das mortalidades larval, pupal e ciclo total de S. frugiperda
alimentadas com dieta artificial tratada com febrifugina (XXXVII) e febrifugina A

(XXXVIII).
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Conclusées

5 - CONCLUSOES

Os ensaios biolégicos realizados com os extratos hexanico,
metandlico e hidrometandlico de diversas estruturas vegetais de Trichilia catigua,
Trichilia claussenii e Trichilia elegans quando incorporadas a dieta artificial para S.
frugiperda a concentracdo de 1000 mg kg™ demonstraramque varios extratos sdo
ativos. Os extratos hexanico e metandlico dos frutos de T. elegans provocaram a
maior taxa de mortalidade larval (100 %), no entanto n&o foram isoladas as
substancias responsaveis por esta atividade inseticida. Além destes, os extratos
metandlico dos frutos, hexénico e metandlico das folhas de T. claussenii
apresentaram atividade inseticida. Ja o extrato hidrometandlico dos frutos de T.

elegans apresentou atividades antialimentar e inibidora de crescimento.

O estudo quimico dos extratos de T. catigua,T. claussenii e T.
elegans levou ao isolamento de 20 metabdlitos, incluindo limondides, triterpenos,
esterdides, cumarinas e um sequiterpeno. Este trabalho contribuiu principalmente
para o conhecimento quimico de T. catigua ja que existem poucos relatos na
literatura sobre o estudo desta planta, além de ser o primeiro relato do isolamento

de limondides nesta espécie.

Os objetivos deste trabalho foram atingidos, ja que além do estudo
fitoquimico de T. catigua, T. claussenii e T. elegans foram realizados varios
ensaios biolégicos com S. frugiperda, abrindo novas perspectivas para se

trabalhar com o isolamento de metabdlitos secundarios associado a bioensaios.

Os ensaios biolégicos realizados com os limondides e triterpendides
isolados de outras espécies de Meliaceae apresentaram resultados promissores ja
que o odoratol provocou inibicdo de crescimento e de alimentagcdo. Dentre os
limonoides testados somente a febrifugina A apresentou atividade inseticida

interessante a 50 mg kg™
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