UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

“ESTUDO FITOQUIMICO E BIOATIVIDADE DE ESPECIES DE
MELIACEAE SOBRE Spodoptera frugiperda E ANALISES
ESPECTROSCOPICAS DO INSETO SOB A AGAO DA CEDRELONA”

Samya Danielle Lima de Freitas*

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de DOUTOR EM
CIENCIAS, area de concentracdo: QUIMICA
ORGANICA.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Fatima das Gragas Fernandes da Silva

* Fapesp

Sao Carlos - SP
2014



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

F866ef

Freitas, S&mya Danielle Lima de.

Estudo fitoquimico e bioatividade de espécies de
Meliaceae sobre Spodoptera frugiperda e analises
espectroscopicas do inseto sob a agao da cedrelona /
Samya Danielle Lima de Freitas. -- Sdo Carlos : UFSCar,
2014.

220 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2014.

1. Produtos naturais. 2. Spodoptera frugiperda. 3.

Meliaceae. 4. Cedrelona. 5. Metabolizacao. 6. Inseticidas. I.
Titulo.

CDD: 547.3 (20°)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamento de Quimica
PROGRAMA DE P(')S-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Doutorado

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e

aprovou a defesa de tese de Doutorado da candidata Sdmya Danielle Lima

de Freitas, realizada em 23 de outubro de 2014:

Profa. Dral Maria Réffma das Grayat Fernandes da Silva

Prof. Dr. Paulo Henrique Gorgatti Zarbin

o 177

Prof. 9( Edson Luiz Lopes Baldin

N0 @Wv ﬁﬁ/

Dr. Jodo Oiano Neto




Aos meas pacs, Pedno AHues de Freitas

¢ Edidene Lima de Freitas por udo

frofissconal, pelo amon cucondicional e

apoco em todos 08 momentod.

Ao mews undos, Samara ¢ Hisson,

por oo amor,  fela  confianca e
Com amon,



Agradecimentos

A Deus pela sua bencdo, por me dar forca, sabedoria e por me fazer crer que tudo é
possivel quando lutamos;

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria Fatima das Gracas Fernandes da Silva, pela
confianga, ensinamentos, por ser exemplo de profissional e por transmitir com amor
a quimica de produtos naturais;

Ao Prof. Dr. José Djair Vendramim e em especial, a Dra. Angelina Maria Marcomini
Giongo com quem o trabalho foi desenvolvido diretamente durante seu
doutoramento em parceria do INCT-Controle Biorracional de Insetos Pragas/UFSCar
com o Laboratério de Plantas Inseticidas do Departamento de Entomologia e
Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de
Sao Paulo (ESALQ/USP);

Ao grupo do Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos
(LaBioMMi) da UFSCar e um agradecimento especial, ao Prof. Dr. Edson Rodrigues
Filho (Edinho) pela grande contribuicdo neste trabalho e por sempre estar de portas
abertas para ajudar, pelos ensinamentos desde o mestrado, disponibilidade e idéias
valiosas no decorrer deste trabalho. Também gostaria de agradecer imensamente as
alunas de Doutorado Livia M. Soman pelas analises do LTQ-Orbitrap e Marilia A.
Trapp pelas analises do MALDI/TOF-MS;

A equipe do Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UFSCar, ao Prof. Dr.
Anténio Gilberto Ferreira (Giba) pela colaboragdo no trabalho e em especial, ao
aluno de Doutorado Elenilson Godoy Alves Filho pelas analises no RMN (600 MHz)
e por sua disponibilidade e ajuda neste trabalho. Também gostaria de fazer um
agradecimento especial a técnica Luciana Vizotto por sempre ser disponivel em
ajudar, seu carinho e amizade;

A Profa. Dra. Andréia Pereira Matos pela colaboragdo e em especial, a aluna de
Iniciacao Cientifica Ana Carolina Volante pela colaboragdo e ajuda nos ensaios com
S. frugiperda no Laboratério de Insetos pertencente ao Departamento de Quimica da
UFSCar;

Ao grupo LAFIB (Laboratério de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica) da
UFSCar, a Profa. Dra. Maria Rose Carlos e em especial, as alunas Marcia e Fabia
pela colaboracao nos testes enzimaticos com a enzima acetilcolinesterase;

Ao aluno Bruno Sacchetto Paulo durante sua Iniciagao Cientifica, por toda ajuda e
parceria no decorrer deste trabalho;

Ao Dr. Leonardo Toffano, pela ajuda nos isolamentos dos micro-organismos de S.
frugiperda realizados neste trabalho, pelos ensinamentos e por sempre estar
disponivel em colaborar;

Aos professores do grupo de Produtos Naturais da UFSCar, Prof. Dr. Jodo Batista
Fernandes, Profa. Dra. Maria Fatima G. F. da Silva, Prof. Dr. Edson R. Filho e Prof.



Dr. Paulo Cezar Vieira, pelos ensinamentos durante minha pds-graduacao, pelo
exemplo que levarei por onde for e por toda contribuicdo na minha formagao
profissional;

Aos professores da banca, pela disponibilidade e pela grande contribuicdo na
arguicao da tese;

A “familia” do Laboratério de Produtos Naturais UFSCar, pelas amizades
construidas, troca de experiéncias, pela 6tima convivéncia, risadas diarias e pela
contribuicédo direta ou indireta para a conclusao deste trabalho, sentirei saudades!;

Aos amigos que ganhei pelo DQ-UFSCar durante meu mestrado e doutorado, pelo
maravilhoso convivio diario;

A minha familia, pela base familiar, incentivo, amor, apoio e compreensao em todos
o0s momentos durante esta etapa. Vocés s&o minha vida e minha base para tudo!;

Aos meus grandes amigos desde a graduacdo, Marcia, Jozemir e Tancredo, pelo
apoio em todos os momentos, pelo carinho e amizade. Amo vocés!;

Aos grandes amigos que tive o prazer de conhecer em Sao Carlos: Paulo Maia,
Barbara Sayuri, Tatiane Bondéancia, Alany Ribeiro, Murilo, Israel, Cristovam,
Marsele, Marcela, Niculau, Titi, Suelem, Lorena, Washington e todos os demais...
pelo ombro amigo, conselhos e companhia, levarei vocés sempre no meu coragao;
Ao INCT- Controle Biorracional de Insetos Pragas, pelas parcerias;

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pela bolsa
concedida;

As demais pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagdo deste
trabalho;

Wuits Otbrigada!



i

Mm

)

(0]

A
AChE
ACN
AcOEt
APCI
BOD
CcC
CCDA
CLAE
CG-EM
COSY
CDCl;
d

dd
DMSO
DMSO-dg
EtOH
EM

ESI
HMBC
HSQC
Hz

IE

J
LC-MS/MS

LTQ
MALDI

MeOD
MeOH
NOESY
RMN
RMN "H
RMN *C
MHz

m

m/z

S

s/

t

TOF
UV-Vis

ABREVIATURAS E SiMBOLOS

microlitro

micromolar

deslocamento quimico

diametro

comprimento de onda

acetilcolinesterase

acetonitrila

acetato de etila

atmospheric pressure chemical ionization

biological oxigen demand

cromatografia em coluna

cromatografia em camada delgada analitica
cromatografia liquida de alta eficiéncia

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
correlation spectroscopy

cloroférmio deuterado

dubleto

duplo dubleto

dimetilsulféxido

dimetilsulféxido deuterado

etanol

espectrometria de massas
Electrospray ionization

heteronuclear multiple bond correlation
heteronuclear single quantum coherence
hertz

Impacto eletrénico

constante de acoplamento

liquid chromatography with
spectrometry detection

linear ion trap

matrix-assisted laser desorption / ionization

tandem mass

metanol deuterado

metanol

nuclear overhauser enhancement spectroscopy
ressonancia magnética nuclear

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ressonancia magnética nuclear de carbono-13
mega-hertz

multipleto

relacdo massa/carga

singleto

singleto largo

tripleto

time of flight

ultravioleta-visivel

vii



TABELA 3.1

TABELA 3.2

TABELA 3.3

TABELA 3.4

TABELA 3.5

TABELA 3.6

TABELA 3.7

TABELA 3.8

TABELA 3.9

TABELA 3.10
TABELA 3.11
TABELA 3.12
TABELA 3.13
TABELA 3.14
TABELA 3.15
TABELA 3.16
TABELA 3.17
TABELA 3.18
TABELA 3.19
TABELA 3.20
TABELA 3.21
TABELA 3.22
TABELA 3.23
TABELA 3.24
TABELA 4.1

LISTA DE TABELAS

Massas obtidas do material vegetal e extratos de T. pallida,
To. ciliata e T. pallens...............ooooeeeeeeeeiieeieeieeias
Massas obtidas de material vegetal e extrato do caule de To.

Cddigos das fragdes provenientes da particao liquido-liquido
dos extratos EtOH de T. pallida, To. ciliata e T. pallens...........
Dados de RMN 'H do limonoide cedrelona e comparacéo
com a literatura..........eeiiiiiiiiee e
Dados de RMN '*C do limonoide cedrelona e comparacao

com a literatura...........ooooiiiiiiiiii
Dados de RMN "H de 13 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "*C de 13 e comparagao com a literatura........
Dados de RMN "H de 02 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN 'Hde 17 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H de 18 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H de 03 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H de 04 e comparac&o com a literatura.........
Dados de RMN "H de 05 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H de 06 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN PC d@ 06..............ccovervrvreererecereieseeeeieeean,
Dados de RMN "H de 07 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "*C de 07 e comparacédo com a literatura.......
Dados de RMN "H de 08 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "*C de 08 e comparacéo com a literatura.......
Dados de RMN "H de 14 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H da substancia 15...........ccccccourvriurieinrnninnnn.
Dados de RMN "H de 16 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "H de 19 e comparagao com a literatura.........
Dados de RMN "*C de 19 e comparagdo com a literatura.......

Mortalidade e massa larval de S. frugiperda alimentadas
desde o 1° instar com dieta tratada superficialmente com
extratos etandlicos de T. pallens, T. pallida e To. ciliata 1%,
APOS 10 dI@S....ciiiii i e

viii

25

26

29

45

46
49
50
57
60
62
66
68
71
72
75
79
80
86
87
93
97
100
103
105

111



TABELA 4.2

TABELA 4.3

TABELA 4.4

TABELA 4.5

TABELA 4.6

TABELA 4.7

TABELA 4.8

TABELA 4.9

TABELA 4.10

TABELA 4.11

Médias da massa e mortalidade (x erro padrédo da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com fragdes de extrato etandlico de folhas
e ramos de T. pallida a 1%, ap6s 10 dias...........ccceeeeeeeeeeennnn.
Médias da massa e mortalidade (x erro padrdo da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com fracdes de extrato etandlico de folhas,
ramos e frutos de To. ciliata a 1%, ap6s 10 dias......................
Médias de massa e mortalidade (x erro padrédo da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta artificial tratada com fracoes de extrato etandlico
de ramos de T. pallens a 1%, apos 10 dias..........ccceeeeeeeeeeeennn.
Médias de massa e mortalidade (x erro padrdo da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta artificial tratada com fracoes de extrato etandlico
de folhas de T. pallens a 1%, apos 10 dias.........cccccceeeeeeeeennnnn.
Mortalidade e massa médias (+ erro padrao da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com o flavonoide catequina 1% (10.000
PPM), aPOS SEtE AiaS........uuverieiiiciiicie e,

Mortalidade e massa médias (+ erro padrao da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com um triglicerideo a 1% (10.000 ppm),
APOS Sete di@S......ciceiiiii e
Mortalidade e massa médias (+ erro padrao da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com o triterpeno damaradienol a 1%
(10.000 ppm), apods sete dias........ccceeeeeeeeiiiieiiiiieeceeeeeeeeeeeeee
Mortalidade e massa médias (+ erro padrao da média) de
lagartas de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta tratada com a cumarina escopoletina a 0,1%
(1.000 ppm), apds sete dias..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee
Mortalidade e massa médias (+ erro padrao) de lagartas de
S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta
artificial tratada com extrato em hexano de caule de To.
ciliata a 10.000 ppm, apds 7 dias............cccceeeeeeeeiiiiiniie e,
Mortalidade e massa médias (+ erro padrdo) de lagartas
de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com
dieta artificial tratada com cedrelona, apés sete dias..............

X

112

113

114

114

115

116

116

117

118



TABELA 4.12

TABELA 4.13

TABELA 4.14

TABELA 4.15

TABELA 4.16

TABELA 4.17

TABELA 4.18

TABELA 4.19

TABELA 5.1
TABELA 5.2

TABELA 5.3

TABELA 5.4

TABELA 6.1

Médias da duracao da fase larval, fase pupal e massa pupal
de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com
extratos etandlicos a 1000 mg.Kg'de ramos e folhas de T.
pallens, T. pallida e To. ciliata............ccccccuuuieiieiiiiiiiiiieeieeeeeee,

Mortalidade das fases larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos
etandlicos, a 1000 mg.Kg™, de ramos e folhas de T. pallens,
T. pallida e To. Ciliata..................cooeeeeeiiiieiiieiiiiins
Médias da duracao de fase larval, fase pupal e massa pupal
de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com
as fragdes de ramos de T. pallens..........ccccccceeeeeieiiceccicencnnn.
Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com as fragcdes de
ramos de T. pallens, a 100 mg.kg'1 ..........................................
Médias da duragao de fase larval, fase pupal e massa pupal
de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com
as fracdes das folhas de T. pallens, a 100 mg.kg™......ccvvvnr.....
Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com as fracées das
folhas de T. pallens, a 100 mg.kg'1 ...........................................
Médias da duragao de fase larval, fase pupal e massa pupal
de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com
cedrelona em diferentes concentragées..............cccceevvvvvvvennnnns
Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com cedrelona em
diferentes concentragdes. ...........uueeeiiiiiiiiicici e
Dados de RMN "H da uracila e comparagao com a literatura.

Areas das bandas cromatograficas (extratos de fezes,
extratos da lavagem dos tubos e extratos da dieta restante)..

Valores tedricos e quantificados de cedrelona nos
tratamentos (extratos de fezes, extratos da lavagem dos
tubos e extratos da dieta restante............ccccccviiiiiiiiiiiiiiinn.
Parametros nutricionais de lagartas de quarto instar de
S.frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo
cedrelona a 300 ppm apds quatro dias............cceevveeviiiiieennenns
Identificacdo a nivel de género pela taxonomia aplicada dos
isolados com a base de dados (MALDI Biotyper, verséo 3.1)
(o [oJ=To (V1] oY= T=1 0] (o TSN

121

122

123

124

124

125

126

126
157

174

174

190



FIGURA 1.1

FIGURA 1.2
FIGURA 1.3
FIGURA 1.4
FIGURA 1.5
FIGURA 1.6

FIGURA 1.7

FIGURA 1.8

FIGURA 1.9

FIGURA 3.1

FIGURA 3.2

FIGURA 3.3
FIGURA 3.4

FIGURA 3.5

FIGURA 3.6
FIGURA 3.7

FIGURA 3.8
FIGURA 3.9
FIGURA 3.10

FIGURA 3.11

LISTA DE FIGURAS

A) Spodoptera frugiperda; B) Dano ocasionado na planta de
milho; C) Spodoptera frugiperda dentro do cartucho do

Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda................ccccccuunnnnnnnn.
Estrutura do limonoide azadiractina...............ccccoeeeeeeieeeennnnn.
Sistema nervoso central do INSetO...........eeevvviiiiiiiiiiiiiiieeeee.
Trichilia pallida. Em destaque folhas compostas e frutos.......
Limonoides e flavonoides isolados de T. pallida os quais
apresentaram efeito sobre S. frugiperda quando
incorporados em dieta artificial (ROCHA, 2004).....................
Trichilia pallens. Em destaque folhas e frutos (verdes e
L AF=To [ {01 PP EPURP PP
Toona ciliata. Em destaque arvore adulta, folhas, ramos,
flores € frutoS......oooviieieee e,
Valores da concentracdo efetiva para cedrelona e
cicloeucalenol isoladas de To. ciliata a 50 % de inibicado do
crescimento de S. frugiperda...................ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiin,

Cromatogramas obtidos por CLAE do extrato hexanico e
cedrelona obtidos de To. ciliata.............cccueeeiiiiiiiiiiiiieeeeen,
Cromatograma para a purificagdo de cedrelona no modo
[£ST0 T3 = 1o TS
Cromatograma da subfracdo FDEEFTPL 11-12.....................
Cromatograma obtido da subfragdo FAEERTPL 24-25
resultante da fracdo acetato de etila dos ramos de T.
PAIIENS. ...
Cromatograma da subfracdo FAEERTPL-42 no modo
PrepParatiVo.........cooviiiiiiiie s
Espectro de RMN 'H de 01 (400 MHz,CDCl3)........cvvveveueerenn.
Ampliacao da regiao 6 7,50 a 6,00 ppm do espectro de RMN
TH da SUDSTANCIA 0.ttt
Espectro de RMN "C de 01 (100 MHz, CDCl3).....c.cccvvevern..
Espectro de RMN 'H da substancia 13 (400 MHz, CDCls)....

Ampliagdo da regido 6 7,50 a 6,00 ppm do espectro de RMN
TH da SUDSTANCIA 13-ttt
Ampliagdo da regiao 6 4,00 a 0 ppm do espectro de RMN H
dasubstancia 3.,

xi

o O A N -

15

16

17

18

27

27

38

40

41
44

44
45
48

48

48



FIGURA 3.12
FIGURA 3.13

FIGURA 3.14

FIGURA 3.15

FIGURA 3.16

FIGURA 3.17
FIGURA 3.18

FIGURA 3.19

FIGURA 3.20
FIGURA 3.21

FIGURA 3.22

FIGURA 3.23
FIGURA 3.24

FIGURA 3.25

FIGURA 3.26

FIGURA 3.27

FIGURA 3.28

FIGURA 3.29

FIGURA 3.30
FIGURA 3.31

FIGURA 3.32

Espectro de RMN "C da substancia 13 (100 MHz, CDCls)....
Ampliacdo da regido de 7,00 a 6,00 ppm do espectro de
correlacdo heteronuclear ("H-*C) de 13, HSQC....................
Ampliagdo da regido entre 3,8 a 0,8 ppm do espectro de
correlagao heteronuclear ("H-*C) de 13, HSQC....................
Espectro de correlacdo heteronuclear ('H-"3C), HMBC, de
13, (400 MHZ, CDCI3).cccviiiieeeeieiiiiiiiiieeeee e
Espectro de correlacdo heteronuclear ("H-'3C), HMBC, de
13, (400 MHZ, CDCI3).ccciiiieeeeeieeecciiieeeeeee e
Espectro de RMN 'H da substancia 02 (400 MHz, CD;0OD)...
Ampliagdo da regido 6 6,90 a 5,80 do espectro de RMN H
da SUDbSTANCIA 02..........ooviiiiiii e
Ampliacdo da regiao 6 4,60 a 2,40 do espectro de RMN H
da SUDSTANCIA 02..........ooeiiiiii e
Espectro de RMN 'H da substancia 17 (400 MHz, CD;0D)...
Ampliacdo da regido 6 6,55 a 5,70 do espectro de RMN H
da SUDSTANCIA 17 ...
Ampliacdo da regiao 6 4,60 a 2,40 do espectro de RMN H
da SUDSTANCIA 17 .......oeiiiiii e
Espectro de RMN 'H da substancia 18 (400 MHz, CD;0D)...
Ampliacdo da regiao 6 6,55 a 5,70 do espectro de RMN H
da SUDSEANCIA 18........oeiieee e
Ampliagdo da regido 6 4,60 a 2,40 do espectro de RMN H
da SUDSTANCIA 18........oeiiii e
Ampliagdo da regido 6 7,40 a 6,00 do espectro de RMN H
da substancia 03 (400 MHz, CD30D)..........ccooviiiiiiiieiiennnnn.
Ampliacdo da regiao & 5,40 a 3,30 (sinais referentes a
unidade de actcar) do espectro de RMN 'H da substancia
03 (400 MHZ, CD30OD).....uutiiiiiieeeeeeeeeeecieeeee e e
Ampliacao da regido 6 1,00 a 0,80 (sinal referente a metila
da unidade de acucar) do espectro de RMN 'H da
substancia 03 (400 MHz, CD30D)......cccoeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeennn
Espectro de correlagdo heteronuclear 'H-"*C, (HMBC), de
03 (400 MHZ, CD30D).....uutiiiiieieieeeeeeeaeeiiieeee e e
Espectro de RMN "H de 04 (400 MHz, CDCl3).......ccccevun......

Ampliacdo da regiao 6 6,90 a 5,80 do espectro de RMN H
dasubstancia 04.............ooooriiiiii s
Espectro de RMN 'H de 05 (400 MHz, CDCI3).........ccceuee....

Xii

54

54

55

95
58

58

58
60

61

61
63

63

63

65

65

65

66
68

68
70



FIGURA 3.33

FIGURA 3.34
FIGURA 3.35
FIGURA 3.36

FIGURA 3.37

FIGURA 3.38

FIGURA 3.39
FIGURA 3.40
FIGURA 3.41

FIGURA 3.42

FIGURA 3.43
FIGURA 3.44
FIGURA 3.45
FIGURA 3.46
FIGURA 3.47

FIGURA 3.48

FIGURA 3.49
FIGURA 3.50

FIGURA 3.51

FIGURA 3.52

FIGURA 3.53

FIGURA 3.54

FIGURA 3.55
FIGURA 3.56

Ampliacdo da regidao 6 7,70 a 6,10 do espectro de RMN 'H
da SUDSEANCIa 05..........ooviiiiii e
Espectros de g-NOE de 05 (400 MHz, CDCl3)........ccccevveeneeee
Espectro de RMN 'H de 06 (400 MHz, CDCl3).......................
Ampliagdo da regidao 6 7,50 a 5,30 do espectro de RMN H
da SUDSEANCIA 06...........ooveiiiiiiiiiree e
Espectro de correlacdo heteronuclear ("H-*C), HMBC, (400
MHz, CDCl3) da substancia 06.............ccccceeeeeeeiiiiieiiinieene.
Espectros de ¢-NOE, ('H-'H), (400 MHz, CDCls) da
SUDSEANCIA 06.........ooveieeiiiiiiiie e
Espectro de RMN "°C (400 MHz CDCl3) da substancia 06.....
Espectro de RMN 'H de 07 (400 MHz, CDCl3).......................

Ampliagdo da regido de ¢ 5,4 a 2,9 do espectro de RMN H

Espectro de correlagdo homonuclear 'H-'H, (COSY), de 07..

Ampliacdo da regido dos hidrogénios alifaticos do espectro
de correlacdo heteronuclear (‘H-'3C), HSQC, de 07..............
Espectro de correlacdo heteronuclear ("H-'*C), HMBC, de

Ampliagdo da regido 6 4,80 a 6 3,10 ppm do espectro de
RMN TH A 08.........oeceeeeceeeecceeeeeeeeee e,
Ampliacao da regido & 1,30 a 6 0 ppm do espectro de RMN

Espectro de RMN 'H da mistura dos esteroides, sitosterol
(9), estigmasterol (10) e campesterol (11), (400 MHz,

Espectro de massas (70 eV, IE) do esterdide 09....................
Espectro de massas (70 eV, IE) do esteroide 10....................

xiii

70
70
72

72

73

74
75
78

78

78
81
81
81
82

82

83
84

84

85

85

89

89
89
90



FIGURA 3.57

FIGURA 3.58

FIGURA 3.59

FIGURA 3.60

FIGURA 3.61

FIGURA 3.62

FIGURA 3.63

FIGURA 3.64

FIGURA 3.65

FIGURA 3.66

FIGURA 3.67

FIGURA 3.68

FIGURA 3.69
FIGURA 3.70

FIGURA 3.71

FIGURA 3.72
FIGURA 3.73

FIGURA 3.74

FIGURA 3.75

FIGURA 3.76

FIGURA 4.1

Espectro de massas (70 eV, IE) do esteroide 11....................
Espectro de RMN 'H da substancia 12 (400 MHz, CDCls).....
Espectro de RMN de 'H da substancia 14 (400 MHz,

Ampliacdo da regiao 6 8,40 a 7,30 do espectro de RMN de
"H de 14 (400 MHZ, CDCL3).....voveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen
Espectro de correlacdo heteronuclear ('H-*C), HSQC, de

Cromatograma obtido por CG-EM para a substancia 14........
Espectro de massas (70 eV, |IE) da substancia 14.................
Espectro de RMN 'H da substancia 15 (400 MHz, CDsOD)...
Ampliagdo da regido 8,6 a 7,3 ppm do espectro de RMN H
da substancia 15.........cooooiiiiiiiii
Ampliagcao do espectro de HSQC da substéancia 15...............
Ampliagao do espectro de HMBC da substancia 15...............
Espectro de fragmentacdao para a substancia 15. ESI/MS,
mModo positivo de ioNIZagao........cccoeeveeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeeee
Espectro de RMN "H da substancia 16 (400 MHz, CD30D)...
Ampliagdo da regido &6 6,55 a 5,70 do espectro de RMN H
da substancia 16.............ooooiiiiiiiiii
Ampliagdo da regido 6 4,60 a 2,40 do espectro de RMN H
da sUbStANCIa 16........coooiiiiii e
Espectro de correlagao heteronuclear 'H-*C (HSQC) de 16.
Expansdo do espectro de correlagao heteronuclear 'H-"*C
(HMBC) A€ 16.......oeeieeeie et
Espectro de RMN 'H da substancia 19 (400 MHz, DMSO-

Ampliagdo da regido 7,40 a 6,50 ppm do espectro de RMN
'H da substancia 19 (400 MHz, DMSO-dg).......ccoveveveeeeeeennn..
Espectro de RMN C' (400 MHz, DMSO-ds) da substancia
de Elisa com S.

Bioensaio realizado em Placas

frUQIPEIAA...........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s

Xiv

90

92

93
94
95
95
96
96
97
98

99
100

101

101
102

102

104

104



FIGURA 4.2

FIGURA 4.3

FIGURA 5.1

FIGURA 5.2

FIGURA 5.3

FIGURA 5.4

FIGURA 5.5

FIGURA 5.6

FIGURA 5.7

FIGURA 5.8

FIGURA 5.9

Tubos de vidro utilizados no bioensaio e larvas recém-
eclodidas de S. frugiperda..................ouuuvuueereeiiiiiiiiiiieeeeeeenn.

Substancias isoladas de T. pallida, T. pallens e To. ciliata,
submetidas ao ensaio de bioatividade frente as lagartas de
S, FrUGIPerda.........coooiiiiiii
Comparacgao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600
MHz) dos controles (lagartas sem a presenca do limonoide
cedrelona) durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio...................
Ampliacao da regido 8H 2,5 a 0,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas
sem a presenca do limonoide cedrelona durante o 3°, 7° e
10° dias d€ ENSAIO].....ueeeeurririiriiiiiieee e e ae e e e e e
Ampliagdo regido dH 4,5 a 2,5 ppm da comparacado dos
espectros de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas
sem a presenca do limonoide cedrelona durante o 3°, 7° e
10° dias d€ ENSAIO]......eeeeuuririiiiiiiiiree e ee e e e e
Ampliagdo da regido 6H 7,0 a 5,0 ppm comparacao dos
espectros de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas
sem a presenca do limonoide cedrelona durante o 3°, 7° e
10° dias d€ €NSAIO]......ccevuuiieieiieiiiiiiirr e
Ampliagdo da regido &H 9,0 a 7,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas
sem a presenca do limonoide cedrelona durante o 3°, 7° e
10° dias d€ €NSAIO]......cceeuuiieiieeiiriiiiirr e e e e e e e
Comparacao dos espectros de RMN 'H dos extratos das
lagartas tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias
de ensaio com o limonoide cedrelona...........cccccceeeeevieeininnnnn...
Ampliacdo da regidao 6H 1,8 a 0,7 ppm da comparagéo dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas
com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio com o
limonoide cedrelona...........c.coooviiiieiii e
Ampliacao da regido 8H 3,4 a 1,8 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas
com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio com o
limonoide cedrelona..........cc.coovviiiiiiiiie e
Ampliacao da regido 8H 4,2 a 3,4 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas
com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio com o
limonoide cedrelona.............coooeviiiiiii i

XV

109

115

142

142

143

143

144

145

145

146



FIGURA 5.10

FIGURA 5.11

FIGURA 5.12

FIGURA 5.13

FIGURA 5.14

FIGURA 5.15

FIGURA 5.16

FIGURA 5.17

FIGURA 5.18

FIGURA 5.19

Ampliagdo da regido &H 8,5 a 5,8 ppm da comparacao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas
com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio com o
limonoide cedrelona...............ooooevviiiiiiiiiiii e

Ampliacdo do espectro de RMN 'H dos extratos das
lagartas tratadas com o limonoide cedrelona em 7 dias de
ensaio. (600 MHz, CD;0D € D20)....cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee,

Comparacao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600
MHz) dos extratos das fezes dos controles (lagartas sem a
presenga do limonoide cedrelona) durante o 7° e 10° dias de
=T 5= o SRR
Ampliagdo da regido &H 3,0 a 0,8 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das fezes dos controles
(lagartas sem a presenca do limonoide cedrelona) durante o
7° e 10° dias de ensaio...........cceeeeeiviiiiiiiiieeeeeeeeeeee
Ampliagdo da regido &H 5,5 a 3,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das fezes dos controles
(lagartas sem a presenca do limonoide cedrelona) durante o
7° e 10° dias de eNSai0.........ueeeeeeeeeeeeiiiiiiee e
Ampliacdo da regido 8H 9,0 a 5,8 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das fezes dos controles
(lagartas sem a presencga do limonoide cedrelona) durante o
7° e 10° dias de €NSai0........uueeeeiieeeeeiiiiiie e
Comparacgao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600
MHz) dos extratos das fezes excretadas pelas lagartas
tratadas com cedrelona durante o 7° e 10° dias de ensaio....
Ampliagdo da regido &H 3,0 a 0,7 ppm da comparagao dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes excretadas
pelas lagartas tratadas com cedrelona durante o 7° e 10°
dias A€ ENSAI0........cevieeeeieiiiiii e
Ampliagdo da regido &H 5,5 a 2,3 ppm da comparagcao dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes excretadas
pelas lagartas tratadas com cedrelona durante o 7° e 10°
dias d€ ENSAI0........ceeiiiiiiieiiiii e
Ampliagdo da regido &H 9,0 a 5,8 ppm da comparagao dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes excretadas
pelas lagartas tratadas com cedrelona durante o 7° e 10°
dias A€ ENSAI0........ceeeiiiiiiiiiiiir e

xvi

147

147

148

149

149

150

151

151

152



FIGURA 5.20

FIGURA 5.21

FIGURA 5.22

FIGURA 5.23

FIGURA 5.24

FIGURA 5.25

FIGURA 5.26

FIGURA 5.27

FIGURA 5.28

FIGURA 5.29

FIGURA 5.30

FIGURA 5.31

Comparacao dos espectros de RMN 'H) dos extratos das
lagartas mortas tratadas com cedrelona vs controle durante
03°diade ensaio......ccceeeeeeiiiiiiii e
Ampliacao da regido 8H 8,5 a 5,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas mortas
tratadas com cedrelona vs controle durante o 3° dia de
ENSAI0. .. it

Comparacao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600
MHz) das lagartas mortas tratadas com cedrelona vs
controle durante o 7° dia de ensaio................ueeeevneeenniiinnnnnnnn.
Ampliacdo da regido 6H 8,3 a 5,7 ppm da comparagéo dos
extratos das lagartas mortas tratadas com cedrelona vs
controle durante o 7° dia de ensaio.............cc.eeevvveeeieninnnnnnnnnn.
Ampliacédo do espectro de COSY na regido de éH 4,30 a 0
ppm dos extratos das lagartas mortas em 7 dias de ensaio
tratadas com cedrelona............ccccoe oo
Ampliacdo do espectro de COSY na regido de 6H 8,0 a 5,5
ppm das lagartas mortas em 7 dias de ensaio tratadas com
CeArElONA......coiiiii e
Ampliagao da regido 6 7,50 a 6,00 ppm do espectro de RMN
TH da CeATEIONEA ().t et ee s
Espectro de correlagcdo heteronuclear 'H-*C (HSQC),
ampliacdo da regido 6 8,0 a 6,00 ppm das lagartas mortas
em 7 dias de ensaio tratadas com cedrelona.........................
Comparacgao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600
MHz) das lagartas tratadas com cedrelona vs controle
durante 0 10° dia de ensaio...........ccceeeeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeee,
Ampliacdo da regidao 6H 8,5 a 5,5 ppm da comparagéo dos
espectros de RMN 'H das lagartas tratadas com cedrelona
vs controle durante o 10° dia de ensaio............ccceeeeeeeeeeeeeenn.
Comparacgao dos espectros de RMN "H (D20 e MeOD; 600
MHz) das fezes das lagartas tratadas com cedrelona vs
fezes do controle ao 7° dia de ensaio..........cccceeeeeeeeiiieeeeen.l.
Ampliacdo da regidao 6H 8,5 a 5,5 ppm da dos extratos das
fezes das lagartas tratadas com cedrelona vs fezes do
controle ao 7° dia de €NSai0............eeuvevmeeiiniiieeie e

Xvii

153

154

155

155

157

158

158

159

160

160

161



FIGURA 5.32

FIGURA 5.33

FIGURA 5.34

FIGURA 5.35

FIGURA 5.36

FIGURA 5.37

FIGURA 5.38

FIGURA 5.39

FIGURA 5.40

FIGURA 5.41

FIGURA 5.42

FIGURA 5.43

FIGURA 5.44

Comparacao dos espectros de RMN 'H dos extratos das
fezes das lagartas tratadas com cedrelona vs fezes do
controle durante o 10° dia de ensaio..............eeevevveevennnnnnnnnn.
Ampliacao da regido 8H 9,0 a 5,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das fezes das lagartas
tratadas com cedrelona vs fezes do controle durante o 10°
dia de eNSAI0.....cccceeieiieiii
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 na concentragao de 10,0 ng/mL de cedrelona.....
Espectro de ions fragmentos para m/z 423,21484 referente
a massa monoisotdpica exata da cedrelona..........................
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 dos extratos de hemolinfa do tratamento com
CeArElONA......coiiieii e
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 dos extratos de hemolinfa do tratamento controle
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 dos extratos de intestino médio do tratamento
COM CEArelONA.......couveiii i
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 dos extratos de intestino médio do tratamento
[oTo] 0] (o) [V
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21464 dos extratos de fezes das lagartas alimentadas
(o7 ] g T ex=To [ =1 (o] o F= T
Espectro de ions fragmentos para m/z 423,21484 extraido
dos extratos das fezes com cedrelona.................cccceeevevvennnn.
Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,21484 dos extratos das fezes das lagartas controle sem
a presenga de cedrelonNa.......ccceeeeeeeeeeee e
Espectro de ions fragmentos para m/z 425,21295
encontrado para uma massa proxima da cedrelona porém
com massa monoisotopica distinta extraido dos extratos das
fezes CONtrole........coooiiii i
Ampliacdo do espectro de ions fragmentos para m/z
425,21295 encontrado para uma massa proxima da
cedrelona poréem com massa monoisotépica distinta
extraido dos extratos das fezes controle...........ccccceeeeeeeeennnnn.

XViil

162

162

163

164

165

166

167

167

168

169

169

170



FIGURA 5.45

FIGURA 5.46
FIGURA 5.47

FIGURA 5.48

FIGURA 5.49

FIGURA 5.50

FIGURA 5.51

FIGURA 5.52

FIGURA 5.53

FIGURA 5.54

FIGURA 5.55

FIGURA 5.56

FIGURA 5.57

FIGURA 5.58

Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 do padrao de referéncia...............ccccoeeeeeeeeeinnennnn.
Curva de calibracao por calibracdo externa de cedrelona......
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos das fezes de cinco lagartas
alimentadas com cedrelona.............cccceeeiiiiiiiiiie e
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 lagartas
alimentadas com dieta controle sem a presencga cedrelona...
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos da dieta enriquecida com cedrelona
de cinco lagartas diferentes (réplicas biolégicas)...................
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos da dieta controle sem a presenca de
cedrelona de cinco lagartas diferentes (réplicas biolégicas)..
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 das amostras referentes a lavagem dos tubos os

dos extratos das fezes de cinco

quais foram realizados o experimento de cinco lagartas
diferentes (réplicas bioldgicas)..........ccoveveeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 das amostras referentes a lavagem dos tubos os
quais foram realizados o experimento controle sem a
presenca da cedrelona de cinco lagartas diferentes (réplicas
DIOIOGICAS)...ceeeeeeieeeee e
Estruturas derivadas do limonoide cedrelona com suas
respectivas massas monoisotdpicas exatas...........cccccceeennen..
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos das fezes de S. frugiperda
alimentadas com cedrelona.............cccceeviiiiiiiiiiie s
Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da
banda em 3.70 referente ao possivel produto metabolizado..
Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da
banda em 4.84 eferente ao possivel produto metabolizado...

Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da
banda em 6.98 referente ao limonoide cedrelona...................
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z

423,2151 dos extratos de intestino médio de trés lagartas
diferentes alimentadas com cedrelona.............cccooeviiivneiennnnen

XiX

172
173

175

176

177

178

179

180

182

183

183

184

184



FIGURA 5.59

FIGURA 5.60

FIGURA 5.61

FIGURA 5.62

FIGURA 5.63

FIGURA 6.1

FIGURA 6.2

FIGURA 6.3

FIGURA 6.4

FIGURA 6.5

FIGURA 6.6

FIGURA 7.1

FIGURA 7.2

FIGURA 7.3

Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos de intestino médio de trés lagartas
diferentes controles............oooviviiiiiiiiiiii
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos de hemolinfa de trés lagartas
diferentes alimentadas com cedrelona (triplicatas bioldgicas)
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 dos extratos de hemolinfa de trés lagartas
diferentes alimentadas com dieta controle (triplicatas
DIOIOGICAS). ..
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 das amostras referentes a cabecga de trés lagartas
diferentes (triplicatas bioldgicas).............oevvvviviiiiiiiiiiiiiieeeenn,
Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z
423,2151 das amostras referentes a cabecga de trés lagartas
diferentes alimentadas com dieta controle (triplicatas
DIOIOGICAS). .
Enterococcus munditii isolados do trato digestivo de lagartas
de quinto instar de S. frugiperda.........................cccooiiiinnn
Espectro de massas MALDI-TOF-MS do isolado AC2 de
lagartas de S. frugiperda alimentadas com cedrelona............

Espectro de massas MALDI-TOF-MS do isolado AC4 de
lagartas de S. frugiperda alimentadas com cedrelona............
Espectro de massas MALDI-TOF-MS do isolado AS2 de
lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta controle......
Espectro de massas MALDI-TOF-MS do isolado AS4 de

lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta controle......
Identificagcdo microbiana para as bactérias isoladas de S.
frugiperda (Enterococcus mundtii)..............ccccceeeeeeeeeeeenennnnnns

Mecanismo reacional envolvido na detec¢do da atividade
anticolinesterasica pelo método de Ellman.............................
Substancias isoladas e submetidas ao ensaio de inibicao a

Efeito das substéancias isoladas de T. pallida, T. pallense T.

ciliatana inibicao frente a enzima acetilcolinesterase a 100
MM. (100% da atividade enzimatica)..........ccccvveeeeeeeeeeeiniiinnnns

XX

185

186

187

188

188

196

196

197

197

198

199

202

205



FLUXOGRAMA 3.1

FLUXOGRAMA 3.2

FLUXOGRAMA 3.3

FLUXOGRAMA 3.4

FLUXOGRAMA 3.5

FLUXOGRAMA 3.6

FLUXOGRAMA 3.7

FLUXOGRAMA 3.8

FLUXOGRAMA 3.9

FLUXOGRAMA 3.10

FLUXOGRAMA 3.11

FLUXOGRAMA 3.12

LISTA DE FLUXOGRAMAS

Metodologia de extracdo do limonoide cedrelona a
partir do caule de Toona ciliata...............cccccccccceecc..
Particao liquido-liquido dos extratos EtOH brutos de
T. pallida, To. ciliata e T. pallens................cccccuvuunn.....
Resumo do fracionamento da fragado EHCTC do
caule de To. ciliata.............cc.cccoeeeeieeeiiiiiiiiieieeeeeeas
Resumo do fracionamento da fragdo FAEERTC dos
ramos de T0. Ciliata...........cccoueuuieeeiiiiei
Resumo do fracionamento da fragdo FHEEFRTC
dos frutos de To. ciliata.............uueueeeeeniiiiiiiiiiieeeennn
Resumo do fracionamento da fragdo FAEEFTPD
das folhas de T. pallida...............cccooovvvviviiiiniiiiinnennnn,
Resumo do fracionamento da fragdo FHEEFTPD
das folhas de T. pallida...........ccccoveeeeeeeeeeeeieiaaeeeeeaee
Resumo do fracionamento da fragdo FDEERTPL
das folhas de T. pallens..............cccccoeeeiiiiiiiiiinninnnnn
Resumo do fracionamento da fragdo FHEERTPL
das folhas de T. pallens............cccccceveeiiiiiiiiiiiineeeen
Resumo do fracionamento da fragdo FDEEFTPL dos
ramos de T. pallens...........ccccceeeeiiiiiieiiiiee e
Resumo do fracionamento da fracdo FAEERTPL dos
ramos de T. pallens.” Substancia isolada também a
partir dos ramos de To. ciliata.............cccccceeeeeeeenennnn...
Resumo do fracionamento da fragdo FAEEFTPL das
folnas de T. pallens...........cccccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiiii,

xxi

26

28

30

31

32

33

34

35

36

37

39

43



ESQUEMA 5.1

ESQUEMA 5.2

ESQUEMA 5.3

ESQUEMA 5.4

ESQUEMA 5.5

LISTA DE ESQUEMAS

Procedimento experimental de extragdo das lagartas de S.
frugiperda em primeiro instar larval para estudos via

Experimento do metabolismo da cedrelona realizado com
lagartas de S. frugiperda no 5° instar usando dieta
enriquecida com o principio ativo............cccoeeeeeeeieieeeeiiieeiis
Experimento de dissecacdo das lagartas de Spodoptera
frugiperda no 5° instar e a coleta da hemolinfa, intestino
médio e das fezes excretadas, com réplicas biologicas para
cada tratamento.........ccceeieiiiiii
Extracdo da hemolinfa, intestino médio e das fezes para
analises via Linear ion trap - Orbitrap(LTQ Orbitrap
VIOS ™ ) e
Proposta de fragmentacdo para a cedrelona no modo
positivo de ionizagao utilizando a fonte de ionizagdo APCI...

XXii

130

132

133

134

164



RESUMO

“ESTUDO FITOQUIMICO E BIOATIVIDADE DE ESPECIES DE MELIACEAE
SOBRE Spodoptera frugiperda E ANALISES ESPECTROSCOPICAS DO INSETO
SOB A AGAO DA CEDRELONA” - Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:Noctuidae)
€ uma das principais pragas da cultura do milho podendo seu dano levar a redugao
na producdo agricola. A utilizacdo de inseticidas sintéticos tem sido o principal
método de controle para o inseto, porém, seu uso indiscriminado tem alterado a
selecdo de populagdes, além dos prejuizos a saude humana e ao meio ambiente.
Desta forma, o estudo de plantas inseticidas como ferramenta promissora no
controle de insetos pragas vem sendo estimulado. Bons resultados foram
conseguidos anteriormente com extratos de T. pallens, T. pallida e To. ciliata sobre
as larvas de S. frugiperda, porém nao ha estudos relacionados a metabolizagao pelo
inseto das substancias naturais provenientes destas espécies. Assim, os objetivos
deste trabalho foram: isolar e identificar metabdlitos secundarios de T. pallida, T.
pallens e To. ciliata para ensaia-los e simultaneamente entender como s&o
metabolizados pelas lagartas em diferentes estadios larvais. O estudo fitoquimico
proporcionou o isolamento e identificacdo de esteroides sitosterol, estigmasterol e
campesterol, os triterpenos damaradienol e 30-nor-metilenocicloartan-33-ol,
limonoides cedrelona e 23-hidrooxicedrelonelideo, cumarinas siderina, escopoletina
e 4-metdxi-5-metilcumarina, flavonoides catequina, epicatequina e galocatequina, 3-
indol-carbaldeido, acido protocatecuico, um nucleosideo 5'-inosil e uma purina
adenina. Os ensaios inseticidas por ingestao frente a S. frugiperda foram realizados
com os extratos brutos, fragcdes e substancias puras e os melhores resultados foram
provenientes das duas espécies de Trichilia, onde a fracdo dos ramos de T. pallens
levou a 100% de mortalidade larval. O estudo quimico da metabolizagdo do inseto
foi desenvolvido com o limonoide cedrelona, o qual se mostrou altamente ativo e
promissor. Com isso, no intuito de buscar entender como o inseto metaboliza este
principio ativo algumas estratégias foram utilizadas para detectar cedrelona em
larvas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo este limonoide. O
estudo das lagartas de 1° instar via Ressonancia Magnética Nuclear (600 MHz)
permitiu detectar cedrelona intacta nos extratos. As analises dos extratos das fezes
de S. frugiperda no quinto instar alimentadas por 5 e 24 horas com dieta enriquecida
em cedrelona via Espectometria de Massas (LTQ-Orbitrap Velos), demonstraram
que a via de metabolizacdo da cedrelona leva um tempo maior para ser ativada, pois
em 5 horas o limonoide foi excretado praticamente todo intacto nas fezes. Em 24
horas, o inseto metabolizou grande parte da cedrelona, sendo liberados nas fezes os
produtos do metabolismo e uma pequena quantidade de cedrelona intacta,
verificando valores abaixo de 500 ng quando foram quantificados. Na anadlise da
atividade metabdlica do inseto, observou-se aumento na taxa metabdlica relativa e
do custo metabdlico apdés a ingestdo do principio ativo, o qual pode estar
relacionado a tentativa de detoxificacdo do composto pelo inseto. O estudo da
microbiota associada a S. frugiperda via MALDI-TOF/MS possibilitou a identificagao
segura dos micro-organismos isolados dos tratamentos com cedrelona e controle em
nivel de género Enterococcus, sendo a espécie E. mundtii identificada para todos os
tratamentos. Esses micro-organismos podem estar associados na metabolizagdo de
cedrelona pelo inseto. Ainda neste trabalho foram realizados testes de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase na forma de screening para possiveis candidatos a
inseticidas naturais, sendo o melhor resultado observado para a cedrelona.
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ABSTRACT

" PHYTOCHEMICAL STUDY AND BIOACTIVITY OF MELIACEAE SPECIES ON
Spodoptera frugiperda AND SPECTROSCOPIC ANALYSIS OF INSECT UNDER
THE ACTION OF CEDRELONE " - Spodoptera frugiperda is a major pest of maize
and its damage may lead to reduction of agricultural production. The use of synthetic
insecticides has been the primary method of pest control, but their indiscriminate use
has has altered the selection of populations, as well as damage to human health and
environment.Thus, the study of insecticidal plants as a promising tool to control of
pest insects have been stimulated. Good results were obtained previously with
extracts of T. pallida, T. pallens and To. ciliata on larvae of S. frugiperda, but there
are no studies related to metabolization by the insect of natural substances derived
from these species. Therefore the goals of this study were to isolate and identify
secondary metabolites of T. pallida, T. pallens and To. ciliata to assay them, and to
understand how these compounds are metabolized by caterpillars at different larval
stages. The phytochemical study provided isolation and identification of steroids
sitosterol, stigmasterol and campesterol, triterpenes dammaradienol and 30-nor-
metilenocicloartan-33-ol, limonoids cedrelone and 23-hidrooxicedrelone, coumarins
siderin, scopoletin and 4-methoxy-5- methylcoumarin, flavonoids catechin,
epicatechin and gallocatechin, indole-3-carbaldehyde, protocatechuic acid, inosil 5'-
nucleoside and a purine adenine. Insecticides tests of ingestion against S. frugiperda
were performed with crude extracts, fractions and pure substances. The best results
were obtained from two species of Trichilia, where the branches fraction of T. pallens
led to 100% larval mortality. Chemical studies of the metabolism of the insect was
developed with the limonoid cedrelone, which was highly active. Thus, in order to
understand how insects metabolize this active principle, some strategies were used
to detect cedrelone in S. frugiperda larvae feeded with artificial diet containing this
limonoid. The study of 1st instar larvae by Nuclear Magnetic Resonance (600 MHz)
identified cedrelone intact in these extracts. The analysis of the extracts of the faeces
of the fifth instar S. frugiperda feeded at 5 and 24 hours with diet enriched in
cedrelone by Mass Spectrometry (LTQ-Orbitrap Velos), demonstrated that the
metabolization pathway of cedrelone takes a longer time to be activated, because in
5 hours the limonoid was almost totally excreted intact in the faeces. In 24 hours, the
insect metabolized a high amount of cedrelone, the metabolic products were
released in faeces and a small amount of intact cedrelone, observing values below
500 ng when it was quantified. In metabolic activity assays of the insect, we observed
an increase in relative metabolic rate and metabolic cost after ingestion of the active
ingredient, which may be related to the attempted detoxification of the compound by
the insect. The study of the microbiota associated with S. frugiperda by MALDI-
TOF/MS enabled the secure identification of micro-organisms isolated from
treatments cedrelone and control at genus Enterococcus, and the specie E. mundltii
was identified for all treatments. These micro-organisms seems to be associated with
metabolism of cedrelone by the insect. Furthermore in this work it were carried out
tests of inhibition of acetylcholinesterase enzyme in screening mode searching for
potential candidates for natural insecticides, with the best results observed for
cedrelone.
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Introdugéo

1- INTRODUGAO

1.1- Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), € considerada a principal praga da cultura do milho e
ocorre anualmente em areas tropicais e subtropicais. Desde 1797, este inseto é
relatado como causador de injurias em plantagées de milho do sul dos Estados
Unidos, Meéxico, Américas do Sul e Central (CARVALHO, 1970). Outras
monoculturas como as do feijdo, arroz, capinzais, cana-de-agucar, trigo, aveia,
cevada, alfafa, batata e hortalicas tém sido atacadas por esta praga polifaga
(GALLO et al., 2002; YU, 2003). Na cultura do milho, os danos desta espécie
consistem no ataque as folhas da planta raspando-as durante os 1° e 2° instares
larvais. A partir do 3° instar a lagarta penetra no cartucho do milho, perfurando as
folhas. O dano é variavel em funcédo da idade da planta e a redugdo maxima da
produgao é atingida quando a planta apresenta 8-10 folhas, ou seja, cerca de 40
dias apds o plantio (CRUZ et al., 1982). E comum encontrar apenas uma lagarta

desenvolvida por cartucho devido ao canibalismo (FIGURA 1.1).

FIGURA 1.1. A) Spodoptera frugiperda; B) Dano ocasionado na planta de milho; C)
Spodoptera frugiperda dentro do cartucho do milho. Fonte:

(http://www.opresenterural.com.br e http://www.castrolanda.coop.br, 2014).
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S. frugiperda caracteriza-se por apresentar um ciclo de vida composto
por quatro fases (ovo-lagarta-adulto-adulto), FIGURA 1.2. Inicialmente, as mariposas
fémeas colocam cerca de 50 a 300 ovos em massa, durante a noite, sobre as folhas
em camadas superpostas (CRUZ, 1995). Apds trés dias de incubacéao, eclodem as
lagartas e a duragdo do periodo larval varia de 12 a 30 dias, geralmente com seis
instares larvais. Os instares sao diferenciados em alteragdes de proporcdes do
corpo ou de numeros de segmentos (CROCOMO, 1983; CRUZ, 1995). Inicialmente,
as lagartas séo claras e posteriormente, tornam-se pardo-escuras, esverdeadas ou
mesmo pretas. Ao término do periodo larval, as lagartas penetram no solo, onde se
transformam em crisalidas de coloragdo avermelhada, medindo cerca de 15 mm de
comprimento (GALLO et al.,, 1988). Os adultos de S. frugiperda apresentam
longevidade de aproximadamente 10 dias a temperatura de 25 °C, umidade relativa
de 60 % e fotofase de 14 horas. O adulto € uma mariposa de coloragao cinza-escura
e 4 cm de envergadura. O periodo de duragdo das fases de ovo, de larva, de pupa e
de adulto completa-se em torno de 3, 25, 11 e 12 dias, respectivamente (GALLO et
al., 2002).

Fémea adulta de Macho adulto de
8. frugiperda 5. frugiperda

Postura S. frugiperda Larvas recém-edodidas Ultimo instar Pupa 5. frugiperda
de 8. frugiperda

FIGURA 1.2: Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda. Fonte:
(http://www.pragasarroz.xpg.com.br, 2014).

As dificuldades no controle desta praga tém aumentado,
principalmente, com a adogao de cultivo do milho "safrinha" e com o plantio de milho
durante o inverno em algumas localidades com infraestrutura de irrigacao. Como S.

frugiperda pode atacar o milho em qualquer época do ano, a frequencia e a
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intensidade de uso de inseticidas tém aumentado bastante nos ultimos anos e
fracassos no controle deste inseto com inseticidas tradicionais (piretréides,
organofosforados e carbamatos) tém sido periodicamente relatados (YU, 1991; YU
et al., 2003; DIEZ-RODRIGUEZ e OMOTO, 2001; SUMAN et al., 2010). A utilizagdo
de inseticidas sintéticos tem sido o principal método de controle de S. frugiperda em
milho comercial, porém, seu uso indiscriminado e incorreto tem aumentado o
numero de aplicagcdes e diminuido sua eficiéncia, principalmente devido a selecao
de populacdes de insetos resistentes.

S. frugiperda é uma importante praga agricola e estudos para entender
sua biologia, as interagées ecoquimicas e de identificacdo de genes e enzimas que
estdo envolvidas na metabolizagao de inseticidas pelo inseto tém sido realizados. Os
esforgos para entender sua biologia sédo limitados devido a auséncia da sua
informacao genética até agora (KAKUMANI et al., 2014). No entanto, os estudos que
vem sendo desenvolvidos a nivel biolégico e quimico podem beneficiar a
humanidade, melhorando a producdo de alimentos por meio do controle destas

espécies de pragas.

1.2- Produtos naturais: Alternativa no controle de insetos-pragas

As pesquisas envolvendo plantas inseticidas evoluiram muito nas
ultimas décadas em todos os continentes. Espécies botanicas sao tradicionalmente
usadas por populacdes de todos os continentes no controle de diversas doencgas e
pragas (NEWMAN et al., 2003; ISMAN e GRIENEISEN, 2014). Essas plantas podem
ser utilizadas diretamente no controle de insetos, através da aplicacdo de pds, 6leos
ou extratos brutos obtidos a partir de seus tecidos vegetais (BORGONI e
VENDRAMIM, 2003; 2005). As células de plantas e os tecidos contém barreiras
bioguimicas que sintetizam substancias toxicas para o agente bioldgico ou que criam
condi¢cdes inibidoras para o desenvolvimento do inseto (MUNOZ et al., 2013).
Atualmente, varias sdo as pesquisas envolvendo plantas inseticidas, com destaque
para espécies da familia Meliaceae, citando-se Azadirachta indica, comumente
conhecida por nim (FORIM, 2010; CHAGAS et al., 2010). Esta espécie vegetal tem
sido bastante estudada, sendo verificados efeitos promissores no controle de varias
pragas. O interesse por esta espécie deve-se a presenca do limonoide azadiractina

(FIGURA 1.3), cuja atividade sobre alguns insetos € comparavel a dos melhores
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inseticidas sintéticos encontrados no mercado (MARTINEZ, 2002). Atualmente,
alguns inseticidas disponiveis no mercado, como o, Agrofit® (MAPA, 2014),
Margosan-O® (VIEGAS JR., 2003) e o Azamax®, ambos contém a azadiractina
como componente principal. Os bons resultados verificados com o nim e a
azadiractina tém estimulado pesquisas com outras espécies vegetais de Meliaceae
(MATOS et al., 2006; OIIVEIRA et al., 2007; DEVAPPA et al., 2012; MUNOZ et al.,
2013).
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FIGURA 1.3: Estrutura do limonoide azadiractina.

Inseticidas sao substéncias utilizadas para matar, atrair e repelir
insetos, sendo sua descoberta, isolamento, sintese, avaliagdo toxicolégica e de
impacto ambiental um vasto topico de pesquisas no mundo inteiro e tem se
desenvolvido bastante nas ultimas décadas (GODFREY, 1994). A literatura mostra a
necessidade de se buscar novas substancias que oferecam o efetivo controle de
pragas, oferecendo maior seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econbémica e
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos com baixo impacto
ambiental.

O uso de inseticidas consome, mundialmente, valores da ordem de
bilhdes de ddlares na tentativa de controlar insetos. Os produtos naturais inseticidas
foram muito utilizados até a década de 40, quando os produtos sintéticos passaram
a ganhar espago a partir da Il Guerra Mundial, devido a pesquisas em produtos
biocidas (VIEGAS Jr., 2003).

O interesse em aplicar metabdlitos secundarios de plantas no manejo
integrado de pragas é crescente, ja que estes podem reduzir o custo de produgéo da
lavoura, os riscos ambientais e a dependéncia aos inseticidas sintéticos (SINGH et
al., 1997). Outra razéo para o interesse crescente em fitotoxinas é a ampla gama de

novos sitios de acdo nos organismos alvo. Mesmo que os produtos naturais nao
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sejam disponiveis para comercializacdo, eles podem indicar caminhos para a
sintese de novos produtos (DUKE et al., 2000).

1.3- Mecanismo de agao dos inseticidas

Mecanismos de acdo sado processos bioquimicos pelos quais
inseticidas interagem com o seu alvo, causando alteracbes em processos
fisiolégicos normais da praga alvo que se expressam na forma de toxicidade e
incapacidade de sobrevivéncia. Atualmente, existem inseticidas que interagem com
alvos especificos no sistema nervoso central (neurotdxicos), no processo bioquimico
de sintese de quitina e no sistema enddcrino (reguladores de crescimento),
inseticidas que interferem no metabolismo, além de outros como os fagodeterrentes.

Muitos insetos tém a capacidade de se alimentarem de plantas que
contém substancias toxicas, sem serem prejudicados utilizando, principalmente,
mecanismos enzimaticos para inativagcdo dos principios ativos ou evitando os
estagios e as partes da planta onde as substancias estejam presentes em maior
concentracdo (CORREA e SALGADO, 2011). Nestes casos, devem-se utilizar
extratos com tais substancias em maior concentracdo, inibindo a alimentacao
desses insetos ou prejudicando-os apds a ingestdo (COSTA et al.,, 2004). Ha,
também, os inseticidas que atuam como agente antialimentar, impedindo que os
insetos iniciem a alimentagao, causando morte por inanicdo. As substancias que
atuam por ingestdo, penetram no organismo por via oral, que € uma forma
especifica de atuacao, restrita a insetos herbivoros, apresentando pouca toxicidade
a humanos (MENEZES, 2005).

Alguns mecanismos atuam em alguns érgdos ou moléculas alvo,
dificultando o crescimento e o desenvolvimento, interferindo no metabolismo celular
(MENEZES, 2005). Dependendo da concentragdo utilizada, alguns metabdlitos
podem reduzir a viabilidade de ovos, ninfas, larvas e pupas, interferindo sobre a
reproducéo dos insetos (COSTA et al., 2004). Outros mecanismos estao associados
ao bloqueio da neurotransmissdo. Algumas substancias inseticidas agem
rapidamente paralisando e matando os artropodes por interromperem o transporte
de ions sédio e potassio nas membranas de células nervosas, bloqueando a

neurotransmissao ao longo do axoénio e da sinapse (BOWMAN, 2006).
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Quando os inseticidas reduzem a alimentagédo do inseto pela atuagéo
nos quimiorreceptores sdo chamados fagodeterrentes, os quais nao incluem as
substancias que reduzem a alimentacdo apds ingestdo e absorcdo por acdo do
sistema nervoso central e subletal (ISMAN et al., 1996). Existe a fagodeterréncia
primaria, quando a substancia afeta a alimentagédo agindo nos quimiorreceptores e a
fagodeterréncia secundaria quando o inseto ingere o composto, causando efeitos
toxicos secundarios como disturbios hormonais/sistemas fisiolégicos ou mesmo na
inibicdo de enzimas digestivas (ISMAN, 2002). Ha varios inseticidas naturais que
atuam como fagodeterrentes, por exemplo, a azadiractina que atua pela agado dos
quimiorreceptores, mas também causa efeitos secundarios apdés a ingestdo
(MORDUE (LUNTZ) e BLACKWELL, 1993). A deterréncia esta associado a
mecanismos sensoriais e causa redugao do consumo de alimento, provocando
deficiéncia nutricional. A falta de nutrientes, por sua vez, pode ocasionar atraso no
desenvolvimento ou deformacgdes, tornando a praga também mais suscetivel ao
ataque de inimigos naturais (MORDUE (LUNTZ) e NISBET, 2000).

A grande variedade de substancias presentes na natureza continua
sendo o0 enorme atrativo na area de controle de insetos, principalmente levando-se
em consideracdo que apenas pequena parcela destas plantas foi investigada em

seus mecanismos de agao especificos.

1.4 - Resisténcia aos inseticidas

A resisténcia é definida pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como a habilidade de uma populagédo de insetos tolerar uma dose de inseticida que,
em condicdes normais, causaria sua morte. A resisténcia — dita fisiolégica — € uma
caracteristica genética. Desse modo, populagdes de insetos, acaros e outros
artropodes podem, naturalmente, apresentar uma propor¢do de individuos que
tenham alelos que lhes confiram resisténcia a um determinado produto quimico.
Formas resistentes podem surgir como resultado do uso persistente de pesticidas
que matam individuos com alelos suscetiveis e ndo matam aqueles que possuam
alelos resistentes (BRAGA e VALLE, 2007). Com isso, um determinado numero de
individuos possui caracteristicas que permitem sua sobrevivéncia sob doses de
inseticidas que normalmente levaria a morte. O inseticida ndo produz uma alteracao

genética, porém seu uso intenso e continuado, entretanto, pode selecionar
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individuos resistentes a ele. Apesar dos varios estudos relatados sobre a resisténcia,
0 numero de mecanismos envolvidos € bastante pequeno e inclui diminui¢do da taxa
de penetracdo pela cuticula, detoxificagdo metabdlica aumentada e diminuicdo da
sensibilidade do sitio-alvo. Todos esses mecanismos sao inespecificos e,
geralmente, conferem resisténcia cruzada a outro inseticida estruturalmente
relacionado (FERRARI, 1996; BRAGA e VALLE, 2007).

1.4.1- Reducgao na taxa de penetracao do inseticida

Reducdo na taxa de penetracdo quando comparado com outros
mecanismos € considerado de importancia secundaria por conferir um baixo nivel
de resisténcia (OPPENOORTH, 1985; BRAGA e VALLE, 2007). Nao obstante, em
combinacdo com outros mecanismos, pode resultar em um incremento da
resisténcia. A base bioquimica da reducido na taxa de penetracdo de um inseticida
nao esta clara, embora tenha sido proposto que a composi¢cdo protéica do

tegumento tenha papel relevante.

1.4.2 - Resisténcia metabolica

A resisténcia pode ser decorrente do aumento da capacidade de
metabolizacao de inseticidas, que leva a formacido de produtos menos toxicos. O
incremento do metabolismo pode ser o resultado de alteragdo, seja da enzima
existente tornando-a mais eficaz na degradagdo dos inseticidas, seja dos
mecanismos reguladores que aumentam a produgao das enzimas ja disponiveis em
insetos suscetiveis, embora em quantidades muito pequenas (FERRARI, 1996;
BROGDON et al., 1998; BRAGA e VALLE, 2007). As principais enzimas envolvidas
em metabolismo de xenobidticos podem ser divididas em enzimas de Fase | e
enzimas de Fase Il. As enzimas de Fase | reconhecem e atuam diretamente sobre o
composto exdgeno, introduzindo um grupo polar reativo na molécula, o que da
origem a substrato para as enzimas de Fase Il. A detoxificagdo que contribui para a
resisténcia a inseticidas ¢é realizada por enzimas de Fase |, como as
monooxigenases e esterases, ou de Fase Il, caso das glutationa S-transferases
(SCHOONHOVEN et al., 2005; BRAGA e VALLE, 2007; CHANINE e O’'DONNEL,
2011).
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1.4.3 - Alteracgao do sitio-alvo

A maioria dos inseticidas atua no sistema nervoso central em diferentes
sitios alvo. A resisténcia de uma populacdo de insetos pode ser decorrente de
alteracao desses sitios de forma a impedir ou dificultar a ligagdo com o inseticida
(BRAGA e VALLE, 2007). Os principais sitios-alvo sdo a enzima acetilcolinesterase,
os canais de sodio no qual a ligagdo com inseticidas os mantém na conformagao
aberta e, consequentemente, ha propagacao continua do impulso nervoso, podendo
levar o inseto a morte, além dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA)
em que os inseticidas impedem a entrada de ions cloro para o meio intracelular
provocando a emissao de impulsos espontaneos que levam a contragdo muscular,
convulsdes, paralisia e morte (CLARK et al., 1984; WARE, 2000).

1.4.3.1 - Acetilcolinesterase (AChE)

Acetilcolinesterase é o sitio-alvo de organofosforados e carbamatos
(HEMINGWAY et al., 2000). O modo de acdao de muitos pesticidas sintéticos,
incluindo organofosforados e carbamatos, € a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE). Ambos os tipos de inseticidas inibem esta enzima, causando a
hiperestimulacao dos neurbnios, o que leva a espasmos musculares rapidos,
convulsdes e a morte do inseto (YU, 2008). Além destes grupos de inseticidas, uma
variedade de compostos terpenoides também demonstrou inibir a AChE
(HOUGHTON et al.,, 2006). Nestes casos, a resisténcia esta relacionada com
afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que permite a interrup¢do normal — ou
quase - do estimulo nervoso (FERRARI, 1996; FFRENCH-CONSTANT et al., 1998;
HEMINGWAY et al., 2000). Essa enzima € a responsavel pela degradagédo de
acetilcolina, neurotransmissor que, presente na fenda sindptica, promove a
propagac¢ao do impulso nervoso, uma vez que provoca a abertura de canais de
sédio na célula pés-sinaptica. Em situagcdo normal, apds a cessacéo do estimulo, a
acetilcolina é removida por recaptagdo ou por degradagcdo enzimatica, sendo a
acetilcolinesterase a enzima responsavel (BRAGA e VALLE, 2007).

As enzimas colinesterases sdo encontradas em diversos tecidos e em
todos os vertebrados e invertebrados. No sistema nervoso central dos insetos

(FIGURA 1.2) constituido por cérebro, ganglios subesofagianos (constituido de
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glandulas salivares) e cadeia nervosa ventral (glandulas toracicas e abdominais), as

sinapses ocorrem através do neurotransmissor acetilcolina.

\
\
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ganglios

cadeia nervosa ventral

FIGURA 14. Sistema nervoso central do inseto. Fonte:

(http://marcosfilgueira.wikidot.com/sistema-nervoso-dos-insetos, 2012).

1.5 - Interagoes inseto-planta

As plantas produzem uma variedade de compostos para se
defenderem de herbivoros artropodes (MAAG, 2014). Estes metabdlitos podem
funcionar como inibidores de alimentacao, repelentes, ou toxinas (GATEHOUSE,
2002; HOWE e JANDER, 2008), servindo como defesas da planta. Uma parte
destes metabdlitos sdo atribuidos as suas interagdes com os herbivoros, assim,
apresentam alguns mecanismos de defesa tais como rompimento do controle
hormonal de processos de desenvolvimento, rompimento da membrana, inibicdo de
transporte ou sinal de transducao e alteracdes metabdlicas.

Os insetos vém desenvolvendo diversos mecanismos de defesa diante
do acervo de metabdlitos secundarios cada vez mais complexos, com isso, eles
estdo se especializando e desenvolvendo vias metabdlicas alternativas como
mecanismos especificos de defesa (ARNASON e BERNARDS, 2010).

Alguns dos mecanismos desenvolvidos pelos herbivoros adaptados
sdo: excrecao mais rapida das toxinas; evitar as defesas da planta alimentando-se
apenas das partes da planta que contém quantidades minimas dos metabdlitos;
destoxificar os metabdlitos vegetais através de vias metabdlitas ou com a ajuda de
micro-organismos endossimbioticos; tolerar os metabdlitos; acumular e concentrar
em partes especificas do corpo do inseto e assim, modificar esses metabdlitos para
o seu proprio beneficio (OPTIZ & MULLER, 2009).

Os insetos fito6fagos tém de lidar com essas defesas e, assim eles tém
se especializado a uma familia ou um género de plantas as quais apresentam
compostos de defesa estruturalmente semelhante. Essas relagdes entre plantas e
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seus insetos associados € chamada de “corrida quimica armamentista”, ou seja,
uma reciprocidade de respostas seletivas as defesas (BERENBAUM, 2009). Porém,
estas interacdes entre insetos especialistas e metabdlitos secundarios ainda ndo séo
muito bem compreendidas. Lepiddpteros especialistas de plantas contendo
glicosinolatos como a Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae), a borboleta branca da
couve, contornam a formagao de isotiocianatos toxicos com particulares adaptacdes
bioquimicas. As lagartas dessa espécie possuem no intestino uma proteina
especifica (NSP) que reorienta a hidrélise de glicosinolatos para nitrilas que sao
menos téxicas e sdo excretados com as fezes (WITTSTOCK et al.,, 2004;
SCHRAMM et al., 2012).

A importancia das classes dos metabdlitos secundarios para a escolha
de plantas hospedeiras tem sido estabelecida para diversos grupos de lepiddpteros,
gue se alimentam de um tipo especifico de planta. Insetos especificos sequestram
um tipo especifico de metabdlito, apesar da planta apresentar diversos tipos de
classes de metabdlitos secundarios. Com o sequestro, estes insetos se tornam
impalataveis aos predadores, e assim, podem também ser utilizados para acéo
antimicrobiana, comunicacdo intra-especifica ou metabolizados como feromdnios
sexuais (NISHIDA, 2002).

1.6 - Simbiontes associados a insetos

Os insetos sdo o0 maior grupo onde sdo encontrados micro-organismos
simbiontes. A simbiose entre o inseto e o micro-organismo endossimbidntico
contribui para a desintoxicagdo e/ou promove o desenvolvimento de resisténcia
contra inseticidas no inseto (WERREN, 2012; KIKUCHI et al., 2012). Em muitos
casos, endossimbiontes associados a insetos pragas podem agir na defesa indireta
do inseto contra inimigos naturais, além de desempenharam importante fungéo na
evolucao da herbivoria, em relacdo a sua fungao na detoxificacdo de metabdlitos
secundarios produzidos pela planta hospedeira. A partir da habilidade demonstrada
de metabolizagdo de inseticidas, ha relatos na literatura de que a microbiota
intestinal se adapta a presenca de metabdlitos toxicos da dieta, sendo bastante
distinta entre individuos suscetiveis e resistentes.

A capacidade da microbiota associada a insetos em participar de

processos de metabolizagdo de compostos xenobidticos € relevante por dois
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motivos: 1) a atuagdo da microbiota simbionte na degradacdo de compostos
xenobiodticos pode participar ativamente do processo de desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas; 2) trata-se de um nicho seletivo para o isolamento de
microbiota capaz de degradar pesticidas, podendo ser utilizada diretamente na
descontaminagao de areas de interesse, ou servir como fonte para o isolamento e
identificacdo de enzimas que possam entao ser exploradas para a mesma finalidade
(ALMEIDA, 2013; DUA et al., 2002; ALCADE et al., 2006).

Alteragdes na composicdo da microbiota quando o hospedeiro é
exposto a compostos toxicos indica a possibilidade de que os micro-organismos
associados sejam selecionados, apontando para a possibilidade de selecdo de
micro-organismos com capacidade de metabolizacdo de tais compostos. Neste
contexto, estudos relacionados tém despertado interesse na comunidade cientifica
quanto a exploragdo de simbiontes associados a insetos para o desenvolvimento de

novas estratégias de controle de insetos-pragas (ALMEIDA, 2013).

1.7 - O género Trichilia e a bioatividade de Trichilia spp. sobre

Spodoptera frugiperda

O género Trichilia (Meliaceae) € composto por cerca de 419 espécies
qgue sao conhecidas por possuirem atividades biolégicas e farmacoldgicas. Espécies
deste género sdao exemplos de plantas inseticidas, as quais trazem a vantagem de
serem bastante abundantes nas regides tropicais da América (NAKATANI et al.,
1981; PENNIGTON, 1981).

Trichilia, além de apresentar compostos com atividade inseticida
conhecida (triquilinas), € um género que apresenta riqueza em limonoides de
diversos tipos, como a heudebolina com anel C-seco, o qual foi isolado de Trichilia
heudelotii (ADESIDA et al., 1973). Limonoides deste tipo sdo os mais ativos contra
insetos. Além dos limonoides, outros tipos de substancias tém sido isolados de
espécies de Trichilia como esteroides, triterpenos do tipo cicloartano e tirucalano,
protolimonoides e seus derivados glicosilados, sesquiterpenos, lignanas, y-lactonas,
cumarinas, acidos w-fenil alcandicos e alcendicos (MATOS, 2006; NEBO, 2010).

Diversos trabalhos comprovando a atividade inseticida de Trichilia spp.
sobre S. frugiperda tém sido realizados. MIKOLAJCZAK e REED (1987) realizaram

um dos primeiros trabalhos testando a atividade inseticida do género Trichilia sobre
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S. frugiperda. Os extratos etandlicos testados de T. pallida, T. connoroides, T.
prieureana, T. roka e T. triphyllaria causaram mortalidade igual ou superior a 80%
das lagartas, sendo que apenas a ultima espécie nao afetou a sobrevivéncia do
inseto. ROEL (1998) avaliou a atividade inseticida de diversos extratos organicos de
T. pallida, sendo a fragao em acetato de etila considerada uma das mais eficientes.
A avaliagcéo de extratos organicos das folhas, ramos e frutos de T. claussenii e dos
frutos de T. catigua, T. elegans foram avaliados sobre S. frugiperda e os extratos
hexanico e metandlico de folhas e o hexanico de ramos da primeira espécie foram
os mais eficientes, apresentando alta taxa de mortalidade larval superior a 60,0%
(MATOS et al., 2006). Dentre os frutos, os melhores resultados foram apresentados
pelos extratos hexanico e metandlico de T. elegans, com mortalidade larval de
100,0% (MATOS et. al.,, 2009). ROCHA (2004) avaliou a bioatividade sobre S.
frugiperda de extratos hexanico e metandlico de folhas e galhos, hexanico,
diclorometanico e metandlico dos frutos de T. pallida e algumas das substancias
isoladas da espécie. Os extratos metandlico dos galhos e diclorometanico dos frutos
foram os que apresentaram maiores mortalidades quando incorporados a dieta
artificial, de 100 e 84 %, respectivamente. Os flavonoides quercetina e quercetrina
isolados do extrato metandlico das folhas de T. pallida causaram mortalidades de 78
e 85%, respectivamente, a 100 ppm. Ja os limonoides gedunina, 7-
desacetilgedunina e limonina isolados do extrato diclorometanico dos frutos de T.
pallida, foram bastante ativos, causando mortalidades de 69, 78 e 82%,
respectivamente, a 100 ppm. NEBO et al. (2010) avaliaram a bioatividade de
extratos organicos e dos constituintes quimicos dos frutos de T. claussenii sobre S.
frugiperda quando incorporados em dieta artificial, e os extratos metandlicos foram
0s que apresentaram a maior eficiéncia, com mortalidade de 64 %, enquanto o
conjunto dos acidos w-fenil alcanoicos e alquenoicos isolados apresentaram 73,3 %
de mortalidade.

Os extratos de algumas espécies de Trichilia foram avaliados sobre o
substrato vegetal (folhas de milho). ROEL (2006) avaliou o efeito residual do extrato
acetato de etila de T. pallida pulverizado na concentracdo de 2% em plantas de
milho cultivadas em casa de vegetagao, e as suas folhas utilizadas na alimentagao
das lagartas de S. frugiperda. O extrato em acetato de etila de folhas (com ramos)
de T. pallida apresentou mortalidade de 83,3% quando pulverizado em folhas de

milho, apresentando atraso no desenvolvimento tanto em lagartas recém-eclodidas
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como naquelas alimentadas a partir dos 10 dias de idade, sendo os efeitos mais
pronunciados nas lagartas mais jovens. ROEL (2000b) avaliou o efeito de diferentes
concentragdes (massa/volume) do extrato acetato de etila de folhas e ramos de T.
pallida em condicbes de laboratério usando folhas de milho imersas nessas
solugdes. Estes extratos impregnados em folhas de milho, causaram mortalidade
larval de 100% em S. frugiperda em concentragao igual ou superior a 0,05%. ROEL
(2000a) também avaliou nas mesmas condi¢cdes destas mesmas partes vegetais, os
extratos acetbnico e metandlico nas concentragoes de 0,008 a 1% impregnados em
folhas de milho, constatando-se, com base na mortalidade larval até os 10 dias, que
os extratos acetdnico de folhas e de ramos e o metandlico de ramos, apresentaram
maior atividade que o metandlico de folhas.

Em relacdo as fragbes mais polares, VILLAR et al. (1990)
comprovaram a reducao significativa no dano causado a cultura do milho pela praga
com aplicagdes de extratos aquosos de T. americana e T. havanensis. RODRIGUEZ
(1995) avaliou a bioatividade de extratos aquosos de meliaceas sobre lagartas de S.
frugiperda alimentadas com dieta tratada. A maior eficiéncia foi obtida com extratos
aquosos a 5% de caules e de folhas de T. pallida, que causaram 100% de
mortalidade larval; a sobrevivéncia do inseto, entretanto, ndo foi afetada com os
extratos a 1%. Avaliando o efeito de extratos aquosos adicionados a dieta artificial,
na concentragéo de 1%, RODRIGUEZ e VENDRAMIM (1996, 1997) ndo observaram
efeito de folhas e caules (ramos) de quatro espécies de Trichilia (T. elegans, T.
clausseni, T. casaretti e T. catigua) sobre a viabilidade larval de S. frugiperda.
TORRECILLAS et al. (2001) confirmou a bioatividade do extrato aquoso de T. pallida
quando o mesmo foi aplicado em folhas de milho oferecidas as lagartas. Foi avaliado
o desenvolvimento e a sobrevivéncia de S. frugiperda criada em folhas de dois
gendtipos de milho (o padrao comercial C 901 e o resistente CMS 23) tratados com
extratos aquosos (0,1 e 1%) de ramos da planta inseticida T. pallida. O extrato de
ramos de T. pallida a concentracdo de 1% apresentou forte atividade inseticida,
matando todas as lagartas de S. frugiperda nos dois gendtipos antes que elas
atingissem 10 dias de idade.

BORGONI et al. (2003) avaliaram a eficiéncia de extratos aquosos de
ramos e folhas de seis espécies de Trichilia (T. casaretti, T. catigua, T. clausseni, T.
elegans, T. pallens e T. pallida), em comparacdo com extrato aquoso de sementes

de Azadirachta indica (nim) sobre S. frugiperda em condi¢des de laboratério. Dentre
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os extratos aquosos de folhas das seis espécies de Trichilia testadas a 5%
(peso/volume), apenas o de T. pallens causou mortalidade das lagartas de S.
frugiperda. Nesse tratamento, a mortalidade, no 5° dia, atingiu 98,7%, mesmo valor
registrado com o extrato de sementes de nim, incluido no presente trabalho como
padrao de eficiéncia. Dentre os extratos aquosos de ramos das seis espécies de
Trichilia testados, o maior efeito foi obtido com T. pallens e T. pallida, cujos extratos
causaram mortalidade de 48,9% e 39,5%, respectivamente, superando os valores
obtidos com as demais espécies. No geral os extratos de ramos de T. pallens, ramos
e folhas de T. pallida, embora menos eficientes, também reduziram a sobrevivéncia
e o0 peso larval de S. frugiperda. BORGONI et al. (2005) avaliaram o efeito de
extratos aquosos de ramos e folhas de seis espécies de Trichilia (T. casaretti, T.
catigua, T. clausseni, T. elegans, T. pallens e T. pallida), sobre o desenvolvimento
de S. frugiperda quando folhas de milho foram imersas em uma solugdo a 1%
desses extratos e oferecidas a lagartas de primeiro instar. Os resultados indicaram
gue os extratos de ramos de T. pallida e de folhas de T. pallens foram os mais
eficientes, dentre as seis espécies de Trichilia testadas, embora os extratos de
folhas de T. pallida, T. catigua, T. casaretti e T. elegans e os extratos de ramos de T.
clausseni e T. pallens também tenham afetado o desenvolvimento do inseto. Estes
resultados vém confirmando a bioatividade dos extratos de T. pallida e T. pallens
sobre S. frugiperda.

1.8 - Trichilia pallida

Trichilia pallida Swartz € uma arvore ou arvoreta de 3-8 metros,
popularmente  conhecida como baga-de-morcego (SC), catigua (SC/PR/SP),
catigua-graudo (PR), tauva (PR) e amesca (MG). Ela é amplamente distribuida no
Brasil desde a Amazdnia até o Estado de Santa Catarina, contudo também ocorre
no nordeste brasileiro e no Rio Grande do Sul. Floresce de janeiro a junho e

apresenta frutos maduros a partir de maio (PATRICIO et. al., 2005).
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FIGURA 1.5: Trichilia pallida. Em destaque folhas compostas e frutos. Fonte:

(http://picasaweb.google.com/investigaciongolfito/Meliaceae, 2012).

Estudos quanto a bioatividade de extratos e compostos isolados de T.
pallida (FIGURA 1.6) frente as lagartas de S. frugiperda comprovaram o potencial
inseticida da espécie (RODRIGUEZ e VENDRAMIM, 1996a; 1997b; BORGONI e
VENDRAMIM (2003; 2005); ROEL (1998; 2000a; 2000b; 2006; ROCHA, 2004).
Porém, nao se conhece o efeito topico destes extratos e substancias puras sobre as

larvas de S. frugiperda, assim como a metabolizagéo pelo inseto.

C
8]
o =

7-desacetilgedunina Limonina

Quercetina

Quercetrina

FIGURA 1.6. Limonoides e flavonoides isolados de T. pallida os quais apresentaram
efeito sobre S. frugiperda quando incorporados em dieta artificial (ROCHA, 2004).
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1.9 - Trichilia pallens

Trichilia pallens é uma arvore ou arvoreta de 3-6 metros. No Brasil sua
distribuicdo geogréafica ocorre nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Ela é conhecida popularmente
como catigua (PR), guaca (PR), baga-de-morcego (SC), arco-de-peneira (SC/RS).

Suas arvores florescem o ano todo (PATRICIO et. al., 2005).

FIGURA 1.7: Trichilia pallens. Em destaque folhas e frutos (verdes e maduros).

Fonte: (http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars, 2012).

Os principios ativos de T. pallens responsaveis pela atividade em
reduzir a sobrevivéncia e o peso larval de S. frugiperda ndo sao conhecidos
(BORGONI et. al., 2003; 2005). Esses dados sugerem que o isolamento e a
identificacdo dos principios ativos de T. pallens é extremamente relevante, uma vez

qgue nao ha relatos na literatura para o estudo do perfil quimico desta espécie.

1.10 - Toona ciliata

O cedro australiano (Toona ciliata M. Roemer) também pertence a
familia Meliaceae, sendo encontrado na india e Malasia até o Norte da Australia. E
uma arvore decidua, de grande porte, atingindo 20 m de altura e 1,2 m de
circunferéncia nos plantios encontrados no Brasil (FIGURA 1.8). Possui folhas
alternadas, pecioladas e paripenadas. O florescimento ocorre entre setembro e
novembro e a frutificagdo ocorre entre janeiro e margco. No Brasil, ela é
frequentemente encontrada no sul da Bahia e em toda regidao sudeste (SOUZA et
al., 2010).
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s

FIGURA 1.8 - Tooha ciliata. Em destaque arvore adulta, folhas, ramos, flores e
frutos. Fonte: (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Toona_ciliata;

http://www.saveourwaterwaysnow.com, 2012).

SILVA et al. (1999) relataram testes de inibicdo do crescimento de
larvas de S. frugiperda usando varios compostos de To. ciliata em dieta artificial.
Neste trabalho, cedrelona, siderina, odoratol, gedunina, toonacilina, 11-
desacetoxitoonacilina, 6a-acetoxi-14pB-15B-epoxiazadirona, [-sitosterol, a e pB-
amirina esterificados e um cicloartano foram avaliados, sendo o limonoide cedrelona
e o triterpeno cicloeucalenol, os que apresentaram uma concentracao eficaz para
50% de inibicdo do crescimento das larvas de S. frugiperda em 5,2 ppm e 7,7 ppm,
respectivamente (FIGURA 1.9).

Vérios trabalhos comprovaram as atividades inseticida, antialimentar e
inibidora do crescimento de insetos pelo limonoide cedrelona. KOUL (1983)
observou redugao no crescimento de Spodoptera litura com cedrelona a 0,1%.
KUBO et al. (1986) também observaram redugao do crescimento dos lepidopteros S.
frugiperda, Heliothis zea Boddie e Pectinophora gossypiella (Saunders) na presencga
da cedrelona. ARNASON et al. (1987) verificaram que os limonoides antotecol e
cedrelona, de Khaya anthotheca (Welw.) C. DC. e de To. ciliata, respectivamente,
causaram efeito pronunciado sobre o desenvolvimento de Ostrinia nubilalis Hibner
(Lepidoptera: Pyralidae), resultando em lagartas com menor massa em relagao ao
controle, prolongando a duracdo do estagio larval e aumentando a mortalidade.
Neste mesmo trabalho, foi verificado a redug¢ao na eficiéncia de ingestao e digestao,
sugerindo a interferéncia destes compostos no metabolismo do inseto. KOUL e

ISMAN (1992) realizaram experimentos de analise nutricional com as lagartas
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Peridroma saucia e Mamestra configurata (Lepidoptera: Noctuidae) na presencga de
cedrelona por ingestdo em dieta tratada, acdo topica e administracdo via ingestio.
Com isso, os autores verificaram que tanto no teste de ingestdao quanto na aplicacao
tépica, houve reducdo na conversao do alimento ingerido e na digestédo, assim como

foi observada a deterréncia alimentar.

(0]

L,

- OH
cedrelona - cicloeucalenol
ECso= 5.2 p.p.m ECso= 7.7 p.p.m

FIGURA 1.9: Valores da concentragdo efetiva para cedrelona e cicloeucalenol

isoladas de To. ciliata a 50 % de inibicao do crescimento de S. frugiperda.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral: Investigar a quimica e a bioatividade de espécies de
Meliaceae e buscar entender o mecanismo de metabolizacdo do limonoide
cedrelona sobre S. frugiperda utilizando-se de técnicas espectroscopicas de alta

resolugao.

2.2 - Objetivos especificos:

v’ Isolar e identificar os compostos presentes nos extratos de folhas e
ramos de Trichilia pallida e T. pallens; e ramos, folhas e frutos de Toona ciliata;

v' Ensaiar os extratos etandlicos, fragoes e substancias isoladas sobre
as lagartas de S. frugiperda por meio de incorporagao em dieta artificial;

v’ Isolar em maior quantidade cedrelona de To. ciliata;

v Realizar o estudo quimico via Ressonancia Magnética Nuclear (600
MHz) e Espectometria de Massas de Alta Resolugdo acoplada a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia das lagartas de S. frugiperda em diferentes estadios de
desenvolvimento, visando entender o mecanismo de metabolizagdo da cedrelona
qguando administrada em dieta artificial;

v Propor o papel da microbiota associada a S. frugiperda na presencga
de cedrelona e verificar sua contribuicdo no processo de metabolizagao;

v Avaliar a agdo das substancias isoladas na inibicdo da atividade da

acetilcolinesterase utilizando o método colorimétrico de Ellman.
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3 - ESTUDO FITOQUIMICO DAS ESPECIES DE Trichilia pallida, T.

pallens e Toona ciliata

Os procedimentos para o estudo fitoquimico deste trabalho como a
preparagdo dos extratos vegetais, fracionamentos, isolamento e identificagao
estrutural das substancias foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Produtos

Naturais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&do Carlos.

3.1 - Procedimentos Experimentais

3.1.1 — Material e Métodos

3.1.1.1 - Materiais Cromatograficos

+ Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), utilizando folhas de

aluminio com silica gel 60 F2s4, com 0,2 mm de didmetro (Merck®);

+ Cromatografia por adsorgao:
¢ Cromatografia em coluna (CC), utilizando como fase estacionaria: Silica gel
60, 70-230 mesh e 230-400 mesh, da Merck®;

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) - modo reverso: coluna
Gemini C-18 [preparativa (10 ym, 25,0 x 1,0 cm) e analitica (10 pym; 25,0 x
0,46 cm)]; modo normal: coluna Shodex® (Asahipack GS-310 21 G/ éalcool
polivinilico/ 500 x 15 mm; 5 pm);

e Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando como fase estacionaria: coluna DB-5® (95% Poli(dimetil siloxano) e
5% fenil-metil siloxano /30m x 0,25 mm x 0,25 um).

o Cromatografia por exclusdo: cromatografia em coluna, utilizando com fase

estacionaria: Sephadex LH-20 (hidroxipropilado, dextrano reticulado), da

Amersham Pharmacia Biotech AB®.
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3.1.1.2 - Solventes

% Solventes comerciais MERCK®, SINTH®, VETEC®, LABSYNTH® e solventes
destilados na sala de destilacdo do Departamento de Quimica da UFSCair;
+»+ Solventes deuterados da MERCK® e ALDRICH®.

3.1.1.3 - Reveladores

+ Camara de luz UV (A=254 nm e 365 nm);

+ Solucao de Vanilina em &cido sulfurico a 5%.

3.1.2 - Equipamentos

3.1.2.1 - Dispersor usado na extragao

«» Ultra-Turrax IKA® T25 basic.

3.1.2.2 - Evaporadores Rotativos

®
L4

BUCHI®, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C;

+ BUCHI®, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB®, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

3.1.2.3- Banho de ultrassom

+« Unique Ind. Com. Prod. Elet. Ltda. Mod. Maxiclean.

3.1.2.4 - Balanga Analitica

«» Sartorius modelo BP210S.
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3.1.2.5 - Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear

< Brucker® DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para RMN *3C) -
DQ/UFSCar;

< Bruker® modelo AVANCE Il 14,1 T (600 MHz para RMN 'H e 150 MHz para
RMN "C) - DQ/UFSCar.

3.1.2.6 — Equipamento de CLAE

+ SHIMADZU® SCL-10AV (condigdes analiticas e preparativas com valvula de
reciclo), equipado com “alga de amostragem” de 200 pL e detector de UV-Vis
Shimadzu SPD - 10AV;

+» Agilent Technologies® modelo 1200 (condigdes analiticas), equipado com bomba
quaternaria (G1311A), auto-injetor (G1329A) e detector de Ultravioleta (G1314B).

3.1.2.7 - Espectrometros de Massas

+»» CG-EM Shimadzu® QP 5000 — ionizacao por elétrons - DQ/UFSCar;

% MICROMASS® Quattro LC (triplo quadrupolo) equipado com uma fonte
ESI/APCI “Z-spray” e gas de arraste argbnio, utilizado em insergéo direta e
acoplado ao cromatégrafo liquido WATERS Alliance 2695 - LaBioMMi-
DQ/UFScar;

« LC-MS/MS: HPLC Agilent Technologies® 1200 acoplado a um espectrémetro de
massas com analisador triplo quadrupolo, modelo API 2000 (Applied Biosystems
MDS SCIEX), equipado com uma fonte de ionizagdo ESI/APCI.

3.1.2.8 - Freezer

% SANYO®, Ultra-low -86 °C, MDF-U53V.
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3.1.3- Material Botanico

3.1.3.1 - Trichilia pallida

As folhas e ramos de T. pallida Swartz (ESA 81288) foram coletados na
cidade de Piracicaba - SP em 29 de outubro de 2010, na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), USP. A espécie foi identificada pelo Dr.
Paulo César Borgoni e as exsicatas depositadas no Herbario ESA da ESALQ/USP.

3.1.3.2 - Toona ciliata

Os frutos, folhas, e ramos de To. ciliata M. Roemer (ESA 78420) foram
coletados na cidade de Piracicaba-SP em 29 de outubro de 2010, na Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), USP. A espécie foi identificada
pelo Dr. Paulo César Borgoni e as exsicatas depositadas no Herbario ESA da
ESALQ/USP. Os frutos verdes foram adquiridos na mesma instituicdo em janeiro de
2011. O caule foi coletado na cidade de Garga-SP, em outubro de 2011.

3.1.3.3 - Trichilia pallens

As folhas e ramos de T. pallens C. DC. (ESA 81286) foram coletados
na cidade de Sapopema-PR em abril de 2011. A espécie foi identificada pelo Dr.
Paulo César Borgoni e as exsicatas depositadas no Herbario ESA da ESALQ/USP.

3.1.4 - Obtengao dos extratos etandlicos brutos das espécies de T.
pallida, To. ciliata e T. pallens

As partes vegetais (folhas, ramos e frutos) de To. ciliata e (folhas e
ramos) das espécies T. pallida e T. pallens foram secadas em estufa de circulacao a
40°C durante aproximadamente 10 dias e posteriormente trituradas em moinho. O
material seco e moido foi extraido em etanol em lka Ultra Turrax (T 25) por 5 min.,
20.000 rpm a temperatura ambiente em uma propor¢ao de 3 extragdes 1 litro a cada
200 g de massa vegetal. Os extratos etanolicos obtidos foram filtrados com funil
simples com auxilio de papel de filtro e evaporado a secura sob vacuo em
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evaporador rotativo. A seguir todos os extratos foram conservados em refrigerador
para evitar degradacao dos seus constituintes. As massas das partes vegetais e dos
extratos obtidos a partir de cada uma delas estao descritas na TABELA 3.1.

TABELA 3.1- Massas obtidas do material vegetal e extratos de T. pallida, To. ciliata

e T. pallens
Plant Parte vegetal/ Cédigo do Massa do extrato
anta
massa (g) extrato EtOH EtOH (g)

Folhas / 694,0 EEFTPD 53,2

T. pallida
Ramos / 378,0 EERTPD 29,1
Folhas / 1.862 EEFTC 143,0

To. ciliata Ramos / 1.482 EERTC 1141
Frutos /412,0 EEFRTC 31,6
Folhas / 131,94 EEFTPL 41,92

T. pallens
Ramos / 1130,5 EERTPL 131,0

3.1.5 - Extracao e isolamento do limonoide cedrelona do caule de
Toona ciliata

O caule da espécie To. ciliata foi secado em estufa de circulacao a
40°C durante aproximadamente 10 dias e, posteriormente, trituradas em moinho de
facas. O material seco e moido foi extraido em hexano utilizando um lka Ultra Turrax
(T 25) por 5 min., 20.000 rpm a temperatura ambiente em uma propor¢ao de 3
extracdes a cada 200 g de massa vegetal. O extrato hexanico obtido foi filtrado com
funil simples com auxilio de papel de filtro e evaporado a secura sob vacuo em
evaporador rotativo. Em seguida, o extrato foi submetido a sucessivas lavagens com
hexano gelado para a separagao dos cristais depositados no fundo do vidro até a
eliminagao parcial dos pigmentos e graxas (FLUXOGRAMA 3.1). A partir de analise
por CCD e RMN "H constatou-se tratar do limonoide cedrelona.

O sobrenadante desta lavagem dos cristais foi submetido a
cromatografia em coluna e em seguida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em modo preparativo (FIGURA 3.2), a fim de se isolar o limonoide cedrelona
residual e outras substancias de interesse. As massas das partes vegetais e dos

extratos obtidos a partir de cada uma delas estao descritas na TABELA 3.2.
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Sucessivas lavagens
com hexano a 10 °C

FLUXOGRAMA 3.1- Metodologia de extragdo do limonoide cedrelona a partir do
caule de Toona ciliata. * Condigdes cromatograficas (FLUXOGRAMA 3.3).

TABELA 3.2 - Massas obtidas de material vegetal e extrato do caule de To. ciliata.

Plant Parte vegetal/ Cédigo do Massa do extrato
anta

massa (g) extrato EtOH EtOH (9)
To. ciliata 360 EHCTC 21

O extrato hexanico do caule de To. ciliata e o limonoide cedrelona
proveniente dele foram submetidos a analise via CLAE em modo analitico a fim de
se comparar os cromatogramas nas mesmas condi¢coes e verificar a presenca da

cedrelona. Os cromatogramas comparativos podem ser observados na FIGURA 3.1.
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a) Cromatograma do extrato hexanico do caule de To. ciliata (EHCTC).

Volts

Retention Time

1500

1000+

500

1500

1000

Volts
—

500

0

T T
0 10

T
20

T
30

T
40

Minutes
—

T T
50 60 70 80 90

b) Cromatograma da cedrelona obtida a partir de EHCTC.
FIGURA 3.1- Cromatogramas obtidos por CLAE do extrato hexanico e cedrelona

obtidos de To. ciliata. a) e b). Cromatogramas obtidos em condi¢cdes analiticas:

Coluna C-18 Phenomenex-Luna® (150 x 4,6 nm, 5 um);

fase movel:

H2O:ACN:MeOH (90-5-5% condic¢des iniciais - 10-45-45% até 50 min - 0-50-50 até

70 min. - 100% MeOH por 20 min.); vazdo: 1mL/min.; detecgao UV- 262 nm.

mADsS
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FIGURA 3.2 - Cromatograma para a purificagdo de cedrelona no modo isocratico.

Condigbes preparativas: fase reversa coluna Luna® C-18 (10 um, 25,0 x 1,0 cm);

fase moével: 1 H,O: 9 MeOH (modo isocratico); vazao: 4.5 mL/min.; Detecgéo de UV-

262 nm.
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3.1.6 - Fracionamento dos extratos e isolamento das substancias
de T. pallida, To. ciliata e T. pallens

Todos os extratos etandlicos brutos obtidos das espécies de T. pallida
(folhas e ramos), To. ciliata (folhas, ramos e frutos) e T. pallens (folhas e ramos)
foram submetidos a particéo liquido — liquido. A metodologia empregada baseou-se
no preparo de uma solugao hidroalcodlica do extrato EtOH utilizando uma solugao
de Metanol/H,O (1:3) e numa extracdo utilizando-se uma série de solventes com
gradiente crescente de polaridade, como segue: hexano, diclorometano e acetato de
etila. Com isso, obteve-se 4 fracdes de cada extrato (FLUXOGRAMA 3.2).

Extrato EtOH das
plantas*

Suspens&o em solugdo de H,O:MeOH (3:1)
4 do extrato EtOH bruto

v

W v v
[ Fragio ] [ Fracio Acetato ] [ Fracio ]

[ Fracao hexanlca] diclorometanica de etila hidroalcéolica

* T. pallida (folhas e ramos); Toona ciliata (folhas, ramos e frutos) e 7. pallens (folhas e ramos).

FLUXOGRAMA 3.2 - Partigao liquido-liquido dos extratos EtOH brutos de T. pallida,
To. ciliata e T. pallens.

Apds a particao, as fragdes foram concentradas em evaporador rotativo
até a eliminacao dos solventes. Todas as fragdes foram ensaiadas frente S.
frugiperda para avaliacdo da sua atividade e também tiveram o seu perfil
cromatografico caracterizado por cromatografia em camada delgada (CCD) e por
RMN de "H permitindo uma analise das fragdes a serem trabalhadas. A seguir todas
as fragbes foram conservadas em freezer para evitar degradagéo. A identificagao
das fragcbes resultantes da particao liquido-liquido podem ser observadas na
TABELA 3.3.

A partir da obtencédo de espectros de RMN de 'H de todas as fragdes
obtidas e dos resultados de bioatividade frente a S. frugiperda, aquelas ativas foram
escolhidas para purificacdo e algumas foram selecionadas pela presenca de sinais
relacionados as substancias de interesse, como de metabdlitos secundarios do tipo
limonoides e flavonoides, os quais segundo a literatura atuam como potenciais

inseticidas frente a S. frugiperda.
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TABELA 3.3 - Cdodigos das fracbes provenientes da particao liquido-liquido dos

extratos EtOH de T. pallida, To. ciliata e T. pallens.

Orgao da _ .
Planta Fragoes Caédigos
planta
hexanica FHEEFTPD
Diclorometanica FDEEFTPD
Folhas
Acetato de etila FAEEFTPD
Trichilia Hidroalcéolica (residual) FREEFTPD
pallida hexanica FHEERTPD
Diclorometanica FDEERTPD
Ramos
Acetato de etila FAEERTPD
Hidroalcoolica (residual) FREERTPD
hexanica FHEEFRTC
Diclorometanica FDEEFRTC
Frutos
Acetato de etila FAEEFRTC
Hidroalcoolica (residual) FREEFRTC
hexanica FHEEFOTC
Toona Diclorometanica FDEEFOTC
Folhas
ciliata Acetato de etila FAEEFOTC
Hidroalcoolica (residual) FREEFOTC
hexanica FHEERTC
Diclorometanica FDEERTC
Ramos
Acetato de etila FAEERTC
Hidroalcoolica (residual) FREERTC
hexanica FHEEFTPL
Diclorometanica FDEEFTPL
Folhas
Acetato de etila FAEEFTPL
Trichilia Hidroalcoolica (residual) FREEFTPL
pallens hexanica FHEERTPL
Diclorometanica FDEERTPL
Ramos
Acetato de etila FAEERTPL
Hidroalcoolica (residual) FREERTPL
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3.1.6.1 - Fracionamento do extrato hexanico do caule de To. ciliata

O sobrenadante obtido a partir da extragdo do limonoide cedrelona
proveniente do extrato hexanico do caule de To. ciliata (EHCTC) foi submetido a
sucessivos fracionamentos cromatograficos utilizando silica gel como fase
estacionaria e modo de eluicao gradiente de acordo com o FLUXOGRAMA 3.3. Este
extrato proporcionou o isolamento de cinco substancias, os limondides cedrelona (1)
e 23-hidrooxicedrelonelideo (13), as cumarinas siderina (4) e 4-metdxi-5-

metilcumarina (6) e um triterpeno do tipo cicloartano 24-metilenocicloartanol (8).

[ EHCTC (4,0g)

Cromatografiaporadsorgao
Silicagel (230400 Mesh)
©=25cm:h=510cm
Eluicdo:Hexano:DCM-100 % AcOEt

33-35
(345 mg)

36-38
(276 mg)

Substancia 01
(245,0 mg)

1-2
(234 mg)

10-15 17-20
(623 mg) (359 mg)

24-28
(360 mg)
21-23
(389 mg)

6-9
(367 mg)

16
(147 mg)

3-5
(245 mg)

Cromatografia poradsorcao
silica gel (230400 Mesh)
O=25cm:h=47.0cm
Eluicdo:Hexano~100% DCM

Substancia 04

Cromatografia poradsorgao

Substancia 13

29-32
(497 mg)
Cromatografiaporadsorgao
Silica gel (230400 Mesh)

©=25cm:h=47,0cm
Eluicdo:Hexano—-100 % AcOEt

Silica gel (230-400 Mesh)
©=25cm:h=47.0cm
Eluicdo:Hexano-100% DCM

(25,0 mg)

(12,0 mg)

y

!

1-3
(42 mg)

Letma ) (

5-10

4
7,6 mg ] [(66‘0 mg)]

FLUXOGRAMA 3.3 - Resumo do fracionamento da fragdo EHCTC do caule de To.

ciliata.

*Substancia 08
(20,4 mg)

\_l

*Substancia 06

(7,6 mg)
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3.1.6.2 - Fracionamento da fragcao FAEERTC de To. ciliata

A fracao acetato de etila dos ramos de To. ciliata foi fracionada de
acordo com o FLUXOGRAMA 3.4. Esta fragdo proporcionou o isolamento e

identificacao do flavonoide do tipo flavanol, a catequina (2).

FAEERTC (3g)

Cromatografia por exclusdo
Sephadex LH-20
g=25cm:h=51cm
Eluicdo: 100 % MeOH

45-50

(143 mg) { 14-21 ] [ 27-30 ] 3841
(300 mg) (432 mg) (124 mg)

51-85
(396 mg

£

| 11-13 I
(235 mg) | 31-37 l
(212 mg)
22-26
(523 mg)

7-10 42-44
(310 mg) (120 mg)

Substancia 02

FLUXOGRAMA 3.4 - Resumo do fracionamento da fracdo FAEERTC dos ramos de

To. ciliata.

3.1.6.3 - Fracionamento da fracao FDEEFRTC de To. ciliata

A fracado diclorometanica dos frutos de To. ciliata foi submetida a
coluna cromatogréfica utilizando como eluentes, solventes de diferentes polaridades
(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol), sucessivamente, resultando em
suas respectivas fracbes, como pode ser observado no FLUXOGRAMA 3.5. Desta

fragao foi obtido o triglicerideo (12), o qual se apresentou maijoritario.
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FDEEFRTC (2,0 g)

Coluna filtrante

Silica gel (230-400 Mesh)
@=25cm; h=51,0cm
Eluicdo: gradiente

1 3 5 7
[ (100 % Hex.) ] [(100%DCM) ] [(100%AcOEt)] [(100%MeOH) ]

1:1 1:1 1:1

-

Substancia 12
(150 mg)

FLUXOGRAMA 3.5 - Resumo do fracionamento da fracdo FHEEFRTC dos frutos de

To. ciliata.

2 4 6
[ (Hex:DCM ) J [ (DCM:AcOEt)J (AcOEt : MeOH)

3.1.6.4 - Fracionamento da fragdo FAEEFTPD de T. pallida

A fragdo AcOEt das folhas de T. pallida foi submetida a cromatografia
por exclusdo utilizando Sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) usando como fase estacionaria C-18 (fase reversa). Os fracionamentos
realizados estao apresentados no FLUXOGRAMA 3.6. Esta fracdo proporcionou o

isolamento do flavonoide, Quercetina-3-3-O-raminosideo (3).
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FAEEFTPD (2,0 g)

Cromatografia porexclusao
Sephadex-LH 20 (230-400 Mesh)
@=25cm:h=51.0cm

Eluicao: 100 % MeOH

23-25
(147 mg)

1-3

(117 mg) 8-10 12-16 19-21
(124 mg) (167 mg) (114 mg)

5-7
(258 mg) 17-18
(115 mg)
"
(56 mg)
4 22
(78 mg) (122 mg)

Cromatografia poradsorcao
CLAE (colunaC-18)
Eluicao:isocratico
MeOH:H20 (1:1)

26
(321 mg)

Y

1 2-3 4 5-7 8-9
[(38,0 mg)] [ (21 mg) ][(8,4 mg)} [(11,2 mg)][(23,0 ng

Substancia 03
(11,2 mg)

FLUXOGRAMA 3.6- Resumo do fracionamento da fracdo FAEEFTPD das folhas de
T. pallida.

3.1.6.5- Fracionamento da fragao FHEEFTPD de T. pallida

A fracdo hexanica das folhas de T. pallida foi submetida a
cromatografia por adsorgao utilizando como fase estacionaria silica gel e como fase
movel um gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol) de acordo com o FLUXOGRAMA 3.7.
Esta fragcdo proporcionou o isolamento de um triterpeno do tipo damarano,

damaradienol (7).
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FHEEFTPD (3 g)

Cromatografia por adsorgao
Silica gel (230-400 Mesh)
@=23cm; h=48,0cm

Eluicao: Hex: DCM - 100 % AcOEt

1-3

(123 mg) [ 1113 ]

(366 mg)

[ 1517 ]
(478 mg) (356 mg)

9-10
(212 mg)

4-8
(256 mg)

(160

Substancia 07
(85 mg)

FLUXOGRAMA 3.7 - Resumo do fracionamento da fracao FHEEFTPD das folhas de
T. pallida. Condigdes de eluigdo gradiente: 9:1 / 7:3/1: 1/ 3: 7 (Hex.: DCM) — 100%
DCM-9:1/6:4/1:1 (DCM : AcOEt) — 100% AcOEt.

Cromatografia por adsorgao
Silica gel (230-400 Mesh)
@=1,8cm; h=35,0 cm
Eluigao: isocratico
Hex: DCM: acetona(2,5:1,0:0,5)
isocratico

25-26
(145 mg)

19-23

17-30
(316 mg)

24
(190 mg)

3.1.6.6 - Fracionamento da fracao FDEERTPL de T. pallens

A fracdo diclorometanica dos ramos de T. pallens foi submetida a

cromatografia por adsorgao utilizando como fase estacionaria silica gel e como fase

moével um gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade (diclorometano,

acetato de etila e metanol) de acordo com o FLUXOGRAMA 3.8. Esta fragao

proporcionou o isolamento da cumarina escopoletina (5) em forma de cristais.

34



Estudo Fitoquimico

FDEERTPL(2,59)

Cromatografiaporadsorcao

Silica gel (230400 Mesh)
@=25cm:h=51.0cm
Eluicdo:DCM: AcOEt- 100 % MeOH

31-34

14 (385 mg)
(256 mg) [ 11-12 ] [ 21-23 ] 55.28
( (205 mg)

254 mq) (336 mg)

35-40
(231 mg)

7-10
(214 mg) 24
| (85 mg) I
13-20
(256 mg)
6 Cromatografia poradsorcao 29-30
(95 mg) Silica gel (230-400 Mesh) (217 mg)

Eluicdo:isocratico
DCM-Acetona (3:1)

v

Substancia 05
(14,0 mg)

FLUXOGRAMA 3.8 - Resumo do fracionamento da fragdo FDEERTPL das folhas de
T. pallens. Condi¢des de eluigado gradiente: 9:1 / 7:3 / 1: 1/ 3: 7 (DCM.: AcOEt) —
100% AcOEt—9: 1/ 6:4 / 1:1 (AcOEt : MeOH) — 100% MeOH.

3.1.6.7 - Fracionamento da fragao FHEERTPL de T. pallens

A fracdo hexanica dos ramos de T. pallens foi submetida a
cromatografia por adsorgao utilizando como fase estacionaria silica gel e como fase
moével um gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano e acetato de etila) de acordo com o FLUXOGRAMA 3.9. Esta fragao
proporcionou o isolamento da mistura dos esteroides sitosterol (09), estigmasterol

(10) e campesterol (11).
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FHEERTPL(3,59)

Cromatografiapor adsor¢ao
Silica gel (230400 Mesh)
@=2.5cm: h=51.0cm

Eluigio: Hex:DCM- 100 % AcOEL

31-24

1-5 (174 mg)

{259 mg) 11-14 21-23 25.28

(369 mg) (476 mg) (431 myg)
7-10
(388 mg) 24
(224 mg)
15-20
(515 mag)

-] 29-30

(60,0 mg) (347 mg)

Substincias 09, 10 e 11
(60 mg)

B

35-40
(237 mg)

i

FLUXOGRAMA 3.9 - Resumo do fracionamento da fracao FHEERTPL das folhas de
T. pallens. Condigbes de elui¢ado gradiente: 9:1/7:3/1: 1/ 3: 7 (Hex.: DCM) — 100%
DCM-9:1/6:4/1:1 (DCM : AcOEt) — 100% AcOEt.

3.1.6.8- Fracionamento da fracao FDEEFTPL de T. pallens

A fracdo diclorometanica das folhas de T. pallens foi submetida a
cromatografia por adsorgdo utilizando como fase estacionaria silica gel e como fase
movel um gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade (diclorometano,
acetato de etila e metanol), e posteriormente, algumas subfragdes foram submetidas

a outros fracionamentos, de acordo com o FLUXOGRAMA 3.10.
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FDEEFTPL(2,5g)

Cromatografia por adsorgio
Silicagel (230-400 Mesh)

@ =25cm:h= 51.0cm

Eluicho: DCM: AcOEL- 100 % MeOH

31-34
14 (385 mg)
{256 mg) 11-12 21-23 25.98
{35 mg) (338 mg) {205 mg)
35-40
(231 mg)

7-10
(214 mg) | 24 I
(85 mg)
13-20
| (256 mg) I
6 Cromatografia por CLAE 29-30
[ {95 mg) I ColmaShoder. (217 mg)

Eluigdo:isocratico (reciclo)
Fasemovel: MeOH T DCM{T:3)

L 4

| !

*Substancia 05 Substancia 14
(14,0 mg) (1,2 mg)

FLUXOGRAMA 3.10 - Resumo do fracionamento da fragcdo FDEEFTPL dos ramos
de T. pallens. Condigbes de eluigdo gradiente: 9:1/7:3/1: 1/ 3: 7 (DCM.: AcOEt) —
100% AcOEt—9: 1/ 6:4 / 1:1 (AcOEt : MeOH) — 100% MeOH.

A subfracdo FDEEFTPL 11-12 foi submetida a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e a mesma proporcionou o isolamento da cumarina
escopoletina (05) em forma de cristais e do alcaléide inddlico (14) (3-indol-
carbaldeido). A separacao foi realizada com eluicdo isocratica (modo reciclo)
utilizando como fase estacionaria a coluna Shodex® e como fase mdvel uma
solucdo de metanol e diclorometano (7:3). As substancias foram monitoradas na
regiao do ultravioleta nos comprimentos de onda A = 254 nm e A = 365 nm e podem
ser observadas a partir do cromatograma da FIGURA 3.3. A substancia (05)
apresentou absor¢do em ambos os comprimentos de onda e a substancia (14) em A
= 254 nm.
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Fufnuit

FIGURA 3.3 - Cromatograma da subfragdo FDEEFTPL 11-12. Condicbes CLAE:
coluna Shodex Asahipak® Gs-310 21 G 7202003 (500 x 15 mm; 5 um); modo
reciclo; fase movel: 70% Metanol: Diclorometano 30% (modo isocratico); vazao: 5,8
mL/min.; deteccdo UV- 254 (em verde) e 365 nm (em azul). Cromatograma com
setas e estruturas dos compostos 05 e 14, evidenciando a separagéo por uso de

reciclo.
3.1.6.9 - Fracionamento da fragao FAEERTPL de T. pallens

A fracdo acetato de etila dos ramos de T. pallens foi submetida a
cromatografia por exclusdo utilizando com fase estacionaria Sephadex LH-20 e fase
movel uma solugdo de metanol e agua (9:1). Em seguida, algumas subfragdes
resultantes foram submetidas a outros fracionamentos. O fracionamento esta
esquematizado no FLUXOGRAMA 3.11.
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FAEERTPL(4,29)

Cromatografia por exclusédo
Sephadex LH-20
@=3.5cm;h=52cm
Eluigdo: MeOH/H20 (9:1)

57
1-12 (74 mg)

(340 mg) [ 2530 ] [ 43-44 ] 50
(110 mg) (376 mg) (411 mg)
17-24
o 45-49
l (220 mg) I

31-42
(515 mg)

1316 | 51-56
(290,0 ma) (320 mg)

Cromatografia por exclusdo

58-62
(220 mg)

Cromatografia por excluséo Sephadex LH-20

Sephadex LH-20 @ =3.0cm; h=42cm

©=3.0cm; h=42cm Eluigdo: MeOH 100 %

Eluigdo: MeOH100 %

12-26 27-41 42 43-48
[ 1-10 11-23 24-25 ] (120,0 mg) (71,0 mg) (33 mg) (21mg)
(40,0 mg) (51,0 mg) (23 mg) Cromatografiapor CLAE CLAE
ColunacC-18 ColunaC-18

Cromatografiapor CLAE (10 ym, 25,0x 1,0 cm) (10 um, 25,0x 1,0 cm)
Coluna 9'18 . Eluigdo: isocratico Eluicédo: isocratico
Eluigéo: isocratico Fase movel: H20/ MeOH Fase movel:

Fase movel: H20/ MeOH (85:15)

(75:25) H20 / MeOH

(75:25)
Substancia 18

Substancias (6,3 mg)

15 (0,5 mg e 16 (2,1 mg)
Substancias *2 (12 mg) e 17 (5,5 mg)

FLUXOGRAMA 3.11- Resumo do fracionamento da fragdo FAEERTPL dos ramos

de T. pallens.” Substancia isolada também a partir dos ramos de To. ciliata.

A subfragcdo FAEERTPL 24-25 foi submetida a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e a mesma proporcionou a identificagdo estrutural da purina
adenina (15) e do 5'-inosil nucleotideo (16). Utilizando-se a mesma metodologia
analitica a separagao cromatografica foi realizada por CLAE em modo preparativo
com eluicao isocratica utilizando como fase estacionaria uma coluna C-18 e como
fase moével uma solucdo de agual e metanol (85:15). As substancias foram
monitoradas na regido do ultravioleta nos comprimentos de onda A =220 nm e A =
254 nm e podem ser observadas a partir do cromatograma FIGURA 3.4. As

substancias 15 e 16 apresentaram absor¢cdo em ambos os comprimentos de onda.
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FIGURA 3.4 - Cromatograma obtido da subfragdo FAEERTPL 24-25 resultante da

fracao acetato de etila dos ramos de T. pallens. Condigdes CLAE no modo

preparativo: Coluna C-18 Phenomenex-Luna® (25,0 x 1,0 cm; 10 um); fase moével:
85% H»0: 15% MeOH (modo isocratico); vazao: 4,8 mL/min.;detec¢cao UV- 220 nm
(em verde) e 254 nm (azul). *Condigbes analiticas: coluna C-18 Phenomenex-Luna®

(25,0 x 0,46 cm; 10 um) e vazao: 1mL/min).

De acordo com o FLUXOGRAMA 3.11, a subfragdo FAEERTPL 42 foi
submetida ao CLAE e a mesma proporcionou o isolamento e identificacido de dois
flavonoides do tipo flavanol, a catequina (2), a qual ja havia sido isolada a partir dos
ramos de To. ciliata, e a epicatequina (17). A separagcao cromatografica foi realizada
com eluicdo isocratica em CLAE preparativo utilizando a mesma metodologia do
modo analitico realizado e assim, utilizou-se como fase estacionaria uma coluna C-
18 e como fase moével uma solugdo de metanol e agua (25:75). As substancias
foram monitoradas na regiao do ultravioleta nos comprimentos de onda A = 220 nm e
A = 254 nm e podem ser observadas a partir do cromatograma FIGURA 3.5. Ambos

os flavandis absorveram no comprimento de onda de 220 nm.
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FIGURA 3.5 - Cromatograma da subfragdo FAEERTPL 42 no modo preparativo.
Condigdes CLAE: Coluna C-18 Phenomenex-Luna® (25,0 x 1,0 cm; 10 ym); fase
movel: 75% H,0: 25% MeOH (modo isocratico); vazao: 4,8 mL/min.;deteccdo UV-
220 nm (em azul) e 254 nm (verde). *Condigdes analiticas: coluna C-18

Phenomenex-Luna® (25,0 x 0,46 cm, 10 um) e vazao: 1mL/min.).

Utilizando-se a mesma metodologia analitica aplicada anteriormente,
foi realizada a separagao cromatografica da subfracao FAEERTPL 43-44 por CLAE
preparativo, resultando em 3 fragdes, as quais foram analisadas por RMN 'H. Destas

fragcdes, foi possivel a identificagédo estrutural do flavanol galocatequina (18).
3.1.6.10 - Fracionamento da fragcao FAEEFTPL de T. pallens

A fracdo acetato de etila das folhas de T. pallens foi submetida a
cromatografia de exclusao utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e
como fase moével uma solugdo de metanol e diclorometano (7:3) em eluigao
isocratica. Em seguida, algumas subfragdes resultantes foram submetidas a outros
fracionamentos. O fracionamento foi esquematizado como mostra o FLUXOGRAMA
3.12. As subfragcbes foram submetidas a fracionamentos via CLAE, proporcionando

o isolamento e identificagdo do acido protocatecuico (19).
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FAEEFTPL (5,3 g)

Cromatografiaporexclusao
SephadexLH-20
@=25cm:h=51cm
Eluicao: 100 % MeOH

53
1-15 (74 mg)
(340 mg) [ 31-43 ] [ 45-46 ] Csjo
(110 mg) (376 mg) (411 mg)

21-30
(329 mg) 47-49
| (220 mg) I
44
(515 mg)
16-20 51-52
(290,0 mg) (320 mg)

Cromatografiapor CLAE
ColunaC-18(10 pm, 25,0 x 1,0 cm)
Eluicdo:isocratico

Fase movel:H20 / MeOH (65:35)

54-60
(220 mg)

i

Y

Substancia 19 (4,3 mg)

FLUXOGRAMA 3.12 - Resumo do fracionamento da fragdo FAEEFTPL das folhas
de T. pallens.
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3.2 - Resultados e Discussoes

O estudo fitoquimico das espécies To. ciliata, T. pallida e T. pallens
permitiu o isolamento e identificacdo estrutural de 19 metabdlitos secundarios
pertencentes a diferentes classes. As caracterizagdes estruturais estdo descritas

abaixo.

3.2.1- Limonoides

3.2.1.1- Identificagao estrutural da substancia 01

A substancia 01 € um limonoide conhecido como cedrelona o qual foi
isolado do extrato hexanico do caule de To. ciliata e teve sua estrutura identificada
através de experimentos de RMN 'H e "C, assim como também através da

comparagao com dados da literatura (LUO et al., 2000).

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURA 3.6) observou-se a
presenca de cinco singletos em & 0,75; 1,12; 1,29; 1,49 e 1,57 atribuidos a cinco
grupamentos metilicos. Os sinais em & 7,35 (¢, J =1,6 Hz), & 7,13 (m) e & 6,17 (m)
foram atribuidos aos hidrogénios pertencentes ao anel furano, H-23, H-21 e H-22,
respectivamente. Um singleto em & 3,78 foi atribuido ao H-15 do grupo epodxido
localizado entre C-14/C-15 e o singleto em & 6,44 foi atribuido a hidroxila do grupo
diosfenol no C-6. Observou-se também sinais de dubletos em & 6,89 (d, J=10 Hz) e

0 6,09 (d, J=10 Hz) referentes aos hidrogénios H-1 e H-2, respectivamente. Ainda
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foram observados sinais de hidrogénios alifaticos em & 2,74 (1H, dd, J=6,4; 10 Hz),
2,66 (1H, dd, J= 9,8; 3,8), 2,30 (m), d 2,08 (m), d 1,92 (m) e & 1,85 (m) atribuidos
aos hidrogénios H-17, H-9, H-163, H-12, H-16a e H-11, respectivamente, TABELA
3.4.

A partir da andlise do espectro de RMN *C (FIGURA 3.8) foi
observada a presenca de 26 atomos de carbono. Observaram-se sinais de carbonos
carbonilicos em & 203,5 atribuido ao carbono C-3 e em & 197,9 (valor de
deslocamento quimico caracteristico de grupamento diosfenol) atribuido ao carbono
C-7. Os sinais observados em & 69,8 e & 55,0 foram atribuidos aos carbonos do
epoxido C-14 e C-15, respectivamente. Os sinais em & 152,3 e & 127,2 foram

atribuidos ao carbonos insaturados C-1 e C-2, respectivamente, TABELA 3.5.
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FIGURA 3.6- Espectro de RMN "H de 01 (400 MHz,CDCls).
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FIGURA 3.7 - Ampliacdo da regido 46 7,50 a 6,00 ppm do espectro de RMN 'H da

substancia 01.
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TABELA 3.4 - Dados de RMN 'H do limonoide cedrelona e comparagido com a

literatura.

SUBSTANCIA 01 LUO et al., 2000
(400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCls)

'H 3, J (Hz) 5, J(Hz)

1 6,89 (1H, d, J=10) 6,86 (1H, d, J=9,8)

6,09 (1H, d, J = 10) 6,09 (1H, d, J = 9,8)

9 2,66 (2H, dd, J = 9,8; 3,8) -

11 1,85 (2H, m) -

12 2,08 (2H, m) -

15 3,78 (1H, s) 3,74 (1H, s)

160 1,92 (1H, m) -

168 2,30 (1H, m) -

17 2,74 (1H, dd, J = 6,4; 10 Hz) -

18 0,75 (3H, s) 0,69 (3H, s)

19 1,12 (3H, s) 1,06 (3H, s)

21 7,13 (1H, m) 7,09 (1H, m)

22 6,17(1H, m) 6,12(1H, m)

23 7,35 (1H, t, J =1,6) 7,31 (1H, t, J =1,5)

28 1,49 (3H, s) 1,43 (3H, s)

29 1,57 (3H, s) 1,51 (3H, s)

30 1,29 (3H, s) 1,23 (3H, s)

OH 6,44 (1H, s) 6,46 (1H, s)

I

FIGURA 3.8 - Espectro de RMN "°C de 01 (100 MHz, CDCl5).
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TABELA 3.5 - Dados de RMN **C do limonoide cedrelona e comparagao com a

literatura.
SUBSTANCIA 01 LUO et al., 2000
(100 MHz, CDCl3) (100 MHz, CDCl3)
13C S S
1 152,3 152,2
2 127,2 127,2
3 203,5 203,3
4 48,5 48,5
5 133,8 133,9
6 141,2 141,2
7 197,9 197.,8
8 46,8 46,8
9 43,6 43,2
10 40,2 40,2
11 19,2 19,4
12 35,1 35,1
13 42,0 41,9
14 69,8 69,7
15 55,0 55,0
16 31,9 31,9
17 41,7 41,7
18 23,8 23,8
19 20,1 20,1
20 123,2 123,2
21 139,3 139,3
22 110,6 110,6
23 142,9 142,9
28 26,7 26,7
29 21,8 21,2
30 23,0 22,9
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3.2.1.2 - Identificagao estrutural da substancia 13

A substancia 13 ¢é um limonoide conhecido como 23-
hidrooxicedrelonelideo o qual foi isolado do extrato hexanico do caule de To. ciliata e
teve sua estrutura identificada através de experimentos de RMN 'H, HSQC, HMBC e
RMN **C e por comparagao com dados da literatura (AGOSTINHO, 1996; LUO et al.,
2000).

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURA 3.9 e FIGURA 3.11)
observou-se a presencga de sinais na regidao de hidrogénios alifaticos em & 0,80 (t,
3H) 1,10 (s, 3H); 1,28 (s, 3H); 1,49 (s, 3H) e 1,57 (s, 3H) atribuidos as metilas 18,
30, 19, 29 e 28, respectivamente. Ainda na regido dos hidrogénios alifaticos, foram
observados sinais para metilénicos diasterotépicos e metinicos em & 2,69 (1H, m,
1H), 2,63 (1H, dd, J=10,0; 1,6 Hz), 2,41 (m), 2,30 (m, 1H), 2,04 (m, 1H), 1,83 (m, 2H)
e 1,68 (m, 1H) atribuidos aos hidrogénios H-17, H-9, H-128, H-16a, H-16B3, H-11 e
H-12q, respectivamente.

Os sinais dos protons observados em 6 6,82 (s/) e 6,12 (m), sao
caracteristicos do anel y-hidroxibutirolactona e foram atribuidos ao H-22 e H-23,
respectivamente (FIGURA 3.10). Observou-se também no espectro de RMN "H um
singleto em & 3,77 (s, 1H) atribuido ao H-15 do grupo epdxido localizado entre C-
14/C-15 e o singleto em & 6,41 (s, 1H) foi atribuido a hidroxila do grupo diosfenol no
C-6. Observou-se também sinais de dubletos em & 6,91 (d, J=10 Hz) e 6,12 (m,
J=10,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-1 e H-2, respectivamente, caracteristicos

do sistema 1-en-2-ona do anel A do limonoide do tipo apo-eufol.
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FIGURA 3.9 - Espectro de RMN 'H da substancia 13 (400 MHz, CDCls).
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TABELA 3.6 - Dados de RMN "H de 13 e comparagao com a literatura.

SUBSTANCIA 13 AGOSTINHO, 1996
(400 MHz, CDCIs) (200 MHz, CDCIs com tragos
de DMSO-d6)

'H 3, J (Hz) 8, J (Hz)

1 6,91 (1H, d, J=10,0) 6,80 (d, J=9,9)

2/23 6,12 (2H, m, J = 10,0) 5,99/6,09 (d, J=9,9)

9 2,63 (2H, dI) -

11 1,83 (2H, m) -
12a 1,68 (1H, m) -
1283 2,41 (1H, m)

15 3,77 (1H, s) 3,65 (s)
16a 2,30 (1H, m) -
168 2,04 (1H, m) -

17 2,69 (1H, m) -

18 0,80 (3H, 1) 0,71/0,66 (f)

19 1,28 (3H, s) 1,16 (3H, s)

22 6,82 (1H, s/) 6,95 (sl)

28 1,49 (3H, s) 1,46 (s)

29 1,57 (3H, s) 1,37 (s)

30 1,10 (3H, s) 0,98 (s)

OH 6,41 (1H, s/) 6,60 (s)

A partir da analise do RMN 3C foi observado a presenca de 26 atomos
de carbono. Observaram-se sinais de carbonos carbonilicos em & 203,6 atribuido ao
C-3 e em & 197,9 (valor de deslocamento quimico caracteristico de grupamento
diosfenol) atribuido ao C-7. Os sinais observados em & 69,8 e 54,6 foram atribuidos
aos carbonos do epoxido C-14 e C-15, respectivamente. Os sinais em & 152,3 e
127,3 foram atribuidos ao carbonos insaturados C-1 e C-2, respectivamente, do anel
A do limonoide. Observou-se também sinais referentes ao anel vy-
hidroxibutirolactona, em & 96,4 caracteristico de carbono hemiacetalico atribuido ao
C-23 e em 0 146,0 e 171,7 referentes aos C-22 e C-21, respectivamente. Todos os

sinais podem ser observados no espectro de RMN *C (FIGURA 3.12).
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TABELA 3.7 - Dados de RMN **C de 13 e comparagao com a literatura.

SUBSTANCIA 13 AGOSTINHO, 1996
(100 MHz, CDsClI) (100 MHz, CD5Cl)
3¢ 5 N
1 152,3 152,2
2 127,3 126,5
3 203,6 203,3
4 48,5 47,9
5 134,2 132,9
6 141,1 141,0
7 197,9 197,1
8 46,7 46,3
9 43,2 42,5
10 40,3 39,6
11 19,4 18,9
12 35,0 34,5
13 42,0 42,5
14 69,8 69,2
15 54,6 54,1
16 31,7 31,1
17 42,2 41,5
18 22,7 22,5
19 23,9 23,4
20 137,0 136,9
21 171,7 171,1/171,4
22 146,0 146,7
23 96,4 96,9
28 26,7 26,2
29 21,2 20,6
30 20,1 19,5
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FIGURA 3.12- Espectro de RMN "°C da substancia 13 (100 MHz, CDCl5).

No espectro heteronuclear HSQC (FIGURAS 3.13 e 3.14) é observado
correlagdes a 'J do sinais em & 6,91 (H-1) e em 6,12 (H-2) com os carbonos em d
152,3 (C-1) e 127,3 (C-2), respectivamente, confirmando o sistema do anel A de um
limonoide do tipo apo-eufol. Também foram observados correlagbes dos sinais em &
6,82 (H-22) e 6,12 (H-23) com os carbonos em & 146,0 (C-22) e 96,4 (C-23), os
quais confirmam a presenca do anel y-hidroxibutirolactona. Observou-se a
correlagcéo do sinal em & 3,77 (H-15) com o sinal em & 54,6, confirmando a presenga
do epdxido em C-14/C-15 na molécula. Ainda é possivel observar as correlacdes
dos hidrogénios metilénicos e metinicos em 6 2,69 (H-17) com o carbono em 6 42,2
(C-17), em & 2,63 (H-9) com & 43,2 (H-9), em & 2,41/1,68 (H-12a/123) com & 35,0
(C-12), 6 2,30/2,04 (H-160/16B) com & 31,7 (C-16) e d 1,83 (H-11) com & 19,4 (C-
11).

Ainda no mapa de correlacdes HSQC foi observado as correlacdes a '
dos sinais dos grupos metilicos presentes na molécula, assim, é possivel visualizar a
correlagéo do sinal em & 1,57 (H-28) com o carbono em & 26,7 (C-28), em & 1,49 (H-
29) com & 21,2 (C-29), em & 1,28 (H-19) com & 23,9 (C-19), em & 1,10 (H-30) com o
5 20,1 (C-30) e 6 0,80 (H-18) com & 22,7 (C-18).

A partir da anélise do espectro de correlacdo heteronuclear (‘H-'3C)
HMBC, FIGURAS 3.15 e 3.16, foi possivel observar a correlagdo do hidrogénio em &
6,91 (H-1) a duas ligacdes (2J) com o carbono em &40,3 (C-10) e a °J com os sinais
em & 203,6 (C-3), 134,2 (C-5) e 43,2 (C-9). O multipleto em & 6,12 (H-2/H-23)

apresentou correlacdes referentes ao H-2 a J com os carbonos em & 48,5 (C-4) e
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40,3 (C-10) e o sinal referente a H-22 a 2J com os carbonos em & 137,0 e 96,4,
atribuidos aos C-20 e C-23, respectivamente, e a 3J com o carbono em & 171,7
atribuido ao C-21 confirmando assim a estrutura em questéo, ja que no espectro de

RMN '3C foi dificil a visualizagéo do C-21, devido a resolucéo do espectro.

Ainda no HMBC foi possivel visualizar as correlagdes das metilas
presentes no anel A, Me-28 (6 1,57) mostrou uma correlagao a duas ligagcbes (2J)
com o carbono em 48,5 (C-4) e a trés ligacdes (3*J) com os sinais em & 134,2 (C-5),
203,6 (C-3) e 21,2 (C-29). Ja para a Me-29 em © 1,49 foi visualizado uma correlagao
a 2J com o carbono em d 48,5 (C-4) e a 3J com os sinais em & 134,2 (C-5), 203,6 (C-
3) e 26,7 (C-28).

Também foram observados no mapa de contorno HMBC as
correlacbes para as demais metilas presentes na molécula, a Me-19 em & 1,28 a
duas ligagées (2J) com o carbono em & 40,3 (C-10) e a 3J com os sinais em & 43,2
(C-9), 134,2 (C-5) e 152,3 (C-1). O sinal referente a Me-30 (& 1,10) apresentou uma
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correlacéo a 2J com o carbono em & 46.7, atribuido ao C-8, e a 3J com os sinais em
0 197,9 (C-7), 43,2 (C-9) e 69,8 (C-14). Os protons da metila C-18 em & 0,80
apresentaram uma correlagio a 2J com o carbono em & 42 .0, atribuido ao C-13 e a
3J com o sinal em 569,8 (C-14).

Ainda na analise do HMBC foi possivel observar as correlacbes do
hidrogénio em & 3,77 (H-15) a 2J com o carbono em & 31,7 (C-16) e a >J com o sinal
em & 42,2 (C-17).
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3.2.2- Flavonoides

3.2.2.1- Identificagao estrutural da substancia 02

A substancia 02 é um flavonoide e foi isolado da fragdo acetato de etila
(FAEERTC) proveniente do extrato etandlico dos ramos de To. ciliata e teve sua
estrutura determinada através de experimentos de RMN H e 13C, assim como

também através da comparacdo com dados da literatura (LOBO et al., 2008).

4

og H H

Analisando o espectro de RMN 'H de 02 (FIGURA 3.17) pode-se
observar sinais na regido de aromaticos em 6 6,83 (1H, d, J=2,4 Hz) relativo ao H-2’,
em & 6,74 (1H, d, J=8,0 Hz) correspondente ao H-5’, e um sinal em & 6,71 (1H, dd,
J=8,0; 2,4 Hz) relativo ao H-6', todos estes relativos aos hidrogénios do anel B do
esqueleto do flavonoide e podem ser visualizados na expansdo na FIGURA 3.18.
Ainda foi possivel observar sinais na regido de deslocamentos quimicos de
hidrogénios aromaticos, em 6 5,93 (1H, d, J=2,4 Hz) e & 5,86 (1H, d, J=2,4 Hz), os
quais foram atribuidos aos H-6 e H-8, respectivamente, caracterizando o padrao de
substituicdo do anel A, indicando que as posi¢cdes C-5 e C-7 estdo substituidas por
hidroxilas.

Os sinais em 6 4,56 (1H, d, J=7,6 Hz), 6 3,98 (1H, ddd, J=8,2, 7,6 e 5,4
Hz), 6 2,84 (1H, dd, J=16,2 e 5,4 Hz) e 5 2,50 (1H, dd, J=16,2 e 8,2 Hz) foram
atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-2, H-3, H-4a e H-43 (FIGURA 3.19)
do anel C do flavonoide, caracterizando-o do tipo flavanol, com auséncia de dupla

ligacao entre C-2 e C-3.
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A configuracdo 2,3 ftrans foi determinada pela constante de
acoplamento (J= 8,2 Hz) observada entre os hidrogénios H-3 e H-43 pseudo-diaxial.
O hidrogénio H-4a em & 2,84 (1H, dd, J=16,2 e 5,4 Hz) apresentou uma constante
de acoplamento de J= 16,2 Hz referente ao acoplamento geminal com H-43 e uma
constante de J=5,4 Hz referente ao acoplamento pseudo axial-equatorial entre os
hidrogénios H-4a e H-3, ja o H-4B em & 2,50 (1H, dd, J=16,2 e 8,2 Hz) apresentou
além do acoplamento geminal (J=16,2 Hz) e um acoplamento pseudo diaxial (J=8,2
Hz) com o H-3, com constante alta, o qual caracteriza a trans-catequina.

Catequinas podem existir como dois isbmeros frans-catequina e cis-
epicatequina, dependendo da estereoquimica configuracional dos grupos hidroxila. A
trans-catequina ocorre em duas formas estereoisoméricas que podem ser
diferenciadas pelo desvio da luz plano-polarizada, denominado [a]D. O [a]D
determinado para a trans-catequina (02) foi de Q°, portanto, trata-se de uma mistura

racémica, a trans-(x)-catequina.

TABELA 3.8 - Dados de RMN "H de 02 e comparagdo com a literatura.

SUBSTANCIA 02 LOBO et al., 2008

(400 MHz, CD;0D)

(300 MHz, CD;0D)

H 3 (ppm), J (Hz) S (ppm), J (Hz)

2 4,56 (1H, d, J=7,8) 4,57 (d, J = 7,5 Hz)

3 3,98 (1H, ddd, J=8,2; 7,6; 5,4) 3,97 (m)

4a §2,84 (1H, dd, J=16,2 e 54 Hz) 2,85 (dd, J = 16,1 e 5,5 Hz)
4B 82,50 (1H, dd, J=16,2 € 8,2 Hz) 2,51 (dd, J = 16,1 e 8,2 Hz)
6 5,93 (1H, d, J=2,4) 5,93 (d, J = 2,2 Hz)

8 5,84 (1H, d, J=2,4) 5,85 (d, J = 2,2 Hz)

2 6,83 (1H, d, J=2,4) 6,83 (d, J = 1,8 Hz)

5 6,74 (1H, d, J=8,0) 6,76 (d, J = 8,1 Hz)

6 6,71 (1H, dd, J=8,0; 2,4) 6,71 (dd, J=8,1 e 1,8 Hz)
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Chemical Shift (ppm)
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3.2.2.2- Identificacao estrutural da substancia 17

A substancia 17 é um flavonoide e foi isolado da fragdo acetato de etila
(FAEERTC) proveniente do extrato etandlico dos ramos de T. pallens e teve sua
estrutura determinada através de experimentos de RMN He por comparagido com
dados da literatura (LOBO et al., 2008).

£10°>2 "OH
OH H H

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.20, 3.21 e 3.22)
observou-se sinais na regidao de aromaticos em 6 6,97 (1H, d, J=2,0 Hz) relativo ao
hidrogénio H-2’, em & 6,76 (1H, d, J=8,5 Hz) correspondente ao H-5’, e em & 6,80
(1H, dd, J= 8,0; 2,0 Hz) relativo ao H-6’, todos estes caracterizam o anel B do
esqueleto do flavonoide e podem ser visualizados na expansédo na FIGURA 3.21.
Ainda foi possivel observar sinais na regido de deslocamentos quimicos de
hidrogénios aromaticos em 6 5,94 (1H, d, J=2,52 Hz) e 5,91 (1H, d, J= 2,52 Hz), os
quais foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, caracterizando o
padrao de substituicdo do anel A, indicando que as posicdes C-5 e C-7 estao
substituidas por hidroxilas.

Os sinais em & 4,82 (1H, s/), 4,17 (1H, m), 2,88 (1H, dd, J= 16,5; 4,5)
e 2,75 (1H, dd, J=16,5; 3,0) foram atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-2,
H-3, H-4a e H-43 (FIGURA 3.22) do anel C do flavonoide, caracterizando-o do tipo
flavanol, com auséncia de ligacao dupla entre C-2 e C-3.

As substancias 02 e 17 foram isoladas por CLAE provenientes de uma
mesma fracdo, como descrito anteriormente. Os dados espectrais de RMN destas
substancias sao bem similares, destacando-se apenas pequenas diferengas tanto no
deslocamento quimico como no padrao de acoplamento, principalmente com relacao
aos hidrogénios alifaticos (TABELA 3.9). Para a substancia 17, H-2 e H-3 revelaram

singletos largos em & 4,82 e 4,17, respectivamente, e H-43 mostrou- se um duplo
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dupleto em & 2,72 com J= 16,5 e 3,0 Hz referente aos acoplamentos geminal com H-
4a e pseudo axial-equatorial com H-3 com uma constante pequena,
respectivamente. Na substancia 02, ao contrario do que € observado em 17,
observou-se um acoplamento entre H-43 e H-3 pseudo diaxial com constante alta
que foi atribuida a estrutura da catequina, tudo isso em conseqliéncia da mudancga
da estereoquimica do carbono C-3 (OH-a). Assim, com base em dados espectrais
de RMN 'H e comparagbes com a literatura, a substancia em questao foi

caracterizada para a epicatequina.

TABELA 3.9 - Dados de RMN "H de 17 e comparagdo com a literatura.

SUBSTANCIA epicatequina LOBO et al., 2008
(400 MHz, CD5;0D) (300 MHz, CD5;0D)
H 8, J (Hz) 9, J (Hz)
4,82 (1H, sl) 4,82 (1H, sl)
3 4,17 (1H, m) 4,17 (1H, sl)
4o 2,88 (1H, dd, J=16,5; 4,5) 2,85 (1H, dd, J = 16,8; 4,5 Hz)
46 2,75 (1H, dd, J=16,5; 3,0) 2,72 (1H, dd, J=16.8; 2,4)
6 5,94 (1H, d, J=2,52) 5,93 (1H, d, J= 1,8 Hz)
8 5,91 (1H, d, J=2,52) 5,91 (1H, d, J= 1,8 Hz)
2 6,97 (1H, d, J= 2,0 Hz) 6,97 (1H, d, J= 1,2 Hz)
5' 6.76 (1H, d, J= 8,5 Hz) 6.75 (1H, d, J= 8,1 Hz)
6 6,80 (1H, dd, J= 8,0; 2,0 Hz) 6,79 (1H, dd, J= 8,1; 1,2 Hz)
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FIGURA 3.20 - Espectro de RMN "H da substancia 17 (400 MHz, CD3;0D).
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3.2.2.3- Identificagao estrutural da substancia 18

A substancia 18 é um flavonoide e foi isolado da fragdo acetato de etila
proveniente do extrato etandlico dos ramos de Trichilia pallens e teve sua estrutura
determinada através de experimentos de RMN 'H e também por comparagido com
dados da literatura (DAVIS et al., 1996).
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Analisando o espectro de RMN 'H de 18 (FIGURAS 3.23, 3.24 e 3.25)
observou-se um sinal na regido de aromaticos em & 6,39 (2H, s) relativo aos
hidrogénios H-2’ e H-6', caracterizando o padrédo de substituigdo do anel B, devido a
equivaléncia quimica dos hidrogénios H-2' e H-6' e, consequentemente, apresentou
o mesmo deslocamento quimico. Ainda foi possivel observar na regido de
hidrogénios aromaticos um dubleto em 6 5,91 (1H, d, J= 2,52 Hz) correspondente ao
H-6 o qual acopla com um sinal em 6 5,85 (1H, d, J= 2,52 Hz) relativo ao hidrogénio
H-8, caracterizando o padrao de substituigdo do anel A (FIGURA 3.24). Os sinais em
84,52 (1H, d, J=7,0 Hz), 3,97 (1H, ddd, J= 7,2, 7,52 e 5,52 Hz), 2,82 (1H, dd, J=16,3
e 5,52 Hz) e 2,51 (1H, dd, J=16,3 e 7,52 Hz) foram atribuidos respectivamente aos
hidrogénios H-2, H-3, H-4a e H-4p (FIGURA 3.25) do anel C do flavonoide,
caracterizando um flavonoide do tipo flavanol, com auséncia de ligagao dupla entre
C-2e C-3.

A configuracdo 2,3 ftrans foi determinada pela constante de
acoplamento pseudo diaxial (J= 7,6 Hz) entre os hidrogénios H-2 e H-3. O
hidrogénio H-4a em 6 2,82 apresentou J= 16,3 Hz referente ao acoplamento geminal
com H-43 e J=5,52 Hz caracterizando acoplamento pseudo equatorial-axial entre os
hidrogénios H-4a e H-3. O H-43 em 6 2,51 apresentou além do acoplamento geminal
(J=16,3 Hz), um acoplamento (J=7,52 Hz) com o H-3, atribuido ao acoplamento
pseudo diaxial. Estes dados corroboram com a literatura para o flavonoide
galocatequina, (TABELA 3.10).

TABELA 3.10: Dados de RMN 'H de 18 e comparagao com a literatura.

SUBSTANCIA 18 DAVIS et al., 1996
(400 MHz, CD;0D) (300 MHz, Acetona-d)
8, J (Hz) 8, J (Hz)
2 4,53 (1H, d, J=7,6) 4,51 (1H, d, J=7,4)
3 3,98 (1H, ddd, J= 7,6;7,2; 5,52) 3,97 (1H, ddd, J= 8,2; 7,4; 5,5)
4a 2,83 (1H, dd, J=16,3; 5,52) 2,87 (1H, J=16,1; 5,5)
4p 2,52 (1H, dd, J=16,3; 7,52) 2,52 (1H, J=16,1; 8,2)
6 5,92 (1H, d, J=2,52) 6,01 (1H, d, J=2,3)
8 5,86 (1H, d, J=2,52) 5,87 (1H, d, J=2,3)
2 e 6 6,40 (2H, s) 6,45 (2H, s)
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FIGURA 3.24- Ampliagdo da regido 6 6,55 a 5,70 do espectro de RMN H da

substancia 18.
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3.2.2.4- Identificagao estrutural da substancia 03

A substancia 03 é um flavonoide glicosilado e foi isolado da fragao
acetato de etila (FAEEFTP) proveniente do extrato etandlico das folhas de Trichilia
pallida e teve sua estrutura determinada através de experimentos de RMN 'H,

HMBC e também por comparacao com dados da literatura (DANIELI et. al., 1972).

A partir do espectro de RMN de "H (FIGURA 3.26) foi possivel observar
sinais de hidrogénios aromaticos caracteristicos de flavonoide, um dubleto em & 7,32
(d, J=2,0 Hz) acoplando com um duplo dubleto em 6 7,29 (d, J= 8,0 e 2,0 Hz) e por
sua vez acoplando com um dubleto largo em 6 6,91 (d, J=8,0 Hz), sendo estes sinais
foram atribuidos aos hidrogénios H-2', H-6' e H-5', respectivamente. Foram
observados dois sinais de dubletos em & 6,26 (d, J=2,0 Hz) e 6 6,12 (d, J=2,0 Hz)
atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, caracterizando o padréo de
substituicdo do anel A.

Foram observados no espectro de RMN 'H (FIGURA 3.27) a presenca
de sinais entre 6 5,3 a 3,1 evidenciando um flavonoide glicosilado. Sinais em 6 4,22
(dd, J= 3,5e 1,4 Hz), 8 3,75 (dd, J= 9,0 e 3,5 Hz), & 3,41 (m) e 6 3,33 (dl, J=9,4 Hz)
indicam a presenga de uma unidade de acgucar. O sinal em & 0,94 (d, J=5,8),
FIGURA 3.28, é caracteristico de grupamento metila de uma unidade de ramnose e
o sinal em 6 5,32 (d, J=1,4) é caracteristico de hidrogénio anomérico o qual foi
atribuido ao H-1", e este por sua vez apresentou constante de acoplamento pequena

devido ao seu acoplamento diequatorial com o H-2".
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FIGURA 3.26 - Ampliagdo da regidao 6 7,40 a 6,00 do espectro de RMN H da
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FIGURA 3.27 - Ampliagao da regiao & 5,40 a 3,30 (sinais referentes a unidade de
acucar) do espectro de RMN 'H da substancia 03 (400 MHz, CDsOD).

FIGURA 3.28 - Ampliacédo da regiao & 1,00 a 0,80 (sinal referente a metila da
unidade de agticar) do espectro de RMN 'H da substancia 03 (400 MHz, CD3OD).
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Para se determinar a posicdo na qual o glicosideo esta ligado na
aglicona, utilizou-se a correlagdo no espectro de HMBC (FIGURA 3.29) do

hidrogénio anomérico em & 5,32 com um carbono em d¢ 136,6 que foi atribuido ao

C-3 do anel C da flavona. Os dados de RMN 'H s3o apresentados na TABELA 3.11.

Esses dados estao de acordo com a literatura para a Quercetina-3-g-O-raminosideo.
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FIGURA 3.29 - Espectro de correlagao heteronuclear 'H-'*C, (HMBC), de 03 (400
MHz, CD3OD).

TABELA 3.11- Dados de RMN "H de 03 e comparac&o com a literatura.

SUBSTANCIA 03 BRACA et al., 2003
(400 MHz, CD3OD) (400 MHz, CD3OD)
H 5, J (Hz) 5, J (Hz)
6 6,12 (d, J=2,0 Hz) 6,2 (d, J=2,2 Hz)
8 6,26 (d, J=2,0 Hz) 6,37 (d, J=2,2 Hz)
2 7,32 (d, J=2,0 Hz) 7,34 (d, J=2,0 Hz)
5 6,91 (d, J=8,0 Hz) 6,91(d, J=8,4 Hz)
6’ 7,29 (d, J= 8,0 e 2,0 Hz) 7,29 (d, J= 8,0 e 2,0 Hz)
1" 5,32 (d, J=1,4) 5,35 (d, J=1,7)
2" 4,22 (dd, J= 3,5 e 1,4 Hz) 4,21 (dd, J= 3,3 e 1,7 Hz)
3" 3,75 (dd, J= 9,0 e 3,5 Hz) 3,74 (dd, J= 9,3 e 3,3 Hz)
4" 3,33 (dl, J=9,4 Hz) 3,30 (dd, J=9,5 e 6,1 Hz)
5" 3,41 (m) 3,40 (dd, J= 9,5 e 9,3 Hz)
6" 0,91 (d, J=5,8 Hz) 0,94 (d, J=6,1 Hz)
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3.2.3- Cumarinas

3.2.3.1- Identificagao estrutural da substancia 04

A substancia 04 é uma cumarina simples e foi isolada do extrato
hexanico do caule de To. ciliata e teve sua estrutura determinada através de
experimentos de RMN H e por comparacdo com dados da literatura
(NAGASAMPAGI et al.,1975).

OCH;

CH;0 o~ S0

Analisando o espectro de RMN "H (FIGURA 3.31) foi possivel observar
dois sinais referentes a hidrogénios aromaticos correspondentes aos H-6 (6 6,65, d,
J=0,9 Hz) e H-8 (0 6,59, d, J= 0,9 Hz) semelhante aos da cumarina siderina isolada
anteriormente por NAGASAMPAGI et al. (1975) de Cedrela toona (sinonimia de
Toona ciliata), os quais apresentam um acoplamento meta. O singleto em & 5,52 foi
atribuido ao hidrogénio H-3 do anel lacténico. Ja os singletos em & 3,92 e 3,82
(FIGURA 3.30) sao referentes ao hidrogénios das metoxilas ligadas aos carbonos C-
4 e C-7, respectivamente. Observou-se também a presenca do sinal de metila em &
2,59 (s) presente no C-5. Assim, a estrutura 04 foi identificada como a cumarina

siderina.
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FIGURA 3.30- Espectro de RMN "H de 04 (400 MHz, CDCl3).
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FIGURA 3.31 - Ampliacdo da regiao 6 6,90 a 5,80 do espectro de RMN 'H da

substancia 04.

TABELA 3.12 - Dados de RMN "H de 04 e comparagao com a literatura.

SUBSTANCIA 04 NAGASAMPAGI et al., 1975
(400 MHz, CDCls) (80 MHz, CDCls)
H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
3 5,52 (1H, s) 5,53 (1H, s)
6 6,65 (1H, d, J= 0,9 Hz) 6,64 (m)
8 6,59 (1H, d, J=0,9 Hz) 6,64 (m)
OCHs 3,92 (3H, s) 3,94 (3H, s)
OCHs 3,82 (3H, s) 3,94 (3H, s)
CHs 2,59 (3H, s) 2,60 (3H, s)

68



Estudo Fitoquimico

3.2.3.2- Identificagao estrutural da substancia 05

A substancia 05 € uma cumarina simples e foi isolada na forma de
cristais da fragao diclorometanica (FDEERTPL) proveniente do extrato etandlico dos
ramos e folhas de T. pallens e teve sua estrutura determinada através de
experimentos de RMN H, g-NOE (1D) e por comparagdo com dados da literatura
(MAFEZOLI, 2001).

Analisando o espectro de RMN "H (FIGURAS 3.32 e 3.33) foi possivel
observar sinais referentes a hidrogénios aromaticos caracteristicos de esqueleto
cumarinico em 6 7,60 (1H, d, J=9,6 Hz) e 6 6,27 (1H, d, J=9,6 Hz), referentes aos H-
4 e H-3 do anel lacténico, respectivamente. Ainda na regido de aromaticos, foram
observados sinais em 6 6,92 (1H, s) e 6 6,85 (1H, s) os quais foram associados aos
hidrogénios H-8 e H-5, respectivamente, correlacionados em para. Também foi
observado um sinal em & 3,95 (3H, s) caracteristico de metoxila.

A partir da analise do espectro de RMN 'H e segundo dados da
literatura existem duas possibilidades estruturais: a escopoletina ou o seu isbmero
isoescopoletina. E assim, foi realizado o experimento de g-NOE (1D), para verificar
qual seria a cumarina em questao.

Os experimentos de g-NOE (1D) (FIGURA 3.34) confirmam que se
trata da cumarina escopoletina. Quando o sinal do hidrogénio em & 6,85 (H-5) foi
irradiado, foi possivel observar um incremento no sinal da metoxila (6 3,95) e do
hidrogénio em 6 7,60 (H-4), o que indicou a ligagdo da metoxila a C-6 . Quando o
sinal do hidrogénio em & 6,92 (H-8) foi irradiado, ndao foi observado nenhum

incremento de sinal, logo a hidroxila foi confirmada na posigéao C-7.
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FIGURA 3.33 - Ampliagdo da regiao 6 7,70 a 6,10 do espectro de RMN H da

substancia 05.
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TABELA 3.13- Dados de RMN 'H de 05 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 05 MAFEZOLI, 2001
(400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCls)
H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
3 6,27 (1H, d, J=9,6 Hz) 6,28 (1H, d, J=9,5 Hz)
4 7,60 (1H, d, J=9,6 Hz) 7,61 (1H, d, J=9,5 Hz)
5 6,85 (1H, s) 6,84 (1H, s)
8 6,92 (1H, s) 6,91 (1H, s)
OCHs 3,95 (3H, s) 3,95 (3H, s)
OH - 6,22 (1H, s)

3.2.3.3- Identificacao estrutural da substancia 06

A substéancia 06 foi isolada do extrato hexanico do caule de To. ciliata e
teve sua estrutura determinada baseado em experimentos uni e bidimensionais de
RMN 'H e ®C, HMBC e g-NOE ('H-'H), assim como também através da
comparagao com dados da literatura (WAIGH et al., 1991; BOHLMANN et al., 1977).
Assim, trata-se de uma cumarina simples, sem oxigenagao no C-7, o que néo é
comum em plantas de acordo com o0 que é proposto pela biossintese. Porém esta
cumarina (4-metoxi-5-metilcumarina) foi descrita em plantas da familia
Euphorbiaceae (WAIGH et al., 1991). Esta substancia é relatada pela primeira vez

em Meliaceae.

Analisando o espectro de RMN 'H de 06 (FIGURAS 3.35 e 3.36) é
possivel observar sinais na regidao de aromaticos em & 7,37 (1H, t, J=7,9 Hz), 8 7,17
(1H, dI, J=7,7 Hz) e 6 7,03 (1H, dl, J=7,3 Hz) referentes aos hidrogénios H-7, H-8 e
H-6, respectivamente. O singleto em & 5,66 foi atribuido ao hidrogénio H-3 do anel
lactonico. Também foram observados no espectro de RMN "H sinais de singletos em
0 3,95 (s, 3H) referente a presenca de uma metoxila na posicdo C-4 e em & 2,67 (s,

3H) referente ao grupamento metila na posicado C-5. Com base nestes dados e
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segundo comparacao com a literatura (WAIGH et al., 1991; BOHLMANN et al.,

1977), todos os sinais de hidrogénios foram coerentemente atribuidos.
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FIGURA 3.35- Espectro de RMN 'H de 06 (400 MHz, CDCls).
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substancia 06.

TABELA 3.14 - Dados de RMN "H de 06 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 06 BOHLMANN et al., 1977
(400 MHz, CDCls) (CDCl3)
'H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
3 5,66 (s) 5,69 (s)
6 7,03 (1H, dI, J=7,3 Hz) 7,05 (1H, di)
7 7,37 (1H, t, J=7,9 Hz) 7,39 (1H, t, J=7,9 Hz)
8 7,17 (1H, dI, J=7,7 Hz) 7,19 (1H, dI, J=7,7 Hz)
OCHs 3,94 (s) 3,97 (s)
CH; 2,67 (s) 2,69 (s)
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No espectro de HMBC (FIGURA 3.37) observaram-se correlagdes
dos hidrogénios em ©6H 7,37 (H-7) a trés ligacdes (*J) com os carbonos em 6c 137,5
e 154,7, atribuidos aos carbonos C-5 e C-9. O hidrogénio em & 7,17 (H-8) mostrou
uma correlacdo a 2J com o sinal em d 154,7 (C-9) e a 3J com os sinais em & 127,6 e
116,6, atribuidos aos carbonos C-6 e C-10. Outra correlacdo que foi observada foi
do hidrogénio H-6 (6 7,03) a trés ligacdes (*J) com o carbono em & 116,6 (C-10).

Ainda foi possivel observar no HMBC as correlagdes para o sinal em &
5,66 (H-3) a 2J com o carbono em & 169,4 atribuido ao carbono C-4 e a >J com o
sinal em & 116,6 (C-10). O sinal da metoxila em & 3,94 apresentou uma correlacao a
2J com o carbono em & 169,4 (C-4) e o sinal da metila em & 2,67 apresentou uma
correlacdo a 2J com o carbono em & 137,5 (C-5) e correlagdes a >J com os sinais em
5 127,6 (C-6) e 5 116,6 (C-10).

H; 3,94 2,67
7,03 [0} )
£\ 7
X H 5,66
7,37
(0]
7,17
JUM| ) L

— 60
70
' ¥ 80
90
- 100
. 110

kv 5116,6 4 5116,6 51166 ,
120
b 51276 51276 o -
*B[137,5 51375 9 L 140
[~ 150

5154,7 = I
. [~ 160

[+ 159,4 ' [} 159,4 . —

T ! T T J T ! I | y T T | i T T | : I T Gl
PPM (F2) 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4

FIGURA 3.37 - Espectro de correlagdo heteronuclear (‘H-'3C), HMBC, (400 MHz,

CDCl3) da substancia 06.
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Os experimentos de g-NOE 'H-'H (FIGURA 3.38) confirmaram que
se trata da cumarina 4-metoxi-5-metilcumarina. Quando o sinal dos prétons da
metoxila (& 3,94) foi irradiado, observou-se um incremento no sinal de H-3 (5,66),
confirmando a presenga da metoxila na posicdo C-4. Quando o sinal dos prétons
referente a metila em & 2,66 ¢é irradiado é possivel observar um incremento do sinal
de H-6 (6 7,03). Foi possivel observar um incremento da metoxila (6 3,94) quando o
sinal em & 5,66 é irradiado. E observado para os sinais dos hidrogénios aromaticos
que quando ¢ irradiado o sinal em & 7,03 (H-6) ha um incremento do sinal em & 7,37
(H-7) e da metila em & 2,66, para o sinal em & 7,17 (H-8) observa-se um incremento
em & 7,37 (H-7) e para & 7,37 um incremento do sinal em & 7,03 (H-6) e & 7,17 (H-
8).

/ 5 5.66 52.66

53.94 53.94
ﬁuw,lkw.ww
5 2.66
5\7'37 ™ 5 5.66 /

g8 g 8EE L E g
e LTS
‘Cmesmiect Snm (opeT =

FIGURA 3.38 - Espectros de g-NOE, ('H-'H), (400 MHz, CDCls) da substancia 06.
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A partir da analise do espectro de RMN "*C (FIGURA 3.39) foram
observados 11 sinais de carbonos: & 169,4 (C-4); 6 162,8 (C-2); 6 154,7 (C-9); &
137,5 (C-5); 6 127,6 (C-6); & 131,5 (C-7); 116,6 (C-10); 6 115,3 (C-8); 8 90,1 (C-3); &
56,1 (CH3-O) e & 23,3 (CHs3). Todos os sinais foram bem caracteriticos para a
estrutura em questdo e assim confirmou-se o isolamento da cumarina 4-metéxi-5-

metilcumarina, pereflorina ou ekersenina (BOHLMANN et al., 1977).

TABELA 3.15: Dados de RMN '*C de 06

SUBSTANCIA 06
(400 MHz, CDCls)

)

162,8
90,1
169,4
137,5
127,6
131,5
115,3
154,7
116,6
CH;-O 56,1
CH; 23,3

(@)
&

© 0O N OO 06 A WONDN

-
o

131.5324
127.5517
0.0794
77.3143
77.0000
76.6708

3.3506

—115.2654

169.4536
56.0640

—162.7792

—116.5674

= —154.7281
- —137.0844

168 160 152 144 136 128 120 112 104 9% 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chermical Shift (ppm)

FIGURA 3.39 - Espectro de RMN "°C (400 MHz CDCl3) da substancia 06.
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3.2.4 — Triterpenos

3.2.4.1- Identificacao estrutural da substancia 07

A substancia 07 é um triterpeno do tipo damarano e foi isolado como
um sélido branco em grande quantidade da fragdo hexanica (FAEERTC) proveniente
do extrato etandlico das folhas de T. pallida. A identificacdo estrutural foi realizada
através de experimentos de RMN 'H, COSY, HMBC, HSQC, RMN °C, CG/EM e
dados comparativos da literatura (MA et al., 2008; BIANCHINI, 1988).

A partir do espectro de RMN 'H (FIGURA 3.42) foi possivel observar
seis sinais referentes a sete grupamentos metilicos em &+ 0,77 (3H, s), 0,85 (3H, s),
0,87 (3H, s), 0,98 (6H, s), 1,62 (3H, s) e 1,69 (3H, s), os quais foram correlacionados
com os sinais de carbonos, em oc 15,4, 16,2, 15,9, (15,6 e 28,9), 17,7 e 25, 7,
respectivamente, através do espectro de correlacdo heteronuclear 'H-"*C, HSQC,
(FIGURA 3.47). Observou-se no RMN "H um sinal referente a hidrogénio carbindlico
em & 3,20 (dd, J= 5,20 e 11,2 Hz) e a presenga de trés sinais de hidrogénios
olefinicos em 6H 4,74 (1H, dI), 4,71 (1H, s) e 5,13 (1H, m).

No espectro de RMN *C (FIGURA 3.43) observou-se 30 sinais de
carbonos, sendo quatro deles sinais caracteristicos de carbonos insaturados em &c
107,5, 124,5, 1315 e 152,6, atribuidos aos C-21, C-24, C-25 e C-20,
respectivamente.

Os dados descritos, juntamente com o espectro de massas (FIGURAS
3.44 e 3.45), o qual forneceu o pico do ion molecular [M]" com m/z 426,0 Daltons,
possibilitaram atribuir a formula molecular C3pH500.

A partir da analise do espectro de correlagdo heteronuclear ('H-">C),

HMBC, FIGURA 3.48, foi possivel observar a correlagdo dos hidrogénios olefinicos
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em o+ 4,71 (1H, dl) e 4,74 (1H, d) a duas ligacdes (3J) com o carbono em &c 152,6,
atribuido ao carbono C-20 e correlagbes a trés ligagdes (3J) com os carbonos em &c
47,8 e 34,1, atribuidos aos carbonos C-17 e C-22. Outra correlacdo que foi
observada no espectro de HMBC foi do hidrogénio H-24 (64 5,13) a trés ligagdes (3J)
com os carbonos em &c 25,7 (C-26) e &c 17,7 (C-27) referentes aos grupamentos
metilas (FIGURA 3.48).

Ainda no espectro de HMBC, foi possivel observar a correlagao do
hidrogénio carbindlico em &+ 3,20 (1H, d) a duas liga¢des (3J) com o carbono em &c¢
39,1 atribuido ao C-4 e a trés ligagdes (*J) com os carbonos em dc 28,0 e 15,3,

atribuidos aos carbonos C-28 e C-29.

O posicionamento de uma ligagao dupla entre os carbonos C-24 e C-25
foi confirmado a partir do espectro de correlagdo homonuclear de 'H-'H COSY
(FIGURA 3.46) que apresentou acoplamento entre os hidrogénios H-22/H-23, H-
22/H-21 e H-23/H-24.
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Com base na analise realizada e comparagao com dados da literatura,
concluiu-se a identificagdo de um triterpeno de esqueleto damarano, mais conhecido

como damaradienol (07). Os dados de RMN 'H e C sao apresentados nas

TABELAS 3.16 e 3.17, respectivamente.

087 085

—1.62

—1.69

LA‘/Z?
] 5.13
;[5 13

3.22

;,[3 20
\\3 19
3.18

7.‘0 j 6.‘5 j 6.‘0 j 5.‘5 5.0 4.‘5 j 4‘?‘)‘ ‘\s “3(‘5 ) j 3.‘0 j 2.‘5 j 2.‘0 j 1.‘5 j 1.‘0 0.‘5 6
emical Shift (ppm
FIGURA 3.40 - Espectro de RMN 'H de 07 (400 MHz, CDCls).
.V - M

54 53 52 5.1 5.0 4.9 4.8 47 46
Chenmical Shift (ppm)
———

FIGURA 3.41 - Ampliagao da regiao de 6 5,4 a 2,9 do espectro de RMN H de 07.

98

o =——000

T
2.0 19 18 1.7 16 15 14 13 12 11 1 0.
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 3.42 - Ampliagao da regiao de 6 2,0-0 ppm do espectro de RMN 'H de 07.
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TABELA 3.16 - Dados de RMN "H de 07 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 07 MA et al., 2008
(400 MHz, CDCl5) (400 MHz, CDCls)
H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
3 3,20 (1H, dd, J=5,20 e 11,2 Hz) 3,18 (1H, dd, J= 5,16 e 11,0 Hz)
18 0,87 (3H, s) 0,84 (3H, s)
1923 0,98 (6H, s) 0,95 (6H, s)
21 4,71 (1H, di) 4,67 (1H, s)
21 4,74 (1H, s) 4,68 (1H, s)
24 5,13 (1H, m) 5,16 (1H, s)
26 1,70 (3H, s/) 1,66 (3H, s)
27 1,62 (3H, s/) 1,58 (3H, s)
29 0,77 (3H, s) 0,75 (3H, s)
30 0,85 (3H, s) 0,82 (3H, s)
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TABELA 3.17- Dados de RMN "*C de 07 e comparac&o com a literatura.

Substancia 07 BIANCHINI, 1988
(100 MHz, CDCls) (50.3 MHz, CDCls)
13C 6 6
1 39,1 39,2
2 27,4 27,5
3 78,9 78,9
4 39,1 39,0
5 55,8 55,9
6 18,3 18,3
7 35,4 35,5
8 40,4 40,5
9 50,9 51,0
10 37,2 37,3
11 21,3 21,4
12 24,9 25,0
13 45,2 453
14 49,4 49,5
15 31,3 31,4
16 27,0 27,1
17 47,8 47,8
18 15,9 16,0
19 15,6 15,7
20 152,6 152,7
21 107,5 107,6
22 34,1 34,1
23 28,9 28,9
24 124,4 124,5
25 131,4 131,4
26 25,7 25,7
27 17,7 17,7
28 28,0 28,1
29 15,3 15,4
30 16,2 16,3
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FIGURA 3.43- Espectro de RMN “C de 07 (100 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.44- Cromatograma obtido no CG-EM para 07. Condi¢cbes: gas de arraste:
Ny; temperatura inicial da coluna: 100 °C; tempo inicial de 5 min.; a temperatura da
coluna aumentou de 11 °C/min. Até 300 °C, permanecendo nesta temperatura por

20 minutos.

FIGURA 3.45 - Espectro de massas (70 eV, IE) de 07.
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FIGURA 3.46 - Espectro de correlagdo homonuclear 'H-'"H, (COSY), de 07 (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 3.47 - Ampliagdo da regidao dos hidrogénios alifaticos do espectro de
correlagéo heteronuclear (1H-‘3C), HSQC, de 07, (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 3.48 - Espectro de correlacdo heteronuclear ("H-*C), HMBC, de 07, (400
MHz, CDCl5).

3.2.4.2- Identificagao estrutural da substancia 08

O triterpeno do tipo cicloartano foi isolado do extrato hexanico do caule
de To. ciliata e teve sua estrutura determinada com base nos experimentos de RMN
H, "3C e por comparagdo com dados da literatura (KAWAI et al., 2007; YOSHIDA et
al., 1989).

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURAS 349 e 3.51),
observaram-se na regiao entre 6 0,3-1,5 dois dubletos em & 0,33 (1H, J=4,3 Hz) e &

0,55 (1H, J = 4,3 Hz) referentes aos hidrogénios metilénicos do anel ciclopropano
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caracteristicos de cicloartanos, e sinais para sete grupos metilicos em 6 0,80 (3H, s),
5 0,89 (3H, d, J = 6,4 Hz), 0,88 (3H, s), 80,96 (6H, s), 1,01 (3H,d, J=2,8Hz) e &
1,03 (3H, d, J = 2,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-31, H-21, H-32, H-18/H-30, H-
27 e H-26, respectivamente. Também foi possivel observar no espectro de RMN H
um sinal em & 2,23 (1H, m) o qual foi relacionado ao hidrogénio metinico H-25. Na
ampliacao do espectro de RMN 'H (FIGURA 3.50) foi observado sinais em & 4,65
(1H, s/) e & 4,60 (1H, g/, J = 1,5) atribuidos aos hidrogénios do metileno terminal
ligados ao C-28 e um duplo dubleto em & 3,22 (1H, J = 11,3 e 4,3) referente ao

hidrogénio oximetinico H-3a o qual acopla com os hidrogénios H-2a e H-2.
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FIGURA 3.49 - Espectro de RMN 'H de 08 (400 MHz, CDCl5).
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FIGURA 3.50- Ampliagao da regiao 6 4,80 a 6 3,10 ppm do espectro de RMN 'H de
08.
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FIGURA 3.51 - Ampliacao da regiao 6 1,30 a 3 0 ppm do espectro de RMN H de 08.

O espectro de RMN C (FIGURA 3.52) confirmou a presenca do
metileno terminal em C-28 o qual apresentou sinais em 6 156,9 e 6 105,9 atribuidos
aos carbonos C-24 e C-28, respectivamente. Foi observado um sinal em 6 78,8

atribuido ao carbono oximetinico C-3.
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FIGURA 3.52 - Espectro de RMN "°C de 08 (100 MHz, CDCls).

Os dados de RMN 'H e ®C s3o apresentados nas TABELAS 3.18 e
3.19, respectivamente. Esses dados estdo de acordo com a literatura para o 24-
metilenocicloartanol (KAWAI et al., 2007).
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TABELA 3.18 - Dados de RMN "H de 08 e comparacido com a literatura.

Substancia 08
(400 MHz, CDCl5)

KAWAI et al., 2007
(500 MHz, CDCl5)

"H 5, J (Hz) 5, J (Hz)

3 3,22 (1H, dd, J = 11,3 e 4,3) 3,28 (1H, m)

18 0,96 (3H, s) 0,96 (3H, s)

19 0,55 (1H, d, J = 4,3) 0,55 (1H, d, J = 4,1)
0,33 (1H, d, J = 4,3) 0,33 (1H, d, J=4,1)

21 0,89 (3H, d, J = 6,4) 0,90 (3H, d, J=6,4)

25 2,23 (1H, m) 2,23 (1H, sept, J = 6,9)

26 1,03 (3H, d, J = 2,8) 1,03 (3H, d, J = 2,8)

27 1,01 (3H, d, J = 2,8) 1,02 (3H, d, J = 2,8)

28 4,65 (1H, sl) 4,72 (1H, sl)
4,60 (1H, ql, J = 1,5) 4,67 (1H, g, J = 1,5)

30 0,96 (3H, s) 0,96 (3H, s)

31 0,80 (3H, s) 0,81 (3H, s)

32 0,88 (3H, s) 0,90 (3H, s)
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TABELA 3.19 - Dados de RMN "C de 08 e comparagao com a literatura.

Substancia 08
(100 MHz, CDCls)

KAWAI et al., 2007 YOSHIDA et al., 1989

(125 MHz, CDCl5)

(125 MHz, piridina-gs)

°c 8 (ppm) 8 (ppm)
1 32,88 # 32,56
2 31,30 # 31,26
3 78,84 78,9 78,23
4 40,46 # 41,12
5 47,09 # 47,65
6 21,11 # 21,48
7 26,45 # 26,34
8 47,97 # 48,04
9 19,08 # 20,28
10 26,00 # 26,93
11 26,04 # 26,94
12 3378 # 33,49
13 45,27 45,3 45,85
14 48,79 # 49,27
15 35,55 # 35,94
16 28,14 # 28,42
17 52,25 # 52,77
18 18,01 18,0 18,21
19 29,88 29,9 29,91
20 36,10 # 36,46
21 18,29 18,3 18,69
22 34,96 # 35,71
23 31,94 # 31,84
24 156,91 156,9 156,91
25 33,78 33,8 34,29
26 21,97 22.0 2218
27 21,85 21,9 22,08
28 105,90 105,9 106,71
29 - - -
30 25 42 25 4 26,14
31 13,98 14,0 14.68
32 19,31 19,3 19,65

# valores de deslocamento quimico nao informado pelos autores.
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3.2.5- Esteroides

3.2.5.1- Identificagao estrutural das substancias 09, 10 e 11

Os esterdides sitosterol (09) estigmasterol (10) e campesterol (11)
foram isolados em mistura da fragdo hexanica proveniente dos ramos de Trichilia
pallens e foram identificados a partir da analise dos experimentos de RMN 'H e por
CG/EM. Os dados obtidos estavam de acordo com a literatura para estes esteréides
(SUGA e KONDO, 1974 e SAKAKIBARA et al., 1983).

Os esterdides sao triterpenos modificados contendo o sistema de anéis
do lanosterol, porém sem a presenga das metilas nas posi¢cdes C-4 e C-14. Estes
tipos de esterdides sdao de ampla ocorréncia no reino vegetal e normalmente
aparecem em mistura devido as propriedades fisicas semelhantes (DEWICK, 2001).

A partir da andlise do espectro de RMN 'H (FIGURA 3.53) observou-se
sinais caracteristicos de esterdides, tais como de hidrogénio olefinico (dH 5,35, d, J
= 6,0 Hz, H-6) e de hidrogénio oximetinico (6H 3,52, m, H-3), além de um acumulo
de sinais na regido de dH 0,6 a dH 2,4 referentes aos varios grupos de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos, os quais caracterizam a presenca de esqueleto
esteroidal. O espectro apresentou duplos dubletos em 6H 5,13 (J = 15,5¢e 8,0 Hz) e
oH 5,01 (J= 15,5 e 8,0 Hz) referentes aos hidrogénios vinilicos H-22 e H-23,
respectivamente, os quais indicaram a presenca do estigmasterol (10) na mistura.

A mistura foi submetida a CG-EM, para confirmacao dos esterdides
propostos. A analise via CG (FIGURA 3.54), revelou a presencga de trés substancias
na mistura. Nos espectros de massas (FIGURAS 3.55, 3.56 e 3.57), pbde-se

observar os picos dos ions moleculares com m/z 414, 412 e 400 Daltons, valores
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este compativeis
referentes ao sitosterol (09), estigmasterol (10) e campesterol (11),

para as formulas moleculares CygHs00, CogHisO e CogHasO,

respectivamente.

Chloroform-d

1.00

4.0 35
Chemical Shift (ppm)

estigmasterol (10) e campesterol (11), (400 MHz, CDClI;3).

FIGURA 3.53 - Espectro de RMN 'H da mistura dos esterdides, sitosterol (9),

1

FIGURA 3.54- Cromatograma obtido no CG-EM para os esterdides 9, 10 e 11.

Condigbes: gas de arraste: Ny; temperatura inicial da coluna: 100°C; tempo inicial de

5 min.; a temperatura da coluna aumentou de 11 °C/min. até 300 °C, permanecendo

nesta temperatura por 12 minutos.
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FIGURA 3.56 - Espectro de massas (70 eV, IE) do esterdéide 10.
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FIGURA 3.57 - Espectro de massas (70 eV, IE) do esterdide 11.

3.2.6 - Triglicerideo

3.2.6.1- Identificagao estrutural da substancia 12

A substancia 12 trata-se de um triglicerideo e foi isolado da fragao

hexanica (FHEEFRTC) proveniente do extrato etandlico dos frutos de To. ciliata e

com base em experimentos de RMN He por comparacado com dados da literatura

foi possivel a identificagdo (DE PAULA et al, 2011). Observou-se no espectro de
RMN 'H de 12 (FIGURA 3.58) tripletos em & 0,88 e & 0,96 tipicos de metilas

terminais; um sinal intenso em 0 1,29 de metilenos de cadeia acila, um sinal em ©

1,59 referente aos metilenos B a carboxila, um multipleto em & 2,03 de metilenos

vizinhos a ligacao dupla na cadeia acila, um tripleto em & 2,29 do metileno a a

carboxila, sinais de dubletos em 0 4,28 e 6 4,11 relativos a metilenos acilcarbindlicos
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e um multipleto em & 5,33 referente aos hidrogénios olefinicos da cadeia acila e
referente também ao metino acilcarbindlico.

Para se determinar as cadeias do ftriglicerideo fez-se a reacédo de
transesterificacao e foram identificados por analise em CG/EM como sendo: acido
hexadecandico (38,20 %), acido octadecendico (52,54%) e acido octadecandico
(9,26 %).

FIGURA 3.58 - Espectro de RMN "H da substancia 12 (400 MHz, CDCl5).

3.2.7 - Alcaloide

3.2.7.1- Identificagao estrutural da Substancia 14

A substanica 14 foi isolada da fracido diclorometanica das folhas de T.
pallens e teve sua estrutura caracterizada a partir de dados de RMN 'H, HSQC, CG-
EM e dados da literatura (DUARTE e FERREIRA, 2007).
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O espectro de RMN de "H (FIGURAS 3.59 e 3.60) da substancia 14,
apresentou um singleto em & 10,07 caracteristico de hidrogénio de um grupo
aldeidico presente na molécula. Em aproximadamente & 8,70 (s/) observou-se uma
banda alargada caracteristica de hidrogénio ligado a nitrogénio e em & 7,85 um
dubleto atribuido ao H-2 do anel inddlico. Também foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos em & 8,33 (m) referente ao H-4 mais desblindado devido a
presenca do grupo aldeidico vizinho, um multipleto em & 7,44 atribuido ao H-7 e um

multipleto em & 7,33 referentes aos hidrogénios H-5 e H-6.
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FIGURA 3.59 - Espectro de RMN de 'H da substancia 14 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 3.60 - Ampliagao da regido ¢ 8,40 a 7,30 do espectro de RMN de 'H de 14
(400 MHz, CDClj).

TABELA 3.20- Dados de RMN '"H de 14 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 04 DUARTE e FERREIRA, 2007
(400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCls)
H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
CHO 10.07 (1H, s) 10.08 (1H, s)
1 8,70 (1H, sl, N-H) 8,77 (1H, sl, N-H)
2 7,85 (1H, d, J= 3,0 Hz) 7,86 (1H, d, J=2,8Hz)
8,33 (1H, m) 8.33 (1H, m)
5¢6 7,33 (1H, m) 7,33 (1H, m)
7 7,44 (1H, m) 7,44 (1H, m)

A partir da analise do espectro de correlagdo heteronuclear ('H-">C),
HSQC, FIGURA 3.61, foi possivel observar as correlagdes a 'J dos sinais em &
10,07 com o carbono em & 185,1, caracteristico de aldeidico, em & 7,85 (H-2) com o

deslocamento em & 135,3 (C-2) e a correlagédo dos hidrogénios H-5 e H-6 em & 7,33
com o carbono em 6 124,0.
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FIGURA 3.61 - Espectro de correlagdo heteronuclear ("H-*C), HSQC, de 14 (400
MHz, CDCls).
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A substéancia foi submetida a analise via CG-EM, para confirmacgao da
estrutura a partir da sua massa molecular. A analise via CG-EM (FIGURAS 3.62 e
3.63), revelou o pico do ion molecular em m/z = 145 Daltons, sugerindo que a
férmula molecular do composto em questdo seja CgH;NO, confirmando a estrutura
do 3-indolcarbaldeido. Pelo levantamento realizado, € uma substancia conhecida,
encontrada tanto como produto natural como sintético, inclusive pode ser encontrada
em catalogos da Merck Millipore (804726) para venda, sendo muito utilizada em
sintese de outros produtos. Em plantas, foi relatada em Euphorbia lagascae
pertencente a familia Euphorbiaceae (DUARTE e FERREIRA, 2007), ndo sendo

reportado em Meliaceae.
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FIGURA 3.62- Cromatograma obtido por CG-EM para a substancia 14. Condicdes:
gas de arraste: Ny; temperatura inicial da coluna: 120°C; tempo inicial de 5 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 11 °C/min. até 300 °C, permanecendo nesta

temperatura por 12 minutos.
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FIGURA 3.63 - Espectro de massas (70 eV, IE) da substancia 14.

3.2.8 — Purina

3.2.8- Identificacao estrutural da substancia 15

A substancia 15 é uma purina e foi isolada da fragdo acetato de etila
(FAEEFTPL) proveniente do extrato etandlico das folhas de Trichilia pallens e teve
sua estrutura determinada através de experimentos de RMN 'H, COSY 'H-H,
HSQC, HMBC, ESI-MS e comparagcao com dados da literatura (BREITMAIER et al.,
1974).
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A partir do espectro de RMN de 'H (FIGURAS 3.64 e 3.65)
observaram-se dois singletos em 5 8,18 e 6 8,11 referentes ao hidrogénios de iminas
H-2 e H-8, respectivamente. Também foi observado no espectro um singleto
alargado em & 8,54 caracteristico de hidrogénio ligado a nitrogénio. Estes sinais

caracterizam uma purina (TABELA 3.21).
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FIGURA 3.64 - Espectro de RMN "H da substancia 15 (400 MHz, CDs0D).
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FIGURA 3.65 - Ampliagdo da regido 8,6 a 7,3 ppm do espectro de RMN H da
substancia 15 (400 MHz, CD3;0D).
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TABELA 3.21- Dados de RMN 'H da substancia 15.

SUBSTANCIA 15
(400 MHz, CD;0D)

8, J (Hz)

2 8,18 (1H, s)
8 8,11 (1H, s)
H-N 8,54 (1H, sl)

No espectro heteronuclear de HSQC (FIGURA 3.66) é observado
correlacdes a 'J dos sinais em & 8,18 (H-2) com o carbono em & 152,2 (C-2) e o

hidrogénio em 6 8,11 (H-8) com o sinal em & 139,7 (C-8) o que indica a presenca de

129
—131
133

uma unidade de purina de acordo com a literatura (BREITMAIER et al., 1974).
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FIGURA 3.66- Ampliacdo do espectro de HSQC da substéncia 15 (400 MHz,
CD;0D).

A partir da andlise do espectro de correlacdo heteronuclear (‘H-'3C)
HMBC, FIGURA 3.67, foi possivel observar a correlagao do hidrogénio em & 8,18 (H-
2) a trés ligagdes (3J) com os carbonos em & 150,7 e 155,3, os quais foram
atribuidos aos carbonos C-4 e C-6, respectivamente. O hidrogénio em & 8,11 (H-8)
também apresentou correlagdes a >J com os carbonos em & 150,7 (C-4) e 117,2,

sendo este ultimo atribuido ao C-5. Estes dados confirmam a estrutura, ja que os
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dados (BREITMAIER et al., 1974) de RMN de '*C para esta molécula sdo: 152,45
(C-2); 151,35 (C-4); 117,3 (C-5); 155,35 (C-6) e 139,4 (C-8).
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FIGURA 3.67 - Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia 15 (400 MHz,
CD3;0D).

A substancia foi submetida a analise via ESI-MS, para confirmagéo da
estrutura a partir da sua massa molecular. A analise foi realizada no modo positivo
de ionizagao (FIGURA 3.68), o qual revelou o pico do ion molecular em m/z = 136,1
[M+H]" Daltons, sugerindo que a formula molecular do composto em questio seja

CsNsHs, confirmando a estrutura de 15.
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FIGURA 3.68 - Espectro de fragmentacdo para a substancia 15. ESI/MS, modo

positivo de ionizacéo.

3.2.9- Nucleosideo

3.2.9.1- Identificagao estrutural da substancia 16

A substancia 16 foi isolada da fracdo acetato de etila (FAEEFTP)

proveniente do extrato etandlico das folhas de Trichilia pallens e teve sua estrutura
determinada através de experimentos de RMN 'H, COSY 'H-'H, HSQC, HMBC e
comparacao com dados da literatura (SILVA, 2007).
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A partir do espectro de RMN de 'H (FIGURAS 3.69, 3.70 e 3.71)
observaram-se dois singletos em & 8,30 e 8,18 referentes ao hidrogénios de iminas
H-2 e H-8, respectivamente. Também foram observados um dubleto em 6 5,97 (1H,
J= 6,5 Hz) o qual foi atribuido ao hidrogénio H-2', um sinal em 6 4,75 (1H, J= 6,5; 5,5
Hz) atribuido ao H-3', dos duplos-dubletos em & 4,33 (1H, J= 5,0; 2,5 Hz) referente
ao H-4'e em 6 4,18 (1H, J= 5,5; 3,0 Hz) para o H-5' e os deslocamentos em & 3,90
(1H, J= 12,5; 2,5 Hz) e 6 3,76 (1H, J= 12,5; 3,0 Hz) referentes aos hidrogénios
diasterotépicos H-6a' e H-63', respectivamente, os quais caracterizam a presenca de

uma unidade de ribose na estrutura.

TABELA 3.22 - Dados de RMN "H de 16 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 16 SILVA, 2007

(400 MHz, CD;0D) (400 MHz, CD;0D)
H 8, J (Hz) 8, J (Hz)
2 8,30 (1H, s) 8,40 (1H, s)
8 8,18 (1H, s) 8,27 (1H, s)
2 5,97 (1H, d, J = 6,5 Hz) 6,05 (1H, d, J = 6,4 Hz)
3 4,75 (1H, dd, J= 5,5; 6,5 Hz) 4,40 (m)
4 4,33 (1H, dd, J=2,5; 5,0 Hz) 4,40 (m)
5 4,18 (1H, dd, J= 3,0; 5,5 Hz) 4,26 (dd, J= 2,5 e 5,1 Hz)
6'a 3,90 (1H, dd, J= 2,5; 12,5 Hz) 3,98 (dd, J= 12,5 e 3,0 Hz)
6 3,76 (1H, dd, J= 3,0; 12,5 Hz) 3,83 (dd, J=12,5 e 3,0 Hz)
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FIGURA 3.69 - Espectro de RMN "H da substancia 16 (400 MHz, CD3;0D).
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FIGURA 3.70 - Ampliacdo da regiao 6 6,55 a 5,70 do espectro de RMN 'H da

substancia 16.
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FIGURA 3.71 - Ampliacdo da regiao 6 4,60 a 2,40 do espectro de RMN 'H da

substancia 16.

Os sinais dos carbonos foram atribuidos a partir da analise do mapa de
correlagbes do HSQC (FIGURA 3.72), o qual apresentou as respectivas correlagoes:
H-2 (5 8,30)/ C-2 (5 140,5), H-8 (5 8,18)/ C-8 (5 152,3), H-2' (5 5,97)/ C-2' (5 89,9), H-
3' (8 4,75)/ C-3' (6 74,2), H-4' (5 4,33)/ C-4' (5 71,4), H-5" (& 4,18)/ C-5' (5 86,9), H-6a'
(6 3,90) e H-6B' (6 3,76)/ C-6' (6 62,1).

Os demais carbonos foram observados no mapa de correlagdes do
HMBC (FIGURAS 3.73), porém detectou-se apenas algumas correlagdes dos
hidrogénios: H-2 (6 8,30) com os carbonos em 6 119,6 (C-5) e 148,5 (C-6), do H-8 (5
8,18) com os sinais em & 148,5 (C-6) e 156,2 (C-4), o dubleto em & 5,97 (H-2")
correlacionou-se com & 74,2 (C-3'), 140,5 (C-2) e 148,5 (C-6) e foi observada

101



Estudo Fitoquimico

também a correlagdo do H-3' (5 4,75) com o sinal em & 89,9 (C-2'). Assim, os dados

apresentados corroboraram com a literatura para o nucleosideo 5'-inosil.

+ 15 62,1

674,2
BT

589,9 '586,9

$140,5
"9152,3

80
90
100
110
120
130
— 140
150
— 160
— 170

PPM (F1)

PPM (F2) 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 56 5.2 4.8 44 4.0 3.6 3.2

FIGURA 3.72- Espectro de correlagdo heteronuclear 'H-*C (HSQC) de 16 (400

MHz, CD30OD).
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FIGURA 3.73- Expansao do espectro de correlagao heteronuclear 'H-*C (HMBC) de

16 (400 MHz, CD3OD).
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3.2.10 — Acido fendlico

3.2.10.1- Identificagao estrutural da substancia 19

A substancia 19 foi obtida da fracdo acetato de etila de folhas de T.
pallens e teve sua estrutura caracterizada por RMN 'H e =C, e também por

comparacgao com dados da literatura (MOURA et al., 2011).

O espectro de RMN 'H (FIGURAS 3.74 e 3.75) apresentou sinais de
hidrogénios aromaticos em & 7,30 (d, J=1,5 Hz, H-2) caracterizando acoplamento
meta com H-6 em & 7,25 (dd, J= 8,5 e J= 1,5 Hz, H-6), o qual apresentou um
acoplamento orto e meta com H-5 e H-2, respectivamente, e um sinal em & 6,73 (d,
J= 8,5 Hz, H-5) com acoplamento orto com H-6, o qual sugeriu a presenga de um

anel aromatico trissubstituido.

TABELA 3.23- Dados de RMN 'H de 19 e comparacao com a literatura.

SUBSTANCIA 19 MOURA et al, 2011
(400 MHz, DMSO-d) (500 MHz, DMSO-d})
H 5, J (Hz) %, J (Hz)
2 7,30 (1H, d, J=1,5 Hz) 7,32 (d, J=1,5 Hz)
5 6,73 (1H, d, J = 8.5 Hz) 6,76 (d, J=8,5 Hz)
6 7,25 (1H, dd, J = 8.5; 1,5 Hz) 7,27 (dd, J=8,5 e J=1,5 Hz)
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FIGURA 3.74- Espectro de RMN 'H da substancia 19 (400 MHz, DMSO-d).
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FIGURA 3.75 - Ampliacéo da regidao 7,40 a 6,50 ppm do espectro de RMN 'H da
substancia 19 (400 MHz, DMSO-dp).

O espectro de RMN ®C (FIGURA 3.76) foi obtido em DMSO-ds, e
assim, foi observado sinais em & 149,5 e & 144,8 mais desblindados, referentes aos
carbonos C-4 e C-3, respectivamente, devido ao efeito retirador de elétrons das
hidroxilas substituidas. Também foi observado sinais em & 121,6 atribuido aos
carbonos C-1 e C-6, em O 116,8 referente ao C-2 e em 0 115,0 ao C-5. O sinal da
carboxila nao foi possivel ser visualizado no espectro, porém foi confirmado no
HMBC, no qual foi observado correlagbes para os hidrogénios H-2 e H-6 com o
carbono em 170,3. Portanto, a substancia em questao foi identificada com o acido

protocatecuico.
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TABELA 3.24: Dados de RMN *C de 19 e comparagao com a literatura.

SUBSTANCIA 19 MOURA et al, 2011
(400 MHz, DMSO-dg) (125 MHz, DMSO-dg)

c” 3 (ppm), J (Hz) § (ppm), J (Hz)

1’ - 167.,0

1/6 121,6 122.4

2 116,8 1171

3 144.8 145,0

4 149,5 150,0

5 115,0 114 4

DMSp—dG

DNTODoN
CERad8%
S9IIB DD
IS8 S

121.67

—116.78
~115.04

—144.79

—149.54

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 3.76: Espectro de RMN C™ (400 MHz, DMSO-ds) da substancia 19.
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Bioatividade sobre S. frugiperda

4 - ENSAIOS DE BIOATIVIDADE SOBRE AS LAGARTAS DE
Spodoptera frugiperda

Os ensaios de bioatividade sobre as lagartas de S. frugiperda foram
desenvolvidos no Laboratério de Plantas Inseticidas do Departamento de
Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da
Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), sob a colaboragéo do Prof. Dr. José Djair
Vendramim e Dra. Angelina Maria Marcomini Giongo em parceria com o INCT-
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia - Controle Biorracional de Insetos Pragas
do grupo de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSCar e também
no Laboratério de Insetos do Departamento de Quimica-UFSCar sob colaboracao da
Profa. Dra. Andréia Pereira Matos e a aluna de Iniciacdo Cientifica Ana Carolina
Volante.

4.1- Bioensaios por meio de incorporagdao em dieta artificial em
placas de Elisa

4.1.1- Material e Métodos

e Boeco Germany® Series pipetor;

o Exacta® Micro pippete;

e Placas de Elisa;

e Etanol, acetona e agua;

e Dieta artificial (GREENE et al.,1976).

4.1.2—- Metodologia

Os ensaios foram realizados sob condi¢gdes de laboratério (T= 25 +
2°C,UR= 60 = 10% e fotofase de 14 horas), com lagartas de S. frugiperda criadas
em dieta artificial. Foram realizadas quatro repeticdes contendo 24 lagartas por
tratamento (uma placa de Elisa por tratamento) em delineamento inteiramente
casualizado.

Para a realizagao dos experimentos foram acondicionados 2000 uL de

dieta artificial por célula, utilizando um pipetador, (FIGURA 4.1). Todas as amostras
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foram solubilizadas em acetona ou etanol, e as diferentes concentragbes foram
obtidas a partir de diluigdes e 30 pl da mostra foram aplicados sobre a dieta em cada
célula, com auxilio de micropipeta. As placas foram mantidas abertas por duas horas
para permitir a evaporacao do solvente e, em seguida, foi inoculada uma lagarta de
primeiro instar por célula. Foram feitas quatro repeticbes para cada amostra testada
(tratamento), e assim, cada tratamento consistiu em 4 placas de Elisa, totalizando 96
lagartas por tratamento. Foram realizadas trés testemunhas, uma para o controle da
agua deionizada usada sobre a dieta, outra para a acetona e outra para o etanol. As
avaliagbes de mortalidade foram realizadas diariamente, até o 10° dia apds a

instalagdo do experimento.

Teste de extratos/fracdes/compostos puros

e %
{\\‘ 2 %‘

L]
i1

i

—_—>

Massa

3

Dieta artificial em placas acrilcas 30 plL extrato/ffracdofcompostos

L rtas 1° inst;
Controle: solvente e R e

FIGURA 4.1. Bioensaio realizado em Placas de Elisa com S. frugiperda.

4.1.3 - Analise dos dados

Para as analises, foi utilizado o programa estatistico R versao 3.0.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Todos os bioensaios seguiram o
delineamento inteiramente casualizado. Os dados de mortalidade foram analisados
por GLM (General Linear Models), utilizando o teste de qui-quadrado (p < 0,05) para
comparagao de médias; os demais dados foram submetidos ao teste de Bartlett para
verificagcdo da homocedasticidade das variancias dos tratamentos e ao teste de
Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade dos residuos, e analise de variancia
pelo teste F (p < 0,05). Dados que ndo se adequaram a analise paramétrica foram
analisados por GLM, com analise de variancia pelo teste F (p < 0,05). Nos casos em
que havia mais de dois tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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4.2- Bioensaios por meio de incorporagcao em dieta artificial em

tubos de vidro

Estes ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Insetos do
Departamento de Quimica da UFSCar sob condigbes de laboratério (T= 25 + 1°C,
UR= 70 + 5 % e fotofase de 12h). Lagartas de S. frugiperda foram mantidas em dieta
artificial (KASTEN et al., 1978) e os adultos com solugéo de mel a 10%.

Para a realizagao dos bioensaios, as amostras (extratos, fracbes e
substancias puras) foram solubilizadas em uma pequena quantidade de solvente e
misturadas ao acido ascorbico contido na dieta artificial. Logo apds, as amostras
foram mantidas em capela até a evaporagdo do solvente, e em seguida, todas as
amostras foram incorporadas a dieta sob temperatura de aproximadamente 50 °C
(MATOS et al., 2006; LEITE et al., 2008; MATOS et al., 2009). As amostras foram
incorporadas em diferentes concentragbes, 500 mg para extratos, 300 mg para
fragbes e 30 mg para as substéncias puras em 300 g de dieta artificial. Para cada
tratamento também foram preparadas testemunhas, utilizando-se apenas os
solventes aos quais as amostras foram solubilizadas na dieta. Depois de
incorporadas, 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 fechados com
algodao hidrofugo (FIGURA 4.2). Em seguida, os tubos foram mantidos por 24 h em
porta-tubos metalicos para eliminagao do excesso de umidade. Em seguida, foram
inoculadas lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta de

primeiro instar por tubo de vidro.

FIGURA 4.2. Tubos de vidro utilizados no bioensaio e larvas recém-eclodidas de S.

frugiperda.
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Os parametros avaliados foram duragao das fases larval e pupal, além
da massa das pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) ao final de
cada fase. As pupas obtidas foram pesadas um dia apdés a pupagdo e
permaneceram em observagao até a emergéncia dos adultos. Para cada tratamento
foram utilizadas 30 lagartas, distribuidas em trés repeticbes de dez lagartas cada,
em delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA). A comparacao entre médias dos tratamentos é feita através

do Teste de Tukey com nivel de 5% de probabilidade de erro.

4.3 - Resultados e Discussao

4.3.1 Bioensaios por meio de incorporacdao em dieta artificial em

placas de Elisa

Os ensaios bioldgicos utilizando placas de Elisa foram realizados para
todos os extratos brutos etandlicos e as respectivas fracdes provenientes da particao
liquido-liquido (hexanica, diclorometanica, acetato de etila e a fragado hidroalcdolica)
de frutos, folhas e ramos de To. ciliata, folhas e ramos de T. pallida e folhas e ramos
de T. pallens, conforme descrita no FLUXOGRAMA 3.2. Estes ensaios biolégicos
foram realizados a fim de se verificar a bioatividade dos mesmos, pois de acordo
com dados da literatura sao espécies vegetais com potencial inseticida. Esta
metodologia foi escolhida para screening de todos os tratamentos (extratos, fracbes
e substancias), uma vez que é um método rapido e eficiente, porém inviavel
pensando-se em avaliar o ciclo completo do inseto. Assim, para as amostras ativas
foi empregada a metodologia descrita em 4.2 a fim de se avaliar a bioatividade
durante o ciclo completo de S. frugiperda.

Primeiramente foi realizado o bioensaio com todos os extratos brutos
etandlicos das trés espécies (TABELA 4.1), To. ciliata, T. pallida e T. pallens, na
concentracdo de 10.000 ppm. Verificou-se baixa mortalidade em todos os
tratamentos apdés 10 dias de anadlise diaria, comparativamente aos controles
(variagcdo de mortalidade de 8 a 21 %). Entretanto, foram observados bons
resultados e diferencas significativas em relagcdo a massa média das lagartas ao

final do periodo de avaliagdo. As lagartas alimentadas em dieta tratada
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superficialmente com os extratos etandlicos dos ramos de T. pallida e dos ramos de
T. pallens apresentaram significativa redu¢gao da massa, variando de 82 a 95 mg e
diferindo do controle agua. Vale ressaltar que a analise da mortalidade é feita apds
10 dias de ensaio, e sdo testes preliminares, ja que apods estes dias ocorre
inviabilidade no desenvolvimento das lagartas em placas de Elisa. Segundo dados
da literatura (BORGONI et al., 2003), os extratos aquosos dos ramos de T. pallida e
T. pallens a 5% em folhas de milho apresentaram uma grande reducdo da massa

larval.

TABELA 4.1 - Mortalidade e massa larval de S. frugiperda alimentadas desde o 1°
instar com dieta tratada superficialmente com extratos etandlicos de T. pallens, T.

pallida e To. ciliata 1%, apos 10 dias.

Tratamento Mortalidade (%)* Massa (mg)*

Controle Agua 6,25+0,27 a 143,87 £ 8,46 b
Controle Agua:Etanol (1:1) 3,13+£0,14 a 133,58 £ 3,42 ab
Folhas — T. pallens 12,50+ 0,41 a 117,12 £ 4,69 ab

Ramos — T. pallens 13,54+ 0,41 a 82,46 £8,02 a
Folhas — T. pallida 16,67 £0,38 a 107,01 £ 13,35 ab
Ramos — T. pallida 8,33+0,30a 95,04 = 17,15 ab
Folhas — To. ciliata 6,25+0,25a 110,78 £ 17,46 ab
Ramos — To. ciliata 21,88+ 0,53 a 105,58 £10,85 ab

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si (Tukey, p<0,05).

Na analise das fragbes provenientes dos extratos brutos etanodlicos de
T. pallida (TABELA 4.2) observou-se baixas mortalidades quando analisadas em até
10 dias de ensaio (variagdo de 0 a 13%) e comparadas com os controles (1% de
mortalidade). No entanto, apds a avaliagdo da massa média das lagartas apds 10
dias de ensaio, observou-se que houve um grande efeito no desenvolvimento das
lagartas em relagao a redugao da massa. Verificou-se redugdo em torno de 96% até
o 10° dia quando tratadas com as fragdes diclorometanicas das folhas (redugao para
22 mg) e dos ramos de T. pallida (reducdo para 14,4 mg), estes valores foram
comparados com os controles (variagédo de peso de 340 a 374 mg). Esse resultado
mostra claramente que esta grande reducado levaria a 100 % de mortalidade do

inseto. A mesma tendéncia foi observada por BORGONI et al., 2003, com variagdes
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drasticas na redugado de pesos das lagartas, quando tratadas com extratos aquosos
de T. pallida.

TABELA 4.2 - Médias da massa e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas
de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com fracoes

de extrato etandlico de folhas e ramos de T. pallida a 1%, apds 10 dias

Tratamento Massa + EP (mg)' Mortalidade = EP (%)?
Fragao Diclorometano - Ramos 1438+ 1,62 a 12,50+ 0,38 a
Fragao Diclorometano - Folhas 22,13+ 2,25a 9,38 £ 1,04 ab
Fracdo Acetato de etila - Ramos 290,99 +£32,14 b 1,04 £ 1,04 be
Fracdo Hexano - Folhas 288,16 £20,25 b 0,00 £0,00 ¢
Fragao Acetato de etila - Folhas 375,87 24,06 bc 1,04 £ 1,04 be
Fragdao Hexano - Ramos 303,78 + 14,35 be 1,04 £ 1,04 be
Controle Etanol 340,66 + 18,00 be 1,04 £ 1,04 be
Controle Acetona 351,87 +£24,70 be 1,04 £ 1,04 be
Controle Agua 374,26 + 26,40 be 1,04 £ 1,04 be
Fragao Hidroalcoodlica - Ramos 325,61 +£14,19 be 0,00 £0,00 ¢
Fracao Hidroalcoolica - Folhas 392,10 +27,32 ¢ 0,00 £0,00 ¢
F 73,96 -
p < 0,001 < 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, p <0,05)
" GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

Analisando os resultados obtidos para as fragbes provenientes do
extrato etandlico de frutos, folhas e ramos de To. ciliata (TABELA 4.3), observou-se
que nenhuma das fragbes apresentaram efeito em relagdo a mortalidade (uma
variagao de 0 a 1%) comparando com os controles (variagdo de 0 a 2 %). As fragdes
diclorometanica das folhas e frutos apresentaram efeitos significativos quando
avaliadas em relacdo a massa larval, as quais apresentaram uma reducédo de massa
(variacéo de 114 a 146 mg) em relagédo aos controles (variagdo de 210 a 237 mg),
uma reducao em torno de 50 % da massa.
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TABELA 4.3 - Médias da massa e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas
de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com fracoes

de extrato etandlico de folhas, ramos e frutos de To. ciliata a 1%, ap6s 10 dias

Tratamento Massa = EP (mg)! Mortalidade £ EP (%)
Fragdo Diclorometano - Folhas 114,25+ 11,10 a 1,04 £0,10
Fragdo Diclorometano - Frutos 146,86 = 4,65 ab 1,04 £ 0,10
Fragdo Acetato de etila - Ramos 158,20 + 6,63 abc 1,04 £ 0,10,
Fragao Diclorometano — Ramos 169,33 + 12,30 abed 0,00 + 0,00
Fragdo Hidroalcoolica - Folhas 183,95 + 15,07 bede 0,00 + 0,00
Fragdo Acetato de etila - Folhas 191,41+ 9,15 bede 0,00 + 0,00
Fragdo Hexanica - Ramos 193,47 + 10,42 bede 0,00 £+ 0,00
Fragdo Hexanica - Folhas 194,70 £ 9,53 bede 0,00 + 0,00
Fracdo Hexanica - Frutos 197,06 + 13,84 bede 0,00 £ 0,00
Fracdo Acetato de etila - Frutos 198,16 +20,30 bede 0,00 £0,00
Fracdo Hidroalcoodlica - Frutos 201,90 =+ 5,46 bede 1,04 £0,10
Controle Agua 210,36 +£ 10,22 cde 0,00 £0,00
Fragao Hidroalcoodlica - Ramos 221,51 £13,17 cde 0,00 + 0,00
Controle Etanol 231,88 £ 14,16 de 1,04 £ 0,10
Controle Acetona 237,15+22,42 ¢ 2,08+0,14
F 2,63 -
p 0,0375 0,3482

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
' GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

Na analise das fracdes provenientes dos ramos e folhas de T. pallens
(TABELAS 4.4 e 4.5), a fracao diclorometanica proveniente do extrato etandlico de
ramos foi a que apresentou o melhor resultado. Foi observado que houve uma
mortalidade de 30,3 % até o 10° dia de ensaio e que houve uma reducdo de massa
de praticamente 100 %. Comparando valores de 376 mg para o controle e uma
variagdo de 294 a 314 mg para os controles, as lagartas quando tratadas
superficialmente com esta fracdo apresentou uma redugao de massa drastica para
4,3 mg no 10° dia de ensaio. Esta fragao foi observada por mais uns dias e em vinte
dias apresentou 80 % de mortalidade das lagartas. Ja nas fragdes provenientes das
folhas, observou-se baixas mortalidades quando analisadas em até o 10° dia de
ensaio (variagdo de 1 a 11%), quando comparadas aos controles (6% de
mortalidade). Os resultados em relagcao a reducao de massa nao foi diferente, o qual
apresentou uma variagao de 8 a 22 % de reducdo quando comparadas ao controle.
Segundo BORGONI et al. (2003) extratos aquosos de ramos e folhas de T. pallens
apresentaram alta eficiéncia em reduzir o massa da lagarta e a sobrevivéncia larval

quando aplicadas sobre as folhas do milho.
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TABELA 4.4 - Médias de massa e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas
de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com

fragOes de extrato etandlico de ramos de T. pallens a 1%, apos 10 dias

Tratamento Massa = EP (mg)' Mortalidade = EP (%)>
Fragdo Diclorometano 431+ 0,30a 30,21 £2,62 a
Fracdo Acetato de etila 289,46 £21,94 b 3,13+£1,99b

Controle Etanol 294,36 £ 5,89 b 1,04 +£1,04b
Controle Acetona 31406+ 12,47 b 0,00+ 0,00 b
Fragdo Hidroalcoolica 326,97 £ 14,21 be 1,04 £1,04b
Fragdao Hexano 374,71 £10,46 ¢ 6,25+3,61b
Controle Agua 375,62+ 13,18 ¢ 0,00+ 0,00 b
F 186,33 -
p < 0,001 < 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, p <0,05)
" GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

TABELA 4.5 - Médias de massa e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas
de S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com

fracdes de extrato etandlico de folhas de T. pallens a 1%, apés 10 dias

Tratamento Massa + EP (mg)! Mortalidade = EP (%)?
Fracao Hexano 344,06+ 17,31 a 1,67+ 1,67
Fracao Diclorometano 372,57 +£28,61ab 11,67 £4,25
Fracdo Acetato de etila 399,22 + 24,54 ab 10,00 +£4,86
Fracao Hidroalcodlica 405,60 £ 25,42 ab 8,33 +£0,00
Controle Etanol 414,96 £13,20 ab 3,13+1,20
Controle Acetona 435,30 £24,35 ab 6,67 £ 1,67
Controle Agua 443,56 £10,56 b 6,67 £4,86
F 2,63 -
p 0,0375 0,3482

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
" ANAVA, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

Apés a avaliacao dos extratos e fragdes, realizaram-se ensaios de
bioatividade com algumas das substancias isoladas, as quais foram obtidas em
quantidade significativa para a realizagdo dos ensaios, onde algumas delas foram
provenientes de fracbes mais ativas. Diante disto, foi possivel avaliar seis
substancias isoladas (FIGURA 4.3), trés de To. ciliata, o limonoide cedrelona (1), o
flavonoide catequina (2) e o triglicerideo (3); uma de T. pallida um triterpeno do tipo
damarano, o damaradienol (4); e a cumarina escopoletina (5) obtida das folhas e
ramos de T. pallens proveniente das fragdes diclorometanicas, as quais foram mais

ativas.
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FIGURA 4.3. Substancias isoladas de T. pallida, T. pallens e To. ciliata, submetidas

ao ensaio de bioatividade frente as lagartas de S. frugiperda.

Os resultados observados para a catequina (2) sdo apresentados na
TABELA 4.6. Nao foi observado efeito em relagcdo a mortalidade e massa quando
comparados ao controle. LEITE (2005) verificou através de ensaios de ingestéo, que
a substancia ent-catequina nas concentracées de 1, 10 e 50 mg/kg apresentou
mortalidade larval de 50,00, 53,33 e 66,67 %, respectivamente. No entanto, neste
experimento por se tratar de mistura racémica um isO6mero pode estar

antagonizando o efeito do outro.

TABELA 4.6 - Mortalidade e massa médias (x erro padrdo da média) de lagartas de
S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com o flavonoide

catequina 1% (10.000 ppm), apos sete dias

Tratamento Mortalidade = EP (%)? Massa £+ EP (mg)?
Catequina 7,50+ 1,94 114,20 +4,63
Controle! 5,00+ 1,84 134,28 £1,95

F - 27,76
p 0,4222 < 0,001

" Solvente utilizado para dilui¢do do composto (etanol e agua, 1:1); > GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05);
*ANAVA, teste F (p < 0,05)

Em relagédo ao ensaio com o triglicerideo (3) hove efeito na mortalidade
ao comparar ao controle, TABELA 4.7. A avaliagdo da massa larval apos 10 dias de
ensaio foi evidenciado que houve uma reducdo de massa em torno de 38% em

relagdo ao controle.
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TABELA 4.7 - Mortalidade e massa médias (x erro padrdo da média) de lagartas de
S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com um

triglicerideo a 1% (10.000 ppm), apos sete dias

Tratamento Mortalidade £ EP (%)? Massa + EP (mg)®
Triglicerideo 35,00 + 6,78 90,67 + 4,22
Controle! 4,17+ 1,39 119,83 £3,28
F - 27,76
p < 0,001 < 0,001

" Solvente utilizado para dilui¢io do composto (acetona pura); > GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05); °
ANAVA, teste F (p <0,05)

O resultado obtido no ensaio realizado com o triterpeno damaradienol
(4) esta descrito na TABELA 4.8, e é observado que nao apresentou nenhum efeito

no desenvolvimento do inseto.

TABELA 4.8 - Mortalidade e massa médias (x erro padrdao da média) de lagartas de
S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com o triterpeno

damaradienol a 1% (10.000 ppm), apds sete dias

Tratamento Mortalidade = EP (%)? Massa £+ EP (mg)?
Controle! 0,00 + 0,00 59,16 + 3,52
Damaradienol 0,00 £ 0,00 66,41 £2,50
F - 2,83
p - 0,11

"'Solvente utilizado para dilui¢do do composto (acetona e agua, 1:1). % Dados ndo analisados (variancia nula);
JANAVA, teste F (p < 0,05)

O ensaio com a escopoletina (5) foi realizado na concentragao 1.000
ppm, utilizando-se como controle agua e acetona (1:1). Foram utilizadas 10
repeticbes de 12 lagartas para cada tratamento, e apds sete dias foi contabilizado o
numero de lagartas mortas e as sobreviventes foram pesadas. Diante dos resultados
observados para a escopoletina observou-se efeito em relagdo a mortalidade (14 %)
comparados ao controle (1 %) e também apresentou efeito em relagdo ao peso
médio ao final do experimento, uma redugdo de 23 % quando comparadas ao
controle (TABELA 4.9). Os resultados obtidos estdo de acordo com os descritos por
VERA et al. (2006), em que a escopoletina sintetizada em laboratdrio foi testada sob
efeito antialimentar e téxico, quando incorporada em dieta artificial para as larvas de
S. frugiperda. Foram observados para uma concentragdo de escopoletina de 100
Mg/g dieta que ndo houve efeito sobre a preferéncia alimentar e téxico na mesma

concentracdo, nao mostrando efeito na duracao larval e nem no peso médio e
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apenas 10 % de mortalidade larval em relagdo ao controle durante o experimento. A
escopoletina foi isolada das fragdes diclorometanicas provenientes tanto dos
extratos etandlicos de folhas e ramos de T. pallens, ambas as fracbes foram
bastante ativas, principalmente, a fracdo diclorometanica dos ramos que apresentou
100% de mortalidade larval sobre as larvas de S. frugiperda. Esta fragéo é bastante

promissora e se faz necessario novos estudos para a busca dos compostos ativos.

TABELA 4.9 - Mortalidade e massa médias (+ erro padrédo da média) de lagartas de
S. frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com a cumarina

escopoletina a 0,1% (1.000 ppm), apds sete dias

Tratamento Mortalidade = EP (%)> Massa £+ EP (mg)?
Escopoletina 14,17 £ 2,50 64,08 £ 6,98
Controle! 1,67+ 1,11 82,94 +7,17
F - 7,04
P < 0,001 0,016

" Solvente utilizado para diluigdo do composto (acetona e 4gua 1:1); ° GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05);
2GLM, Teste F (p < 0,05)

Também foram realizadas as avaliagdes frente S. frugiperda do extrato
hexanico do caule de To. ciliata, o qual foi preparado para a obtencio da cedrelona
(FLUXOGRAMA 3.1). Esta ultima apods ser isolada também foi avaliada. Estes
resultados estdo apresentados nas TABELAS 4.10 e 4.11.

A avaliagao realizada para o extrato hexanico obtido do caule de To.
ciliata foi realizada em apenas 7 dias com o objetivo de se verificar se havia
sinergismo e um aumento na atividade ou uma diminuigdo, visto que este extrato
apresenta majoritariamente o limonoide cedrelona. Em 7 dias de avaliagcdo pode-se
verificar pouco efeito em relacao a mortalidade dos insetos quando se compara com
o controle, porém, houve um efeito em torno de 64% na redugédo do peso dos
insetos, sugerindo que havia algum principio ativo que afetava bastante no
desenvolvimento do inseto, e este efeito esta relacionado a presenca de cedrelona
majoritaria, ja que a mesma apresenta um forte efeito no crescimento e

desenvolvimento do inseto.
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TABELA 4.10 - Mortalidade e massa médias (+ erro padrdo) de lagartas de S.
frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com
extrato em hexano de caule de To. ciliata a 10.000 ppm, apos 7 dias (23+2°C,
UR=50+10%, fotofase 14 h)

Tratamento Mortalidade (%)* Peso (mg)*
Controle-acetona:agua 0,83+0,83b 37,72+1,80 b
Extrato hexanlgc_J do caule de To. 19,17 + 6,34 a 13,66 + 1,42 a
ciliata

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, 5%)

Segundo os resultados apresentados na TABELA 4.11, pode-se
constatar o efeito da cedrelona quando testada em diferentes concentragoes, a qual
apresentou altos indices de mortalidades larvais e um forte efeito no
desenvolvimento do inseto. Para cedrelona foram realizados testes em diferentes
concentragdes, pois com esta seria realizada o estudo da acdo sob o inseto por
analises espectroscopicas, assim saber qual a concentragdo minima ativa é
fundamental, principalmente, para as analises por Espectometria de massas. Varios
sdo os trabalhos descritos na literatura em que se demonstram as atividades
inseticida e antialimentar do limonoide cedrelona sobre diversas espécies de
lepidopteras (SURESH et al., 2002; KOUL e ISMAN, 1992; ARNASON et al., 1987;
KUBO et al., 1986). Uma segunda sequéncia deste experimento com a cedrelona foi
realizado com lagartas de 1° instar larval, simultaneamente, e foram coletados
aliquotas de larvas nos 3° 7° e 10° dias de ensaio, para a realizacdo do estudo

quimico do inseto via Ressonancia Magnética Nuclear de 600 MHz.
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TABELA 4.11- Mortalidade e massa médias (+ erro padrdo) de lagartas de S.
frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com
cedrelona, apos sete dias (23+2°C, UR=50+£10%, fotofase 14 h)

Concentracio (ppm) Mortalidade (%)* Massa (mg)

0,00 2,13£2,08d 29,35+6,13d
18,75 16,67 +4,81 cd 14,52+ 3,73 ¢
37,50 14,58 £3,99 cd 17,16 + 3,83 be
75,00 33,33 £ 7,95 bed 8,85+ 2,10 be
150,00 41,67 11,79 be 6,63+1,90b
300,00 56,76 £ 10,31 b 2,84+ 0,96 a
600,00 100,00 = 0,00 a -

*M¢édias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si (Tukey, 5%)

4.3.2- Bioensaios por meio de incorporacao em dieta artificial em

tubos de vidro

Esta metodologia foi escolhida para se avaliar a atividade inseticida
quando se é analisado o ciclo de vida completo do inseto. Foram escolhidas para os
testes, os extratos brutos, as fracbes e substancias puras as quais apresentaram
atividades promissoras quando analisadas em placas de Elisa. Assim, realizou-se
primeiramente o ensaio com os extratos brutos etandlicos de To. ciliata (ramos e
folhas), T. pallida (ramos e folhas) e T. pallens (ramos e folhas) a fim de se analisar
a bioatividade e o desenvolvimento frente a S. frugiperda, desde o primeiro instar
larval até a emergéncia dos adultos.

Durante a anadlise da duracao da fase larval, TABELA 4.12, observou-
se que todos os tratamentos causaram um alongamento da fase larval comparando
com o branco (17 dias), com excecgao do extrato etandlico das folhas de To. ciliata.
As lagartas alimentadas com os extratos etandlicos de ramos e folhas de T. pallida
foram os que apresentaram um alogamento da fase larval mais significativo, um
aumento de 8 dias para os ramos e de 4 dias para as folhas, ao comparar com o
branco. Os extratos etandlicos de folhas e ramos de T. pallens e ramos de To. ciliata
apresentaram alongamento da fase larval de 1,3; 2,25 e 1,69, respectivamente. Uma
maior duragao da fase larval, em campo, deixara o inseto por mais tempo propenso
ao ataque de parasitdides, predadores e entomopatégenos, provocando ainda maior

competicdo pelo alimento. Os adultos que emergirdo desses individuos terao
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assincronia com a populagcao normal e, consequentemente, a copula sera dificultada
ou quando existir tendera a consanguinidade pelo acasalamento de individuos da
mesma geracdo. Também sera diminuido o numero de gerag¢des do inseto no ciclo
agricola (TANZUBIL et al.,, 1990). O prolongamento da fase larval relaciona-se
geralmente com o crescimento mais lento e pouca ingestado de alimento, por existir
neste um ou varios aleloquimicos téxicos ou por ocorrer desbalang¢o nutricional. Em
campo, o crescimento lento das lagartas levara a um menor consumo de alimento,
ocasionando menor dano nas plantas (TANZUBIL et al., 1990).

A duracao da fase pupal para os extratos analisados variou de 9,0 a
10,94 dias, sem diferenca significativa entre as médias, TABELA 4.12. Os resultados
estdo de acordo com os obtidos por RODRIGUEZ e VENDRAMIM, 1996; 1997 e
BORGONI et al., 2005, que trabalharam com espécies de Trichilia avaliadas na
presente pesquisa e também nao constataram efeito negativo dos extratos sobre a
duracdo da fase pupal de S. frugiperda. O maior efeito sobre o peso das pupas,
TABELA 4.12, foi constatado para os extratos etandlicos de folhas e ramos de T.
pallida (variagdo de 159 a 165,7 mg) quando comparadas ao controle (285 mg).
Estes dados estao de acordo com dados da literatura (BORGONI et al., 2003; 2005),
uma vez que os extratos aquosos de folhas e ramos de T. pallida apresentaram
reducao no peso das pupas em relagao a testemunha quando tratadas em folhas de
milho. Menor peso de pupas indica menor consumo de alimento ou menor eficiéncia
de conversao do alimento ingerido, possivelmente, devido a presenga de deterrentes
ou auséncia de fagoestimulantes (RODRIGUEZ et al., 1997).

O prolongamento do periodo larval e a diminuicao do peso das pupas
nos individuos indicam que, além de inibir o crescimento larval, é possivel que
também tenha ocorrido inibicdo na alimentagdo ou menor eficiéncia de conversao do
alimento ingerido, o que ocorre quando os insetos sdo sujeitos a altas doses de
substéancia toéxica (TANZUBIL et al., 1990).
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TABELA 4.12- Médias da duracado da fase larval, fase pupal e massa pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos etandlicos a 1000
mg.Kg'de ramos e folhas de T. pallens, T. pallida e To. ciliata. Temp.: 25 + 1°C; UR:

70 + 5% e fotofase:12 horas.

Duragao (dias)

Duracgao (dias)

Tratamento (* EP) (* EP) I\:I;sgs)a(ip;;ﬁl
Fase larval Fase pupal

Branco 17,08 £1,320b 8,16 £ 1,546 b 285,04 £ 18,546 a
Controle MeOH 18,35 £ 1,945 ab 8,64 + 1,432 ab 272,04 £33,475a
Folhas — To. ciliata 17,36 + 1,989 ab 9,82+ 1,680 a 247,32 £ 19,638 b
Ramos — To. ciliata 18,77 £3,025 a 9,77 £ 1,569 a 270,03 £ 28,788 a
Branco 17,08 +1,320 ¢ 8,16 + 1,546 b 285,04 £ 18,546 b
Controle MeOH 18,35+ 1,945 ¢ 8,64 +1,432b 272,04 £33,475b
Folhas — T. pallida 21,72+2,074 a 9,81 +1,030 a 165,67 £ 19,726 a

Ramos — 7. pallida

25,71 +£3,273 b

10,94 £ 1,765 a

159,05 £ 22,772 a

Branco 17,08 + 1,320 b 8,16 +1,546a 285,04+ 18,546 b
Controle MeOH 18,35 £ 1,945 ab 8,04+ 1,432a  272,04+33,475Db
Controle Metanol : DCM 18,00 £ 1,589 ab 8,85+1,424a  269,35+25,035b
Ramos — T. pallens 19,33 £2,249 a 9,00+ 1,815a  225,33+31,217a
Folhas — T. pallens 18,33 £ 1,225 ab 9,50+1,927a 232,00 +20,567 a

" Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).

O extrato bruto etandlico das folhas de T. pallens foi o uUnico que
apresentou alta mortalidade larval (70%), TABELA 4.13. Os outros extratos de folhas
e ramos de To. ciliata e T. pallida e ramos de T. pallens ndo apresentaram efeito na
sobrevivéncia das lagartas, com variacdo de 0 a 37,4 % de mortalidade larval.
Segundo a literatura [RODRIGUEZ E VENDRAMIM (1996; 1997); BORGONI e
VENDRAMIM (2003; 2005) e ROEL (1998; 2000a; 2000b; 2006] os extratos de T.
pallida e T. pallens sao bastante promissores como inseticida. Porém, ndo ha relatos
de efeitos de extratos etandlicos destas espécies por meio de incorporagdo em dieta
artificial, e sim efeitos significativos para os extratos aquosos em folhas de milho.
Assim nao se conhece o efeito destes extratos, principalmente, dos seus principios

ativos quando incorporados em dieta artificial. Segundo BORGONI et al., 2003
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extratos aquosos de ramos de T. pallida e T. pallens e folhas de T. pallens
apresentaram alta eficiéncia em reduzir o peso da lagarta e a sobrevivéncia larval
guando aplicadas sobre as folhas do milho, destacando que o extrato de folhas de T.
pallens causou mortalidade total das lagartas, superando os demais tratamentos.
Com isso, o melhor resultado apresentado pelas folhas de T. pallens corrobora com
a literatura, sendo portanto, um extrato bastante promissor neste trabalho.

N&o foram constatados efeitos significativos para os extratos etandlicos
das trés espécies (7. pallida, T. pallens e To. ciliata) na mortalidade pupal (uma

variagao de 0 a 8,3%) quando comparadas ao controle, TABELA 4.13.

TABELA 4.13- Mortalidade das fases larval e pupal de S. frugiperda alimentada com
dieta artificial tratada com extratos etandlicos, a 1000 mg.Kg™, de ramos e folhas de
T. pallens, T. pallida e To. ciliata. Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase:12 horas.

Mortalidade larval (%) Mortalidade pupal (%)

Tratamento

(x EP) (XEP)
Branco 16,67+ 15,275 a 0,00+ 0,000 a
Controle MeOH 21,10 £ 11,689 a 3,70 £ 6,409 a
Folhas — To. ciliata 26,67 £20,817 a 0,00 + 0,000 a
Ramos — To. ciliata 0,00 £ 0,000 a 0,00 £ 0,000 a
Branco 16,67 £ 15,275 a 0,00+ 0,000 a
Controle MeOH 21,10+ 11,689 a 3,70+ 6,409 a
Folhas — T. pallida 26,67 £11,547 a 417+7217 a

Ramos — T. pallida

30,00 + 10,000 a

8,33+ 14,434 a

Branco 16,67 + 15,275 b 0,00 + 0,000 a
Controle MeOH 21,10+ 11,689 b 3,70 £ 6,409 a
Controle Metanol : DCM 30,00 £ 10,000 b 0,00 £ 0,000 a
Ramos — T. pallens 37,40 + 14,081 ab 0,00 = 0,000 a

70,00 £17,321 a 8,33+ 14,434 a

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

Folhas — T. pallens

A partir dos resultados obtidos dos extratos brutos, realizou-se as

analises apenas das fracbes particionadas, provenientes do extrato etandlico das
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folhnas e ramos de T. pallens, ja que estas apresentaram os resultados mais
significativos.

Dentre os parametros avaliados, as fragdes dos ramos de T. pallens
apresentaram resultados tanto na duragao da fase larval e pupal como na massa
pupal quando comparadas aos controles (TABELA 4.14), apenas a fragao
diclorometanica nao foi possivel estimar estatisticamente pois ocorreu mortalidade

elevada.

TABELA 4.14 - Médias da duracao de fase larval, fase pupal e massa pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com as fracbes de ramos de T.
pallens, a 100 mg.kg ™. Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.

I_)uragéo Duracao (dias) (* Massa pupal (mg)
Tratamento (dias) (* EP) EP) (£EP)’
Fase larval Fase pupal
Branco 13,95+ 1,046 b 9,58+0,837a 286,50 +£27,894 a
Controle MeOH 14,00 + 1,443 b 9,48+ 1,675a 278,36 £32,255 a
Controle (Hexano:DCM) 14,58 £2,996 b 9,63 £0,769 a 271,31 £37,976 a
Controle (Acetona:DCM) 14,50 £ 1,790 b 9,73+0,703 a 285,25+ 36,554 a
Fracgdo hexanica 15,67 £ 1,455 ab 10,00 £ 1,033 a 283,63 +17,278 a
Fracdo acetato de etila 16,87 £2,117 a 9,68 £0,779 a 273,89 + 38,450 a
Fracgdo hidroalcoolica 16,46 + 1,644 a 926+1,913a 283,39 +£27,392 a

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

Os resultados obtidos para mortalidade larval foram bem contrastantes,
sendo que a fragdo hexanica apresentou 40% quando comparada ao seu controle e
a fracédo diclorometanica 100% de mortalidade larval. A mortalidade pupal n&o foi
significativa, quando comparadas ao controle (TABELA 4.15). Os bons resultados
obtidos s&o corroborados pela literatura (BORGONI et al., 2003). Assim, a fragao
diclorometéanica é bastante promissora uma vez que ndo ha relatos na literatura para
estudo fitoquimico e atividade desta quando incorporada em dieta artificial de S.
frugiperda.
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TABELA 4.15 - Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com as fracbes de ramos de T. pallens, a 100

mg.kg1.Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.
Mortalidade larval (%)

Mortalidade pupal (%)

Tratamento ( EP) (£EP)
Branco 21,47+ 11,172 b 12,50 £ 11,546 a
Controle MeOH 13,715,168 b 6,67 11,547 a
Controle (Acetona:DCM) 37,4+19,957b 21,43 £25,752 a

Controle (Hexano:DCM)
Fragdo hexanica

Fracao diclorometanica
Fragdo acetato de ctila

Fracao hidroalcoolica

13,33 £ 15,275 b
40,00 + 10,000 b
100,00 + 0,000 a
23,33+5,774 b
6,67+ 5,774 b

8,10+ 7,337 a
10,30 £ 8,994 a
0,00 = 0,000 a
417+7217a
3,70 £ 6,409 a

" Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Para os tratamentos com as fragcdes das folhas de T. pallens, os
resultados obtidos na duracdo da fase larval e pupal foram diferenciados quando
comparados aos controles. Para as médias de massa pupal, houve pequenas

diminuicbes de massa quando comparadas aos seus controles, TABELA 4.16.

TABELA 4.16 - Médias da duracao de fase larval, fase pupal e massa pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com as fra¢cdes das folhas de T.
pallens, a 100 mg.kg ™. Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.

Duracao (dias) Duragéao Massa pupal (mg)

Tratamento (+ EP) (dias) (t EP) pupal{mg

(XEP)
Fase larval Fase pupal

Branco 13,95+ 1,046 b 9,58 £0,838 a 286,50 = 27,894 ab
Controle MeOH 14,00+ 1,443 b 9,48 £1,675a 278,36 + 32,255 ab
Controle DCM 13,70+ 1,329 b 9,24 £1,044 a 282,18 + 36,080 ab
Controle Hexano 1432+ 1,611b 9,27+ 1,185 a 285,46 + 23,366 ab
Fragao hexanica 16,71 £2,054 a 9,08 +1,188a 290,50 +29,550 ab

Fragdo diclorometanica 16,20 + 2,569 a 10,00 + 1,291a 263,87 £30,137 b
Fragdo acetato de etila 15,11 +£2,088 ab 9,33 +1,033 a 267,66 +24,280 ab

Fracdo hidroalcoolica 14,11 £0,937 b 9,82 +0,727 a 296,37 £26,536 a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Os resultados de mortalidade larval foram bastante satisfatorios
(TABELA 4.17), uma vez que ao comparar com os controles, as fracbes hexanica,
diclorometanica e acetato de etila mostraram mortalidades de 51,47 %, 50% e 70%.
Estes dados estdo correlacionados com o melhor efeito obtido pelo extrato bruto
etandlico das folhas de T. pallens (70 % de mortalidade) e assim, estes resultados
indicaram em quais fragdes extraidas estariam os principios ativos e também,
corrobora com os dados da literatura. Segundo BORGONI et al. (2003) extratos
aquosos de ramos e folhas de T. pallens apresentaram bons resultados frente a S.
frugiperda, segundo os autores o extrato de folhas de T. pallens causou mortalidade
total das lagartas quando aplicadas sobre as folhas do milho. Ndo houve diferenga
quanto a mortalidade pupal (TABELA 4.17), porém verificou-se variagao de 5 a 36 %

de mortalidade pupal ao comparar os tratamentos com os controles.

TABELA 4.17- Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com as fracoes das folhas de T. pallens, a 100

mg.kg".Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.
Mortalidade larval (%) Mortalidade pupal (%)

Tratamento ( EP) (£EP)
Branco 21,47+ 11,172 be 12,50 £ 11,456 a
Controle MeOH 13,70 £ 15,168 be 6,67 11,547 a
Controle DCM 23,33+ 20,817 be 6,67 11,547 a
Controle Hexano 6,67 +5,774 ¢ 7,03+6,116a
Fragdo hexanica 51,47 +16,200 ab 5,53 +9,584 a
Fragdo diclorometanica 50,00 = 10,000 ab 13,87 £12,722 a
Fragdo acetato de ctila 70,00 + 10,000 a 36,10 £ 12,733 a
Fracao hidroalcoolica 36,67 £23,094 abc 13,33+ 11,547 a

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

Seguindo esta metodologia, foram realizadas avaliagcbes de todo o
desenvolvimento de S. frugiperda quando incorporados na dieta artificial 0,3, 3, 15 e
30 mg de cedrelona. Os resultados alcancados foram bastante satisfatérios
(TABELAS 4.18 e 4.19), os tratamentos com 15 e 30 mg de cedrelona incorporada
na dieta mostraram um efeito significativo no desenvolvimento dos insetos,
principalmente na duragcdo da fase larval, em que o periodo de crescimento foi
alongado e os insetos ndo se desenvolveram.
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TABELA 4.18 - Médias da duracao de fase larval, fase pupal e massa pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com cedrelona em diferentes
concentragdes.[Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h].

Duragéao Duracao (dias) (* Massa pupal (mg)
Tratamento (dias) (+ EP) EP) pupal{mg
(*EP)
Fase larval Fase pupal

Branco 13,95+ 1,046 ¢ 9,58+ 0,838 a 286,50 £ 27,894 a
Controle acetona 14,59 £ 1,869 bc 9,16 + 0,688 a 289,68 +£20,453 a
Cedrelona 0,3 mg 15,76 £2,538 b 9,58+ 1,176 a 273,12+ 29,616 ab
3 mg 17,00 £ 4,369 b 9,57+ 1,434 a 260,83 £ 29,667 b

15 mg 23,64 + 5,182 a 11,25+3,594a 157,70 £ 44,610 ¢

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

TABELA 4.19 - Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com cedrelona em diferentes
concentracdes.[Temp.: 25 + 1°C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h].

Mortalidade larval (%) Mortalidade pupal (%)

Tratamento (& EP) (+EP)*
Branco 21,47+ 11,172 ¢ 12,50+ 11,456 b
Controle acetona 26,67 £11,547 ¢ 13,86 £ 12,722 b
Cedrelona 0,3 mg 43,33 + 11,547 be 0,00 £+ 0,000 b

3 mg 23,33 +£15,275¢ 9,23+8,456 b
15 mg 63,33 £ 5,774 be 63,90+ 12,733 a
30 mg 100,00 £ 0,000 a 0,00 + 0,000 b

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

Durante a fase larval, no tratamento com 15 mg de cedrelona houve
um alongamento de 9 dias em relagao ao controle (15 dias) e para o tratamento com
30 mg nao foi possivel avaliar a duragédo da fase larval pois houve mortalidade total.
A fase pupal ndo foi significativamente afetada. O prolongamento da fase larval
relaciona-se geralmente com o crescimento mais lento e pouca ingestdo de
alimento.

Durante o bioensaio foi possivel observar claramente a inibicdo do
crescimento dos insetos, onde a maioria destes nao crescia e ndo ocorria a muda
para a fase pupa. Segundo KUBO et al., 1986, os resultados com o limonoide
cedrelona no efeito inibitério do crescimento de diferentes insetos foram bastante
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significativos frente as lagartas de S. frugiperda e foram comparados aos resultados
obtidos pelo limonoide azadiractina, onde a cedrelona apresentou uma ECsy de 2
ppm enquanto a azadiractina 0,4 ppm. Com isso, estes resultados obtidos nesta tese
sao corroborados pela literatura.

Na avaliagdo da massa pupal, o tratamento com a fragdo de 15 mg
apresentou uma diminui¢do de 131,98 mg em relacdo ao controle, o que equivale a
uma reducdo de 46% (TABELA 4.18). Menor massa de pupas indica menor
consumo de alimento ou menor conversdo do alimento ingerido durante a fase
larval, devido a presenca de cedrelona que age como um deterrente.

O efeito no comportamento alimentar ocorre devido a presenca de
aleloquimicos na dieta, destacando-se entre esses, o0s antixendticos. Assim,
algumas substancias estimulam a alimentagdo do inseto, sendo denominadas de
substancias estimulantes ou fagoestimulantes. No caso do inseto ser induzido a
paralisar a alimentacdo, a substancia que provoca este estimulo é chamada de
fagodeterrente ou fagoinibidora (VENDRAMIM e CASTIGLIONI, 2000).

A inibicdo ou redugao da alimentacao esta frequentemente relacionada
com a inibicdo do crescimento e do desenvolvimento, diminuicdo da massa da
lagarta e pupa, e alongamento da fase larval (SAXENA, 1987). Assim, quando existe
pouca inibicdo da alimentacdo causada pela dose tdxica, o inseto cresce, mas é
afetado nos estadios subsequentes. Por outro lado, quando a inibicdo da
alimentacdo € grande, devido as altas dosagens, o inseto € afetado no mesmo
estado biolégico em que adquiriu a substancia inseticida (HERNANDEZ, 1995). O
principal efeito observado quando a cedrelona foi administrada foi sobre a inibigao
do crescimento e, como foi descrito na literatura, pode estar correlacionado com a
fagodeterréncia do composto. Varios sdo os trabalhos descritos na literatura em que
se demonstram as atividades inseticida, antialimentar e inibidora do crescimento dos
insetos pelo limonoide cedrelona sobre diversas espécies de lepdopteros (SURESH
et. al., 2002; KOUL et. al., 1992; ARNASON et. al., 1987; KUBO et. al., 1986).

A maioria dos limonoides isolados das meliaceas apresentam
caracteristicas fagodeterrentes. Estudos sobre os mecanismos de acdo de
substancias fagoinibidoras demonstraram que a inibicdo ou reducéo da alimentagao
€ causada devido a inativagao da fungao de determinados quimiorreceptores ou do
estimulo de receptores deterrentes especificos localizados mediano ou lateralmente

em sensilas estiloconicas (LI,1999). Cedrelona tem comprovada agao reguladora de
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crescimento ao percevejo Oncolpeltus fasciatus (CHAMPAGNE et al., 1989) e agao
fagodeterrente a Spodoptera litura (KOUL, 1983).

Os resultados de mortalidade larval e pupal foram bastante satisfatérios
(TABELA 4.19). Na avaliacdo da mortalidade larval, observou-se uma mortalidade
significativa de 63% para o tratamento com 15 mg de cedrelona incorporada na dieta
e de 100% para o tratamento com 30 mg, quando comparados aos seus respectivos
controles. Os demais tratamentos ndo apresentaram efeito na sobrevivéncia das
lagartas. Para o estagio pupal, observou-se uma mortalidade significativa apenas
para o tratamento de 15 mg de cedrelona, contudo, com 30 mg néao foi observada
transformagéo para pupa em nenhuma lagarta e os demais tratamentos n&o foram

estatisticamente significativos.
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5 — ESTRATEGIAS PARA DETECTAR CEDRELONA EM LAGARTAS
DE S. frugiperda ALIMENTADAS COM DIETA ARTIFICIAL
CONTENDO ESTE LIMONOIDE

Os ensaios biologicos para o estudo quimico de S. frugiperda foram
desenvolvidos no Laboratério de Plantas Inseticidas do Departamento de
Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da
Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), sob a colaboragéao do Prof. Dr. José Djair
Vendramim e Dra. Angelina Maria Marcomini Giongo, em parceria com o Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia - Controle Biorracional de Insetos Pragas, com
sede no Departamento de Quimica da UFSCar. Alguns experimentos foram
realizados no Laboratério de Insetos do Departamento de Quimica da UFSCar, sob

a colaboracao da Profa. Dra. Andréia Pereira Matos.

5.1 — Uso da RMN na deteccdao de cedrelona em lagartas de S.

frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo este limonoide

Os experimentos foram desenvolvidos no Departamento de Quimica da
UFSCar nos laboratérios de Produtos Naturais e de Ressonancia Magnética
Nuclear, sob a colaboragdo do Prof. Dr. Antdnio Gilberto Ferreira e do aluno de

doutorado Elenilson de Godoy Alves Filho.

5.1.1 - Metodologia

Lagartas de S. frugiperda no primeiro instar larval foram separadas
durante o ensaio de bioatividade realizado com o limonoide cedrelona (1) na
concentracao de 300 ppm (TABELA 4.11), nos 3°, 7° e 10° dias de ensaios. Foram
separadas, aleatoriamente, lagartas alimentadas com cedrelona e controles
(lagartas sem a presenca do limonoide, em contato com o solvente organico ou a
agua) e todas foram armazenadas em freezer -80°C para posteriores analises.

Primeiramente, foi realizada a otimizagao para a escolha dos solventes

de extracdo das lagartas inteiras. Os solventes escolhidos foram agua e metanol
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numa proporgao de 2:1, no entanto, elas ndo eram totalmente solubilizadas, devido
sua camada lipidica ou cerosa. As lagartas de ambos os tratamentos (com
cedrelona e controle) foram submetidas ao processo de extracdo, sendo maceradas
em uma mistura de 200 uL de agua deuterada e 100 pL de metanol deuterado sob
agitacao (em um vortex) por 30s e mantida por 30 minutos em banho de ultrassom.
O processo de extracao foi realizado por duas vezes, para garantir uma extragao
eficiente. Em seguida, o sobrenadante foi separado da fase sdlida precipitada com o
auxilio de seringa, e apos foi filtrada com membrana PTFE (15 mm, 0,22 ym) e
transferida para um microtubo de 1,5 mL. A massa larval obtida de S. frugiperda foi
analisada utilizando a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de '"H em 600
MHz, devido a massa pequena de extrato obtido. Essa massa foi pequena porque os
ensaios foram realizados com S. frugiperda em primeiro estagio larval, e além disso
quando alimentadas com cedrelona houve inibicdo do crescimento das mesmas.

Este procedimento pode ser melhor compreendido através do ESQUEMA 5.1.

g
" t) Lagartas de 1° instar
(ced:elona)
°F g 30 dia
7° dia
Branco ¥y
'l (lagarta-controle) Lagarta +cedrelona j 102 dia
100 pL MeOD + | -
200 pL D20 g
] & Extragdo (2x) I\._ ﬁ
A . + | Banho de ultrassom ! Vr::rtex
#’ , \/ {30 min.) (agitacéo por 30s)
v v 1 :
|
RMN-600 MHz ' :
{(com cryo-
sonda-900 MHz) '

ESQUEMA 5.1- Procedimento experimental de extracdo das lagartas de S.

frugiperda em primeiro instar larval para estudos via RMN.
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5.2 — Uso da EM na deteccao de cedrelona em lagartas de S.

frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo este limonoide

Para o presente estudo, as analises foram realizadas no Departamento
de Quimica da UFSCar e no Instituto de Quimica da USP-S&o Carlos utilizando o
Espectrémetro de massas de alta resolugdo LTQ Orbitrap Velos / NanoLCSystem —
Thermo Scientific, sob a colaboragéao do Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho e da aluna

de Doutorado Livia Medeiros Soman.

5.2.1 - Metodologia

Os ensaios biolégicos para o estudo do metabolismo da cedrelona pelo
inseto foram realizados em condi¢des de laboratério (temperatura de 25 + 2°C, UR
de 60 + 10% e fotofase de 14 horas), com lagartas de S. frugiperda no quinto instar
larval criadas em dieta artificial (Greene et al., 1976). Estes experimentos foram
realizados utilizando-se dieta artificial em tubos (8,5 x 2,5 cm) previamente
esterilizados (ESQUEMA 5.2).

Os experimentos foram realizados em 5 e 24 horas de alimentagao
para a posterior dissecagdo dos insetos em seus respectivos 6rgaos (cabega,
hemolinfa, intestino médio), e simultaneamente foi feita a coleta das fezes
excretadas. Foi preparada uma solugao salina com NaCl a 0,8% para o auxilio na
dissecagao das lagartas e uma solugéo tampéao anticoagulante para hemolinfa com
o pH ajustado a 4,5 (em um litro de agua destilada autoclavada: NaOH 98 mM, NacCl
0,15 M, EDTA 1,7 mM e acido citrico 46 mM).

5.2.1.1 - Amostras de Spodoptera frugiperda

Lagartas de quinto instar ficaram em jejum por duas horas. Em
seguida, cada lagarta recebeu, separadamente, uma dieta artificial contendo
cedrelona solubilizada em acetona numa concentracdo de 300 pg/g de dieta
artificial. Foi realizado também o experimento para o controle, no qual havia apenas
dieta com acetona. Apds a alimentagdo, as lagartas de ambos os tratamentos,

controle e com o limonoide cedrelona, foram dissecadas em solucao salina para
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coleta da hemolinfa e retirada do intestino médio com o auxilio de bisturi sob
estereomicroscépio. Também foi realizada a coleta das fezes excretadas em ambos
os tratamentos (ESQUEMA 5.3).

Para a retirada da hemolinfa, primeiramente, a lagarta foi imersa em
banho de gelo e apds alguns minutos suas pernas medianas foram cortadas com o
auxilio de um bisturi. Foram coletados 3 uL de hemolinfa de cada lagarta, que foi
misturada a solu¢ao anticoagulante. Todo o material foi posteriormente armazenado
a -80°C até a realizagdo das analises. Apos a retirada da hemolinfa, a lagarta foi
submersa na solugdo salina e, com auxilio de bisturi e pingas cirurgicas sob
estereomicroscopio, foi realizada a retirada do intestino médio e armazenados em
microtubos para a posteriores analises.

As fezes foram coletadas com auxilio de espatula e adicionadas em
microtubos. Todas as amostras foram congeladas em freezer -80 °C para as
analises posteriores.

Para a realizagdo do experimento com 24 horas de alimentacao foi
adotada a mesma metodologia, porém neste experimento foi retirada a cabeca das
lagartas de S. frugiperda para a realizagao do estudo de metabolizagao da cedrelona

pelo inseto.

Ensaio de ingestio

Cedrelona na dieta artificial
(300 ug/g dieta)

Jejum (2 horag)

Spodoptera frugiperda 5° instar 524 h

Hemolinfa \
{controle e tratada)

00— € e
#

Intestine médio
{controle e tratada)

viuov

Fezes
{controle e tratada)

ESQUEMA 5.2 - Experimento do metabolismo da cedrelona realizado com lagartas

de S. frugiperda no 5° instar usando dieta enriquecida com o principio ativo.
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Dissecacao do inseto e
coleta do intestino médio

Coleta das Coleta da hemolinfa

fezes

0

ESQUEMA 5.3 - Experimento de dissecagao das lagartas de Spodoptera frugiperda
no 5° instar e a coleta da hemolinfa, intestino médio e das fezes excretadas, com

réplicas bioldgicas para cada tratamento.

5.21.2 - Preparo dos extratos das lagartas de S. frugiperda
alimentadas com dieta artificial contendo o limonoide cedrelona

para analises via LTQ Orbitrap Velos™

Todas as amostras (hemolinfa, intestino médio e fezes), tanto do
controle como aquelas das lagartas alimentadas com cedrelona foram submetidas a
extracdo. A hemolinfa, o intestino médio e as fezes foram macerados em etanol
(1000 uL) sob agitacdo (em um vortex) por 30 segundos e mantidas por 30 minutos
em banho de ultrassom. Este procedimento foi realizado 3 vezes para uma melhor
extracdo. Em seguida, o sobrenadante foi separado da fase soélida precipitada com o
auxilio de seringa e ap6s em membrana de politetrafluoretiieno / PTFE (15 mm,
0,22 um) e transferida para um vial. Foram realizadas quintuplicatas bioldgicas tanto
para o controle como para as lagartas do tratamento com cedrelona (ESQUEMA
5.4). Todos os extratos etandlicos preparados foram submetidos as andlises via

Espectrometro de massas de alta resolugao LTQ Orbitrap Velos™.
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ESQUEMA 5.4 - Extracdo da hemolinfa, intestino médio e das fezes para analises

via Linear ion trap - Orbitrap (LTQ Orbitrap Velos™).

5.2.1.3 - Espectrometro de Massas LTQ Orbitrap Velos™

O equipamento é um espectrédmetro de massas de alta resolucdo que
usa o sistema de espectrometria de massas em tandem, isto &, MS-MS, para
executar estagios multiplos de fragmentagdo. O equipamento consiste de um
quadrupolo de captura ibnica linear (linear ion trap - LTQ) associado a um
espectrémetro Orbitrap. O LTQ-Orbitrap Velos é capaz de fornecer a alta precisao
de massas necessaria para elucidacao estrutural de pequenas moléculas, rapidez e
diversidade de processos de fragmentagcdo para sequenciamento de proteinas e
peptideos, e sensibilidade analitica para analise de tracos de metabdlitos, poluentes

e farmacos em uma grande variedade de matrizes.
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5.2.1.4 - Método otimizado para as analises dos extratos obtidos
das lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial
contendo o limonoide cedrelona via LTQ Orbitrap Velos™ no

experimento de 5 horas de alimentacao

Para a analise dos extratos etandlicos de hemolinfa, intestino médio e
fezes previamente preparados, foi injetada uma aliquota de 20 pL dos analitos no
cromatografo liquido de ultra-performance, via injetor automatico, utilizando um fluxo
de 500 pl/min em uma coluna X-terra - C18 - 3.5 ym — Waters (3.0 X 30 mm). Foi
utilizada como fase moével A: H,O (0,1% acido formico) e B: metanol (0,1% acido
férmico) em um gradiente de elui¢gdo: 0 min (55% B); 3 min (70 % B); 10 min (100 %
B); 12 min. (100 % B); 12,5 min. (55% B) e 15 min (55% B).

Para o ajuste dos parametros do espectrémetro de massas (EM), foi
realizada a insercao direta do analito (solugcao de cedrelona) e a intensidade do sinal
referente ao ion molecular foi monitorada, realizando-se otimizagdes das energias
no EM para uma melhor detec¢do do ion molecular, para garantir sensibilidade nas
analises. Para as otimizagdes, foi realizada o preparo de solugdes de cedrelona em
etanol em diferentes concentragdes 100 ng/mL > 10 ng/mL > 1 ng/mL > 0,1 ng/mL.
As analises foram realizadas utilizando-se a fonte de ionizagdao APCI no modo
positivo de ionizacéo.

Os parametros do espectrometro de massas: APCIl (+), FTMS,
resolugao de 60000, fluxo de gas de secagem de 60 ars., fluxo do gas auxiliar de 20
ars, fluxo do gas de varredura 0 arb, temperatura do vaporizador 400 °C, corrente da
descarga de 5 pA, temperatura do capilar de 350 °C e S-lente de 30 %. Por fim, os
cromatogramas gerados por EM foram registrados na regido entre m/z 130 a m/z
550.

Diante do método cromatografico ajustado, foram realizadas as
analises para os extratos de hemolinfa (5 lagartas controle e 5 lagartas tratada com
cedrelona), do intestino médio (5 lagartas controle e 5 lagartas tratada com
cedrelona) e das fezes excretadas (5 lagartas controle e 5 lagartas tratada com
cedrelona), em um total de 30 extratos. Todos os dados foram analisados em
quintuplicata, uma vez que se trata de réplicas bioldgicas e assim, garantindo uma

melhor confiabilidade. Os dados serdo apresentados neste trabalho em triplicatas.
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5.2.1.5 - Detecgdo da cedrelona nos extratos obtidos das lagartas
de S. frugiperda alimentadas com dieta artificial contendo este
limonoide via LTQ Orbitrap Velos™ no experimento de 5 horas de

alimentacao

As amostras (intestino médio, hemolinfa e fezes) e os controles obtidos
no experimento foram submetidas as analises por LC-MS/MS. Os dados obtidos
foram baseados em ions selecionados e extraidos para a massa monoisotdpica da
cedrelona obtida e analisada nas mesmas condi¢des cromatograficas. Os picos
cromatograficos obtidos também foram submetidos a comparagdo ao tempo de
retencao da cedrelona e ao seu perfil de fragmentacéo.

A identificagdo dos picos cromatograficos também foi baseada nos
principais mecanismos de destoxificagdo utilizados por Lepidoptera, os quais se
dividem em fase | e fase Il. Na fase |, as enzimas, principalmente as
monooxigenases P450, inserem grupos polares e reativos por meio da oxidacéo,
hidrolise e redugao para posterior excrecao, ja na fase I, os metabdlitos ativados na
fase | sdo conjugados com glicose, glutationa, sulfato, glucuronato ou fosfato
(SCHOONHOVEN et al., 2005; CHANINE e O'DONNEL, 2011). Baseado nessas
informacgdes, algumas propostas foram feitas e sdo discutidas no item 5.4.3. Foi
realizado a busca de possiveis produtos de metabolizacdo da cedrelona pelo
método de extracdo de ions selecionados e comparacao dos tratamentos com

cedrelona e amostras controle, para verificar possiveis picos de interesse.

5.2.1.6 - Desenvolvimento do Método de Quantificagao da cedrelona
nos extratos das fezes excretadas por S. frugiperda quando
alimentadas com este limonoide - Preparo de Amostras e

Otimizagao dos parametros via LTQ Orbitrap Velos™

Para analises de quantificacdo, um fator crucial para resultados
precisos e exatos € que as amostras devem ser homogéneas e representativas de
um material total. Porém, realizou-se o preparo dos extratos das fezes excretadas e
coletadas para 5 lagartas diferentes e aleatérias quando as mesmas foram

alimentadas com dieta enriquecida em cedrelona numa concentragcao de 300 pg/g
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de dieta, no entanto, foram massas diferentes dos extratos uma vez que cada
lagarta (réplica biolégica) tem um metabolismo diferente, ou seja, cada uma
apresenta um determinado consumo, porém numa mesma resposta metabdlica.
Com isso, foi construida uma curva de calibragdo com o padréo isolado do caule de
To. ciliata e a partir destes dados, foi possivel estimar a quantidade de cedrelona
intacta excretada nas fezes das larvas de S. frugiperda. Também foi estimado os
valores de cedrelona na dieta que restou nos tubos onde foram efetuados os
experimentos, apds a retirada da dieta que restou para as analises, estes foram
lavados com etanol, extraidos e, posteriormente, analisados para se verificar se
parte da cedrelona retida ficou nos tubos. Todos os tratamentos foram submetidos
aos mesmos procedimentos de extracdo. O experimento realizado foi de 24 horas

baseado no mesmo procedimento do ESQUEMA 5.2.

5.2.1.6.1 - Obtencao da curva de calibragao

Para a preparagao da solugéo estoque mediu-se precisamente 1 mg de
cedrelona isolada de To. ciliata que foi transferida para um frasco de vidro
volumétrico. O mesmo foi solubilizado em 1 mL de etanol, obtendo-se assim, a
solugao estoque a qual apresentou concentragao nominal de 1000 pg/mL.

A partir da solugao estoque foram preparadas as seguintes solugdes
padréo de calibracao: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50; 75; 100; 250; 500; 750 e 1000 ng/mL.

Com as solugdes do padrao preparadas, em triplicatas, a curva de
calibracao foi obtida nas seguintes concentragdes escolhidas: 1; 5; 7,5; 10; 25; 50;
100; 250; 500; 750 e 1000 ng/mL. A curva de calibracdo foi obtida através da
regressao linear, considerando a area das bandas cromatograficas relativas as
concentragdes dos analitos. Um minimo de onze diferentes concentragdes foi

considerado. A linearidade foi obtida através do valor do coeficiente de correlacao.
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5.2.1.6.2 - Preparo das amostras dos extratos de fezes das lagartas
de S. frugiperda no 5° instar quando alimentadas com dieta artificial

contendo cedrelona para analises de quantificagcao

As amostras escolhidas para a quantificagao foram as fezes excretadas
por cinco lagartas aleatorias de 5° instar quando alimentadas com cedrelona por 24
horas, além das fezes foi realizado para a dieta restante e para a solugédo obtida
apos a lavagem dos tubos onde foram realizados os experimentos. Apds as etapas
de pré-tratamento, cada amostra foi extraida com 1500 pL de EtOH sob agitagao
(em um vortex) por 30 s e mantidas por 30 minutos em banho de ultrassom, este
procedimento foi realizado 3 vezes para uma melhor extracdo. Em seguida, o
sobrenadante foi separado da fase sélida precipitada com o auxilio de seringa e
fitrada com membrana PTFE (15 mm, 0,22 um) e transferida para um vial. Foram
realizadas cinco réplicas bioloégicas tanto para o controle como para as larvas do
tratamento com cedrelona.

Cada sequéncia de andlise continha cinco amostras bioldgicas e
experimentais para assegurar a seletividade do método. As amostras foram
quantificadas pela construgao de uma curva de calibragao por padronizacao externa
para a cedrelona. Para o tratamento da dieta artificial que restou foi realizado uma
diluicdo de 10 pL da solugdo do extrato obtido devido a alta concentragédo destas
amostras, obtendo-se uma solugdo de 1000 pyL (990 pyL de etanol + 10 pL de
extrato). Uma vez obtidos os extratos diluidos, estes foram analisados sob os
parametros cromatograficos otimizados. Assim, as amostras referentes a dieta
restante foram quantificadas a partir dos valores obtidos para os extratos diluidos, e

a partir destes, estimou-se os valores quantificados para os extratos concentrados.

5.2.1.6.3 - Parametros das analises de quantificacao dos extratos de
fezes das lagartas de S. frugiperda no 5° instar quando alimentadas

com cedrelona via LTQ Orbitrap Velos™

Para a analise dos extratos das fezes, dieta restante e da lavagem dos
tubos, foi injetada uma aliquota de 20 pL no cromatdgrafo liquido de ultra-

performance, via injetor automatico, utilizando um fluxo de 500 pl/min em uma
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coluna X-terra- C18 - 3.5 ym- Waters, 3.0 X 30 mm. Foi utilizada como fase moével A:
H20 (0,1% acido férmico) e B: metanol (0,1% acido formico) em um gradiente de
eluicdo: 0 min (15% B); 4 min (60 % B); 7 min (70 % B); 9 min. (100 % B); 12,0 min.
(100% B) e 15 min (15% B).

Os parametros do espectrometro de massas: APCIl (+), FTMS,
resolucao de 60000, fluxo de gas de secagem de 60 ars, fluxo do gas auxiliar de 20
ars, fluxo do gas de varredura 0 arb, temperatura do vaporizador 400 °C, corrente da
descarga de 5 pA, temperatura do capilar de 350 °C e S-lente de 30 %. Por fim, os
cromatogramas gerados por EM foram registrados na regido entre m/z 130 a m/z
550.

5.2.1.7 - Estudo da metabolizagao da cedrelona a partir dos extratos
de hemolinfa, intestino médio, cabeca e fezes excretadas de
lagartas de S. frugiperda no 5° instar larval quando alimentadas

com cedrelona durante 24 horas - via LTQ Orbitrap Velos™

Os ensaios biolégicos para o estudo do metabolismo da cedrelona pelo
inseto foram realizados nas mesmas condigcbes do experimento realizado em 5
horas de alimentagdo, assim como o preparo dos extratos segundo os ESQUEMAS
5.2 e 5.3. Para o preparo dos extratos da cabeca, foi realizado utilizando-se a
solucdo salina e auxilio de bisturi e pingas cirurgicas sob estereomicroscépio. As
amostras da cabega de cada lagarta foram armazenadas em microtubos para
posteriores analises. O método para o LC-MS/MS utilizado foi o mesmo para o
estudo de quantificagdo, uma vez que foi 0 mesmo experimento bioldgico. Os
cromatogramas para os extratos de hemolinfa, intestino médio e cabega serdo
apresentados em ftriplicatas para os tratamentos com cedrelona e controle.

A identificacdo da cedrelona intacta e possiveis produtos de
metabolizagdo nas fezes e nos 6rgaos dos insetos (hemolinfa, intestino e cabeca)
foram realizados a partir da comparagédo dos seus cromatogramas com aqueles dos

respectivos controles e padrao.
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5.3 - Anadlise da atividade metabodlica do inseto

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Plantas
Inseticidas do Departamento de Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), sob a
colaboracdo do Prof. Dr. José Djair Vendramim e Dra. Angelina Maria Marcomini

Giongo.

5.3.1. Metodologia

A fim de se verificar os efeitos da cedrelona sobre os processos de
metabolismo das lagartas, foram determinados parametros nutricionais a partir das
lagartas alimentadas com cedrelona. Assim, mediu-se a taxa metabdlica relativa que
€ a quantidade de alimento gasto pela lagarta em metabolismo por grama de massa
corporea por dia e o custo metabdlico que indica a porcentagem de alimento que é
metabolizado em energia para a manuteng¢ao da vida. Ambos os parametros foram
avaliados e comparados as lagartas controle sem a presenga de cedrelona na dieta.

Assim, lagartas de quarto instar foram individualizadas em tubos de
vidro (8,5 x 2,5 cm), que foram pesados antes e depois da colocacdo da dieta
artificial contendo cedrelona na concentracdo 300 pg/g (300 ppm) de dieta. A
cedrelona foi dissolvida em 1 mL de acetona e misturada a dieta apds a preparacgao,
antes que solidificasse, e a dieta controle foi adicionado o mesmo volume de
acetona. Apos quatro dias, as lagartas e as fezes foram separadas das sobras de
dieta e as lagartas foram mortas por congelamento. Todo o material foi colocado em
estufa de secagem a 50 °C, durante 7 dias, para a obtencdo da massa de matéria
seca, sendo, em seguida, os referidos materiais pesados e utilizados para a
determinacao dos indices nutricionais. A partir destes dados foi possivel obter, no
periodo de alimentagdao, a massa do alimento fornecido (Af), a massa do alimento
restante (Ar), a massa das fezes (F), o ganho da massa das lagartas (B), a massa
média das lagartas (C) e a massa do alimento ingerido (I). Para a quantidade de
alimento metabolizado (M) € estimado a partir da féormula M= [(I-F)-B]. Em seguida,
foi possivel determinar o valor da taxa metabdlica relativa e o custo metabdlico,

como indicado a seguir:
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*Taxa metabdlica relativa (RMR) (g/g/dia)

RMR= _M
CxT

M = quantidade de alimento metabolizado (g)
C = massa media das lagartas (g)
T= tempo de alimentagdo (dias)

«Custo metabdlico (MC) (%)
MC=100- B_ =100
1-F

B = ganho de massa das lagartas (massa final — inicial) (g)
| = quantidade de alimento ingerido (g)
F = quantidade de fezes (g)

5.4 - Resultados e Discussdées - Uso da RMN na detec¢cao de
cedrelona em lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta

artificial contendo este limonoide

Foram realizadas as analises de todas as amostras via RMN 'H afim de
verificar qual o perfil quimico de cada uma delas e, a partir destes dados, indentificar
possiveis produtos do metabolismo da cedrelona realizado pelo inseto em diferentes
estagios de desenvolvimento buscando entender o mecanismo de metabolizagdo da
substancia administrada. Os espectros de RMN 'H foram comparados utilizando o
programa TopSpin. Todos os espectros foram analisados e comparados ao controle
no mesmo estagio larval.

As amostras referentes as larvas alimentadas com dieta artificial sem a
presenca do limonoide cedrelona, produziram espectros de RMN de 'H (FIGURAS
5.1- 5-5) revelando claramente que ndo houve alteragdo no metabolismo do inseto.
Foram observadas pequenas alteragées que podem ser justificadas por se tratar de
amostras de organismo animal em diferentes estadios de desenvolvimento larval e
também foi observado que houve reprodutibilidade, o que mostrou eficiéncia no

método de extracao.
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FIGURA 5.1- Comparagao dos espectros de RMN "H (D20 e MeOD; 600 MHz) dos
extratos dos controles (lagartas sem a presenga do limonoide cedrelona) durante o
3°, 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7 dias e azul: 3

dias).
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FIGURA 5.2- Ampliacao da regido &H 2,5 a 0,5 ppm da comparagédo dos espectros
de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas sem a presenga do limonoide
cedrelona durante o 3° 7° e 10° dias de ensaio]. Legenda (verde: 10 dias;

vermelho: 7 dias e azul: 3 dias).
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FIGURA 5.3 - Ampliacao regido 8H 4,5 a 2,5 ppm da comparagao dos espectros de
RMN "H dos extratos dos controles [lagartas sem a presencga do limonoide cedrelona
durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio]. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7 dias e

azul: 3 dias).
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FIGURA 5. 4 Ampllagao da reglao 6H 7,0 a 5,0 ppm comparagao dos espectros de
RMN "H dos extratos dos controles [lagartas sem a presencga do limonoide cedrelona
durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio]. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7 dias e

azul: 3 dias).
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FIGURA 5.5- Ampliacao da regido &H 9,0 a 7,5 ppm da comparagédo dos espectros
de RMN 'H dos extratos dos controles [lagartas sem a presenca do limonoide
cedrelona durante o 3° 7° e 10° dias de ensaio]. Legenda (verde: 10 dias;

vermelho: 7 dias e azul: 3 dias).

As amostras referentes as lagartas alimentadas com dieta contendo
cedrelona mostraram diferengas significativas nos espectros. Esses mostram a
presenca do limonoide e outros sinais (FIGURA 5.6-5.10) que indicam variagao
metabdlica do inseto nos diferentes estagios de desenvolvimento. Na regido dos
hidrogénios aromaticos (FIGURA 5.10 e 5.11) € mais visivel maior diferenca na
comparacido dos sinais, indicando a presencga do limonoide e de alguns produtos
qgue podem ser derivados da cedrelona metabolizada pelas larvas. O metabolismo
ou detoxificagdo € a primeira resposta a presenca de um possivel inseticida. Este
mecanismo permite ao inseto modificar ou detoxificar o inseticida a uma taxa
suficiente para prevenir a agao no sitio alvo (FUKUTO e MALLIPUDI,1983).
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FIGURA 5.6 - Comparacao dos espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas
tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10° dias de ensaio com o limonoide

cedrelona (DO e MeOD; 600 MHz). Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7 dias e

azul: 3 dias).
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FIGURA 5.7 - Ampliacéao da regiao 6H 1,8 a 0,7 ppm da comparagao dos espectros
de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10°

dias de ensaio com o limonoide cedrelona. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7

dias e azul: 3 dias).
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FIGURA 5.8. Ampliagdo da regiao 8H 3,4 a 1,8 ppm da comparagédo dos espectros

de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10°

dias de ensaio com o limonoide cedrelona. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7

dias e azul: 3 dias).
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FIGURA 5.9. Ampliagdo da regiao 8H 4,2 a 3,4 ppm da comparagédo dos espectros

de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10°

dias de ensaio com o limonoide cedrelona. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7

dias e azul: 3 dias).
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FIGURA 5.10. Ampliagao da regido 8H 8,5 a 5,8 ppm da comparacao dos espectros
de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas com cedrelona durante o 3°, 7° e 10°
dias de ensaio com o limonoide cedrelona. Legenda (verde: 10 dias; vermelho: 7

dias e azul: 3 dias).
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FIGURA 5.11- Ampliagdo do espectro de RMN 'H dos extratos das lagartas tratadas
com o limonoide cedrelona em 7 dias de ensaio. (600 MHz, CD;OD e D,0). *Dados

espectrais de RMN "H para cedrelona em CDCls.
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As amostras referentes as fezes excretadas pelos insetos controles
(lagartas alimentadas com dieta artificial sem a presencga do limonoide cedrelona)
apresentaram espectros de RMN 'H com pequenas diferengas, as quais podem ser
justificadas por se tratarem de excregdes em diferentes estagios do desenvolvimento
da larva (FIGURAS 5.12- 5.15).
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FIGURA 5.12- Comparagao dos espectros de RMN 'H (D20 e MeOD; 600 MHz) dos
extratos das fezes dos controles (lagartas sem a presenga do limonoide cedrelona)
durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10 dias e azul: 7 dias).

TopSpin.
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FIGURA 5.13 - Ampllagao da regiao 8H 3,0 a 0,8 ppm da comparagao dos
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espectros de RMN "H dos extratos das fezes dos controles (lagartas sem a presenga
do limonoide cedrelona) durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda: (vermelho: 10

dias e azul: 7 dias).
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FIGURA 5.14 - Ampliacdo da regiao 8H 5,5 a 3,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes dos controles (lagartas sem a presenga
do limonoide cedrelona) durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10

dias e azul: 7 dias).
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FIGURA 5.15 - Ampliacédo da regido 8H 9,0 a 5,8 ppm da comparagcdo dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes dos controles (lagartas sem a presenga
do limonoide cedrelona) durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10

dias e azul: 7 dias).

As amostras referentes as fezes excretadas pelas lagartas alimentadas
com cedrelona levaram a espectros de RMN 'H onde foi possivel observar que
houve uma diferenga significativa nos espectros, o que mostra que na presenca do
limonoide houve mudangas no metabolismo do inseto (FIGURAS 5.16-5.19). Na
regido dos hidrogénios aromaticos (FIGURA 5.19) houve diferenca nas integrais dos
sinais. Alguns multipletos em & 7,20, 7,95 e 8,05 foram observados em 7 dias de
ensaios, e esses nao foram observados em 10 dias de experimento. Em 10 dias
foram observados dubletos em & 7,38 e 7,42 bem intensos e sinais em & 7,80 e
6,85, os quais ndo foram encontrados em 7 dias de ensaio. Estes sinais podem estar
relacionados a compostos de metabolizagdo da cedrelona pelas lagartas em
produtos menos téxicos sendo liberados nas fezes.

A modificacdo do inseticida pode ocorrer por varios processos
metabdlicos levando a produtos menos toxicos ou mesmo eliminado rapidamente do

corpo do inseto. A eliminagao ocorre principalmente através das fezes.
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FIGURA 5.16 - Comparagéao dos espectros de RMN "H (D20 e MeOD; 600 MHz) dos
extratos das fezes excretadas pelas lagartas tratadas com cedrelona durante o 7° e

10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10 dias e azul: 7 dias).
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FIGURA 5.17- Ampliagao da regido 8H 3,0 a 0,7 ppm da comparagao dos espectros
de RMN "H dos extratos das fezes excretadas pelas lagartas tratadas com cedrelona

durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda: (vermelho: 10 dias e azul: 7 dias).
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FIGURA 5.18- Ampliagao da regido 8H 5,5 a 2,3 ppm da comparagao dos espectros
de RMN 'H dos extratos das fezes excretadas pelas lagartas tratadas com cedrelona

durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10 dias e azul: 7 dias).
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FIGURA 5.19 - Ampliacédo da regiao 8H 9,0 a 5,8 ppm da comparagcdo dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes excretadas pelas lagartas tratadas com
cedrelona durante o 7° e 10° dias de ensaio. Legenda (vermelho: 10 dias e azul: 7
dias).
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As amostras referentes as larvas tratadas com cedrelona em 3 dias de
experimento mostraram diferencas significativas no espectro de RMN 'H quando
comparadas ao controle (FIGURAS 5.20 e 5.21). Na regidao dos hidrogénios
aromaticos (FIGURA 5.21) foi possivel observar alguns multipletos em 6 6,98, 6 6,17
e 0 5,80, os quais ndo foram encontrados no controle. Estes sinais podem estar

relacionados a compostos de metabolizagdo da cedrelona pelo inseto.
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FIGURA 5.20 - Comparagao dos espectros de RMN "H) dos extratos das lagartas
mortas tratadas com cedrelona vs controle durante o 3° dia de ensaio. Legenda:

(vermelho: lagartas tratadas com cedrelona e azul: controle).
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FIGURA 5.21 - Ampliacédo da regiao 8H 8,5 a 5,5 ppm da comparagcao dos
espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas mortas tratadas com cedrelona vs
controle durante o 3° dia de ensaio. Legenda: (vermelho: lagartas tratadas com

cedrelona e azul: controle).

As amostras referentes as | lagartas alimentadas com cedrelona em 7
dias de ensaio levaram a espectros de RMN 'H com uma diferenca significativa em
comparacdo ao controle, o que mostra que na presenca do limonoide houve
mudancas no metabolismo do inseto (FIGURAS 5.22 e 5.23). Na regidao dos
hidrogénios aromaticos (FIGURA 5.23) foram observados multipletos em & 6,98, &
6,17 e 0 5,80, os quais foram encontrados em 3 dias de ensaio. Também foram
encontrados sinais em o 7,82, 7,47, 7,18, 6,79, 6,14 e 5,70 e estes ndo foram
vizualizados no espectro de RMN 'H referente ao controle. Estas diferengas indicam
a presenca da cedrelona e de alguns produtos que podem ter sido metabolizados

pelas lagartas.
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FIGURA 5.22 - Comparagéao dos espectros de RMN 'H dos extratos das lagartas
mortas tratadas com cedrelona vs controle durante o 7° dia de ensaio. Legenda:

(vermelho: lagartas tratadas com cedrelona e azul: controle).
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FIGURA 5.23 - Ampliagao da regido 8H 8,3 a 5,7 ppm da comparagao dos extratos
das lagartas mortas tratadas com cedrelona vs controle durante o 7° dia de ensaio.

Legenda: (vermelho: controle e azul: lagartas tratadas com cedrelona).

Para os extratos das lagartas mortas tratadas com cedrelona em 7 dias
de ensaio foi realizado o experimento de COSY 'H- 'H, (FIGURAS 5.24 e 5.25), com

a finalidade de determinar quais sinais que estariam se correlacionando, e a partir
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disso, identificar possiveis produtos do metabolismo. Para a mesma amostra foi
realizado o experimento bidimensional HSQC (FIGURA 5.27), porém, ndo houve
resolucéo devido a pequena quantidade de amostra.

Analisando o espectro de COSY (FIGURA 5.24) foi possivel observar
correlagdes entre os hidrogénios em & 3,65 e 1,47, caracteristicos de hidrogénios de
alanina e entre os sinais 6 4,35 e 1,36 similirares aqueles do acido latico. A alanina é
um aminoacido regulador do metabolismo da glicose e o acido lactico tem papel em
muitos processos bioquimicos (HUMAN METABOLOME DATABASE, 2014).

Ainda no espectro de COSY (FIGURA 5.25) foram observadas
correlagbes de hidrogénios em 67,82 e 6,79, os quais se apresentaram como
dubletos com constante de acoplamento de 8,76 Hz. Esses sinais foram
relacionados ao aminoacido tirosina. A B-D-glicopiranosil-O-L-tirosina parece ser o
principal metabdlito de armazenamento de tirosina para a producao de substratos de
difenol no curtimento de cuticula dos insetos lepidépteros (THOMPSON, 1990). No
espectro de HSQC (FIGURA 5.27) foi possivel observar correlagdes que indicaram a
presenca desse aminoacido, observou-se correlagcdes dos hidrogénios em & 6,79
com o carbono em § 115,3 e 7,82 com o carbono em & 132,3. Estes sinais de
carbonos observados sdo caracteristicos para os descritos na literatura para a L-
tirosina, 6 133,4 e 118,9 (HUMAN METABOLOME DATABASE, 2014).

No espectro de COSY (FIGURA 5.25) foi observada uma correlagao
bastante importante entre o sinal em 6 7,18 (d, J=10,0 Hz) e 6,14 (d, J=10,0 Hz), os
quais sao caracteristicos dos hidrogénios H-1 e H-2 pertencentes ao anel A do
limonoide cedrelona (FIGURA 5.26). Estes sinais foram observados apenas nas
lagartas mortas alimentadas com cedrelona em dieta artificial e n&do apareceram nos
espectros das lagartas do controle.

A partir da analise do espectro de COSY (FIGURA 5.25), observou-se
uma correlagcado dos hidrogénios em & 7,47 (d, J=7,60) e 5,70 (d, J=7,60), a qual foi
relacionada a presenca de uracila, e confirmada de acordo com dados da literatura
(HUMAN METABOLOME DATABASE, 2014). Uracila € uma pirimidina que ocorre
naturalmente em RNA. Ela faz par de bases com a adenina e é substituida por
timina no DNA. A fungéo da uracila no organismo € ajudar a realizar a sintese de
muitas enzimas necessarias para a fungao celular através de ligagdo com riboses e

fosfatos. Uracila serve como regulador alostérico e coenzima para muitas reagoes
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bioquimicas importantes. Sua utilizacdo também esta envolvida na biossintese de

polissacarideos e no transporte de agucares contendo aldeidos.

TABELA 5.1: Dados de RMN "H da uracila e comparacao com a literatura.

Uracila WISHART et al., 2009 *
(600 MHz, D20 e CD;0D) (500 MHz, D20)
H 3 (ppm), J (Hz) 3 (ppm), J (Hz)
5 5,70 (1H, d, J=7,6) 5,79 (1H, d, J=7,69)
6 7,47 (1H, d, J=7,6) 7,52 (1H, d, J=7,69)

*fonte: Human Metabolome Database (verséo 3.0).
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FIGURA 5.24 - Ampliagcéo do espectro de COSY na regiao de 8H 4,30 a 0 ppm dos
extratos das lagartas mortas em 7 dias de ensaio tratadas com cedrelona.(600 MHz;
MeOD e D20).
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FIGURA 5.25 - Ampliagao do espectro de COSY na regido de &H 8,0 a 5,5 ppm dos

extratos das lagartas mortas em 7 dias de ensaio tratadas com cedrelona.
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FIGURA 5.26 - Ampliacéo da regido 6 7,50 a 6,00 ppm do espectro de RMN H da

cedrelona (1).
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FIGURA 5.27 - Espectro de correlagéo heteronuclear 'H-*C (HSQC), ampliagdo da
regido 6 8,0 a 6,00 ppm dos extratos das lagartas mortas em 7 dias de ensaio
tratadas com cedrelona (600 MHz; CD3;0D e D20).

As amostras referentes as lagartas alimentadas com dieta contendo
cedrelona em 10 dias de experimento mostraram pequenas diferengas nas integrais
dos sinais nos espectros de RMN 'H quando comparadas ao controle (FIGURAS
5.28 e 5.29). Observou-se sinais bem intensos em & 7,05 e 7,75 (FIGURA 5.29), os
quais ndo foram encontrados nos extratos das lagartas controle. As lagartas
alimentadas com cedrelona durante o 10° dia de ensaio ndo apresentaram
mortalidade, mas foram afetadas no seu crescimento e, consequentemente, no seu

metabolismo.
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FIGURA 5.28 - Comparagéao dos espectros de RMN "H (D20 e MeOD; 600 MHz) dos
extratos das lagartas tratadas com cedrelona vs controle durante o 10° dia de

ensaio. Legenda: (vermelho: lagartas tratadas com cedrelona e azul: controle).
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FIGURA 5.29 - Ampliacédo da regiao 8H 8,5 a 5,5 ppm da comparagao dos extratos
das lagartas tratadas com cedrelona vs controle durante o 10° dia de ensaio.

Legenda: (vermelho: lagartas tratadas com cedrelona e azul: controle).
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As amostras referentes as fezes excretadas pelas lagartas alimentadas
com cedrelona em 7 dias de ensaio levaram a espectros de RMN "H com diferencas
significativas ao comparar as larvas controle (FIGURA 5.30 e 5.31). Alguns
multipletos em & 7,95, 7,80, 7,05 e 6,15 foram observados (FIGURA 5.31), e esses
ndo foram encontrados no controle (lagartas sem a presenga do limonoide
cedrelona). Estes sinais podem estar relacionados a compostos de metabolizagao

da cedrelona, os quais sao liberados nas fezes.
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FIGURA 5.30 - Comparacgéao dos espectros de RMN "H (D20 e MeOD; 600 MHz) dos

extratos das fezes das lagartas tratadas com cedrelona vs fezes do controle ao 7°

g

dia de ensaio. Legenda (vermelho: controle e azul: com cedrelona).
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FIGURA 5.31 - Ampliagao da regido 6H 8,5 a 5,5 ppm da dos extratos das fezes das
lagartas tratadas com cedrelona vs fezes do controle ao 7° dia de ensaio. Legenda

(vermelho: com cedrelona e azul: controle).
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As amostras referentes as fezes excretadas pelas larvas tratadas com
cedrelona em 10 dias de experimento mostraram diferengas significativas no
espectro de RMN 'H quando comparadas ao controle (FIGURAS 5.32 e 5.33). Na
regidao dos hidrogénios aromaticos (FIGURA 5.33) foi possivel observar dubletos
bem intensos em & 7,38 e 7,42, os quais ndo foram encontrados nas amostras de
fezes excretadas pelas lagartas controle. Estes sinais podem estar relacionados a
produtos de metabolizagdo da cedrelona pelas lagartas em produtos menos toxicos

e esses sendo liberados nas fezes.
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Figura 5.32- Comparacgédo dos espectros de RMN 'H dos extratos das fezes das

lagartas tratadas com cedrelona vs fezes do controle durante o 10° dia de ensaio.

Legenda (vermelho: com cedrelona e azul: fezes do controle).
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FIGURA 5.33 - Ampliacdo da regiao 8H 9,0 a 5,5 ppm da comparagao dos
espectros de RMN "H dos extratos das fezes das lagartas tratadas com cedrelona vs
fezes do controle durante o 10° dia de ensaio. Legenda (vermelho: com cedrelona e

azul: fezes do controle).
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5.5 - Resultados e Discussdes - Uso da EM na deteccao de
cedrelona em lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta

artificial contendo este limonoide

5.5.1 - Analise dos extratos de hemolinfa, intestino médio e fezes
excretadas por S. frugiperda no experimento de 5 horas de

alimentacao

O limite de detecgao obtido para a cedrelona foi de cerca de 10 ng/mL
em concordancia com a razdo S/N obtida em todas as concentracbes testadas
(FIGURA 5.34), o que garantiu uma 6tima deteccao e sensibilidade nas analises. O
espectro de ions fragmentos obtidos pode ser observado na FIGURA 535 e o
mecanismo de fragmentagcdo no ESQUEMA 5.5, no qual pode-se constatar a perda
de uma molécula de agua quando é gerado o ion fragmento m/z= 405,20467 e a
subsequente perda de monodxido de carbono, levando ao ion fragmento m/z=
377,20987. Também foi verificada a formacédo do ion fragmento m/z= 395,22034

bem estavel referente a perda de CO do anel B do limonoide em questao.
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FIGURA 5.34 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21464

na concentracao de 10,0 ng/mL de cedrelona.
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FIGURA 5.35 - Espectro de ions fragmentos para m/z 423,21484 referente a massa

monoisotdpica exata da cedrelona.

m/z=423,21 m/z=395,22

ESQUEMA 5.5 - Proposta de fragmentagao para a cedrelona no modo positivo de
ionizagao utilizando a fonte de ionizagédo APCI.
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Primeiramente, o objetivo do estudo foi verificar a existéncia, ou nao,
de metabdlito (intacto ou metabolizado) nos 6rgaos internos da lagarta e nas fezes,
e a partir destes dados, monitorar possiveis produtos do metabolismo. O
monitoramento de possiveis produtos durante a metabolizacdo do composto pode
levar a uma melhor compreensao da agao do mesmo e assim, contribuir para
desenvolvimento de novos inseticidas mais especificos.

A identificagdo do metabdlito intacto foi realizada a partir da
comparacdo dos dados obtidos para a cedrelona. E importante ressaltar que a
prioridade, inicialmente, foi identificar o limonoide intacto com o intuito de entender
se o inseto estava acumulando ou metabolizando a cedrelona.

Os extratos da hemolinfa analisados ndo apresentaram o metabdlito
intacto, como pode ser observado na FIGURA 5.36. A auséncia da cedrelona na
hemolinfa nas lagartas de 5° instar pode ser justificada pelo fato de que na fase
larval o sequestro de metabdlitos deve ser acompanhado pela prevencdao da
autointoxicacédo, pois a hemolinfa é o principal sistema de transporte destes
metabdlitos. Outro fator importante sdao os altos custos fisioldgicos que estado
envolvidos neste processo devido a necessidade de locais de armazenamento, tais
como glandulas e outras adaptacées morfologicas e fisioldgicas, como por exemplo,
transformagdes enzimaticas nos aleloquimicos a compostos menos téxicos (OPTIZ e
MULLER, 2009).
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FIGURA 5.36 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21464

dos extratos de hemolinfa do tratamento com cedrelona. (Triplicatas selecionadas).
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FIGURA 5.37 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z

423,21464 dos extratos de hemolinfa do tratamento controle. (Triplicatas

selecionadas).

A observacdo dos cromatogramas dos extratos de intestino médio
(FIGURA 5.38) das lagartas alimentadas com cedrelona mostrou uma quantidade
minoritaria de cedrelona intacta, quando se compara com o0s cromatogramas
referentes as solugbes do padrao e pela relagao S/R, porém abaixo do limite de
deteccdo. Esta auséncia pode estar relacionada a absor¢cdo nao seletiva na dieta
que se deve ao fato do pouco tempo fornecido de alimentacgao.

O intestino médio dos insetos é de origem endodérmica, consiste de
um tubo de didmetro variavel formado por um epitélio simples apoiado sobre uma
membrana basal (CHAPMAN, 1998). Essa regido do sistema digestivo é
considerada o principal local de secrecdo de enzimas digestivas e absorgao de
nutrientes, bem como a regulacdo de ions (LOEB et al., 2001). O ponto de
penetragdo ou absorgao pelo organismo do inseticida via oral ou ingestdo é o

intestino médio, sendo transportado através da hemolinfa para os outros orgaos.
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FIGURA 5.38 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21464

dos extratos de intestino médio do tratamento com cedrelona.
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FIGURA 5.39 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21464

dos extratos de intestino médio do tratamento controle.

Nos extratos de fezes das lagartas alimentadas com cedrelona,
podemos observar a partir dos cromatogramas, FIGURAS 5.40, a presenca do

limonoide intacto, sendo confirmado a partir do espectro de ions fragmentos,
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FIGURA 5.41, para a massa monoisotépica exata e pelo tempo de retengdo em 4,2
minutos. Observou-se que praticamente toda a cedrelona foi detectada sob a forma
inalterada. MARTUCCI, 2012 verificou em extratos de fezes de Chlosyne lacinia
saundersii (Lepidoptera: Nymplalidae) a excrecdo dos metabdlitos sob forma
inalterada quando alimentadas com plantas de Tithonia diversifolia (Asteraceae) e
Vernonia polyanthes (Asteraceae) . Um dos mecanismos descritos na literatura que
€ capaz de justificar a presenga de metabdlitos secundarios inalterados é a redugao
da absor¢ao. Como este experimento foi de 5 horas de alimentacao, pode ter sido
ineficiéncia na absorgdo. Amostras controle de fezes (FIGURA 5.42) mostraram um
ion com massa proxima a cedrelona (FIGURA 5.43), porém com distinta massa
monoisotdpica e distinto tempo de retencdo em 4,6 minutos, comprovando a

auséncia da cedrelona no controle.
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FIGURA 5.40 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21464

dos extratos de fezes das lagartas alimentadas com cedrelona.
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FIGURA 5.41 - Espectro de ions fragmentos para m/z 423,21484 extraido dos

extratos das fezes com cedrelona.
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FIGURA 5.42 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,21484

dos extratos das fezes das lagartas controle sem a presenga de cedrelona.
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FIGURA 5.43 - Espectro de ions fragmentos para m/z 425,21295 encontrado para

uma massa proxima da cedrelona porém com massa monoisotopica distinta extraido

dos extratos das fezes controle.
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FIGURA 5.44 - Ampliagao do espectro de ions fragmentos para m/z 425,21295

encontrado para uma massa proxima da cedrelona porém com massa

monoisotdpica distinta extraido dos extratos das fezes controle.

Diante destes resultados, algumas hipoteses foram levantadas.
Provavelmente, na concentragcdo a qual foi enriquecida na dieta e fornecida aos

insetos, os mesmos apresentaram mecanismos de acumulo saturados, portanto,
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estes sao liberados nas fezes, ou entdo, o metabdlito atingiu a concentragdo maxima
no tecido da lagarta a partir da qual passou a ser eliminado do organismo.

De acordo com os mecanismos de acumulo, insetos herbivoros como
em Lepidoptera, apresentam matrizes extracelulares compostas por microfibras de
quitina ligadas a uma mistura de proteinas e glicoproteinas. Estas matrizes sao
chamadas de membranas peritréficas, as quais formam uma bainha fina em torno do
conteudo do lumem do intestino. Quando se trata de aleloquimicos, as matrizes
extracelulares nao permitem uma permeabilidade destes compostos, e assim, estas
podem funcionar como uma primeira defesa, reduzindo a absorcdo destes
compostos (BARBEHENN, 2001; FRANKFATER et al., 2005).

O fato de S. frugiperda excretar grandes quantidades de cedrelona em
sua forma inalterada nos indica que esta espécie pode utilizar de outros mecanismos
para contornar os efeitos inseticidas comprovados. Assim, realizou-se a
quantificagao do consumo de cedrelona para saber quanto de cedrelona foi usada
em metabolizagcdo, porém agora avaliando a alimentacado das lagartas de 5° instar
larval em 24 horas para se verificar a resposta metabdlica em um maior tempo. A
analise da atividade metabdlica foi comparada a uma dieta normal para se confirmar

se houve mudancas no metabolismo do inseto.

5.5.2- Resultados alcancados no estudo da quantificacdao de

cedrelona nos extratos das fezes excretadas por S. frugiperda

O método cromatografico foi otimizado, satisfatoriamente, a partir dos
cromatogramas dos extratos de fezes obtidos, para a obtengdo da resolugdo que
permitisse a quantificacdo da cedrelona. Assim, todas as amostras quantificadas
foram analisadas comparando com o padréo de referéncia (cedrelona). A partir da
FIGURA 5.45, pode ser vizualizado o cromatograma referente a selegéo e extragéao
da massa monoisotopica exata do padrao (cedrelona) em um tempo de retencéo de

6,9 minutos.
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FIGURA 5.45 - Cromatograma de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151
do padréo de referéncia. Método cromatografico ajustado como descrito no item
5.2.1.6.3.

A curva de calibracao foi construida plotando a area das bandas contra
sua respectiva concentragdo (média das triplicatas). Com os resultados obtidos da
curva analitica, foram estimados matematicamente os coeficientes angular e linear a
e b e o coeficiente de correlacdo R através do método matematico conhecido por
regressao linear. Esse método permite obter uma relagdo linear simples entre a
resposta do detector e a concentracdo das amostras descrita pela equacédo y = ax +
b (conhecida por equacgao de reta). A equacgao de reta definida foi y = 1.10" x + 9.107
com um coeficiente de correlagao de R2=0,9977. Essa equacao pode ser verificada
na FIGURA 5.46. Os coeficientes de variacdo entre as replicatas para todas as
concentragdes de cedrelona escolhidas ficaram com a média de 3,6%. Esses
valores encontrados estdo de acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA,
que admite curvas cujo R? seja maior que 0,98. As areas das bandas referentes a
todas réplicas bioldgicas foram calculadas e sao apresentadas na TABELA 5.2.

A determinagdo da concentragdo do analito de interesse (cedrelona)
nas amostras de fezes, dieta restante e lavagem dos tubos foram realizadas
substituindo a area da banda medida no cromatograma na equagao da reta obtida a
partir da curva de calibracdo construida. Os valores tedricos e quantificados para

todos os tratamentos estéo dispostos na TABELA 5.3.
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FIGURA 5.46- Curva de calibracao por calibracao externa de cedrelona. Faixa linear
de trabalho de 1 — 1000 ng/mL. Cada ponto da curva (em triplicata) foi analisado sob

os parametros cromatograficos descritos no item 5.2.1.6.3.
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TABELA 5.2 - Areas das bandas cromatograficas (extratos de fezes, extratos da

lavagem dos tubos e extratos da dieta restante).

Amostras Quantificadas

Extratos de fezes

Extratos da dieta

Extratos da
lavagem dos tubos

(AA) restante (AA) (AA)
Lagarta 1 140530630 7309748278 567618592
Lagarta 2 1215838334 6456063880 1170316018
Lagarta 3 1955272491 8372480643 3489400197
Lagarta 4 4728975969 6288895949 953611859
Lagarta 5 2160598289 6288737511 5723110968

TABELA 5.3 - Valores tedricos e quantificados de cedrelona nos tratamentos

(extratos de fezes, extratos da lavagem dos tubos e extratos da dieta restante.

Controles

* Conc. Tedrica de cedrelona
na dieta consumida (ug/g

* Conc. Tedrica de cedrelona
na dieta restante (ng/g dieta)

dieta)
Lagarta 1 25,6 130,6
Lagarta 2 27,4 126,4
Lagarta 3 34,6 131,6
Lagarta 4 39,4 106,6
Lagarta 5 31,0 126,8
Amostras Quantificadas
Conc. Quantificada | Conc. Quantificada Conc. Quantificada
nas fezes (nglg na dieta restante na lavagem dos tubos
dieta) (ng/g dieta) (ng/g dieta)
Lagarta 1 5,05 108,3 47,8
Lagarta 2 112,6 95,5 108,0
Lagarta 3 186,6 124,2 339,9
Lagarta 4 463,9 93,0 86,4
Lagarta 5 207,1 93,0 563,3

* O célculo da concentragado tedrica foi baseado na concentragdo de cedrelona usada para o preparo da dieta considerando
que toda a cedrelona tenha sido extraida.

A partir dos cromatogramas das fezes (FIGURA 5.47), observou-se que

em 24 horas de alimentagdo, diferente do que foi verificado em 5 horas de

alimentacédo, o inseto metabolizou grande parte da cedrelona, sendo liberados nas

fezes os produtos do metabolismo e uma pequena quantidade de cedrelona intacta,

pois foi verificado valores abaixo de 500 ng, segundo os dados de quantificagao

(TABELA 5.3). Vale ressaltar, que estes valores sdo considerados estimativas, uma

174



Estratégias para o estudo quimico de S. frugiperda
durante a metabolizagdo da cedrelona

vez que, trata-se de amostras de dificil extracdo e de massas diferentes dos extratos
obtidos, pois optou-se em quantificar as fezes excretadas como um todo e cada
lagarta aleatdria tem um consumo diferente. Cada réplica biolégica mostrou a
mesma resposta metabdlica, porém em dados quantitativos diferentes, pois cada
inseto tem sua resisténcia a determinados metabodlitos. O metabolismo ou
detoxificacdo € a primeira resposta a presenga de um possivel inseticida. Este
mecanismo permite ao inseto modificar ou detoxificar o inseticida a uma taxa
suficiente o bastante para prevenir a acado no sitio alvo (FUKUTO e
MALLIPUDI,1983).
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FIGURA 5.47 - Cromatogramas de |'osns7rselec9;ionad03 e extraidos para m/z 423,2151
dos extratos das fezes de cinco lagartas alimentadas com cedrelona. Extratos

realizados de forma quantitativa, em um total de 5 replicatas.
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FIGURA 5.48 - Cromatogramas de ionémgelecionados e extraidos para m/z 423,2151

dos extratos das fezes de cinco lagartas alimentadas com dieta controle sem a

presenca cedrelona. Extratos realizados de forma quantitativa (5 replicatas).

Ao observar os cromatogramas apresentados para os extratos das
fezes coletadas, FIGURAS 5.47, foi possivel identificar a presenca de 5 picos
cromatograficos com massa monoisotépica proxima a massa da cedrelona nos
tempos de retencdo 3,7; 4,9; 54; 6,9 e 9,5 minutos de corrida quando foi
selecionado e extraido a massa monoisotopica referente a cedrelona. Alguns destes
picos mais representativos em concordancia com a S/N foram obtidos seus
espectros de fragmentacéo, e assim, estes dados serdo apresentados e discutidos
no item 5.4.3 sobre o estudo da metabolizagcio do inseto.

Para o tratamento da dieta restante, verificou-se eficiéncia na extragao

da cedrelona na média de 82,6 %, quando comparados os valores reais da
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concentragcdo quantificada com os valores tedricos calculados baseado na
concentracdao de cedrelona fornecida na dieta artificial (TABELA 5.3). Pois,
conhecendo a quantidade adicionada e a quantidade quantificada foi possivel
prever. Observou-se a partir dos cromatogramas, FIGURA 5.49, que nao haveria
possibilidade dos picos referentes aos possiveis produtos de metabolizagao da
cedrelona serem artefatos provenientes da extracao, ja que foi o mesmo método e
s6 foi detectada a cedrelona intacta fornecida, em comparacdo ao cromatograma
referente ao padrdo o qual foi usado no experimento. Assim, pode-se verificar
claramente a presenca apenas do pico no tempo de retengdo em 6,97 minutos
referente a cedrelona. Diante destes dados, foi confirmado a presencga da cedrelona

intacta quando foi selecionada e extraida a sua referida massa monoisotdpica exata.

ssssssssss

Time (min)

FIGURA 5.49 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151
dos extratos da dieta enriquecida com cedrelona de cinco lagartas diferentes

(réplicas biolégicas). Extratos realizados de forma quantitativa (5 replicatas).
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FIGURA 5.50 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151
dos extratos da dieta controle sem a presenga de cedrelona de cinco lagartas
diferentes (réplicas biolégicas). Extratos realizados de forma quantitativa, em um
total de 5 replicatas.

Observou-se no tratamento referente a lavagem dos residuos
presentes nos tubos utilizados os quais foram realizados os experimentos, que a
concentracao de cedrelona detectada foi na faixa de 50 a 600 ng, e isso se deve a
presenca de residuos tanto da dieta fornecida quanto de fezes. Diante desta
informacéao, é possivel observar a partir dos cromatogramas da FIGURA 5.51, a

presenca minoritaria dos possiveis produtos de metabolizagdo os quais foram
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observados nas fezes e da cedrelona intacta, pois nos tubos continham

residuos de fezes como da dieta fornecida.
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FIGURA 5.51 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151

das amostras referentes a lavagem dos tubos os quais foram realizados o

experimento de cinco lagartas diferentes (réplicas biologicas). Extratos realizados de

forma quantitativa, em um total de 5 replicatas.
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FIGURA 5.52 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151

das amostras referentes a lavagem dos tubos os quais foram realizados o

experimento controle sem a presenca da cedrelona de cinco lagartas diferentes

(réplicas bioldgicas). Extratos realizados de forma quantitativa, em um total de 5

replicatas.
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5.5.3 - Resultados alcancados na analise dos extratos de hemolinfa,
intestino médio, cabeca e fezes das lagartas de 5° intar de S.
frugiperda quando alimentadas com cedrelona em 24 horas via LTQ

Orbitrap Velos™ para o estudo da metabolizagao

Os extratos das fezes e dos 6rgaos do inseto (hemolinfa, cabeca e
intestino) coletados de S. frugiperda no quinto estagio larval durante o experimento
de 24 horas de alimentacdo com dieta enriquecida em cedrelona apresentaram o
limonoide intacto e possiveis produtos de metabolizacdo. Vale ressaltar que a
identificacdo de metabdlitos provenientes do metabolismo foi baseada nos principais
mecanismos de destoxificagdo utilizados por Lepidoptera, os quais ja foram
mencionados. Em todos os tratamentos foi feito uma varredura de possiveis
produtos contendo glicolisagao, redugdo, oxidacdo ou modificacdes nos anéis do
limonoide (FIGURA 5.53), porém em nenhum dos tratamentos foram detectados os
produtos sugeridos, pelo menos numa concentracdo detectavel em concordancia ao
S/R. Na presenca de um possivel inseticida, alguns insetos herbivoros podem
transformar metabdlitos em substancias menos toxicas. MAAG et al. (2014), relatou
a elucidacdo de uma substancia isolada a partir dos extratos de fezes de S.
frugiperda, o qual € um produto de destoxificagdo do inseto em que ocorre a
metabolizagdo de um produto através da glicolisagcao enzimatica.

Em geral, os insetos metabolizam o alimento muito rapido, em poucas
horas de alimentagcdo. Porém, quando o alimento tem algum composto xenobidtico,
como um aleloquimico de planta, ele pode demorar mais tempo pra metabolizar. Isto
explicaria o fato do ndo surgimento de possiveis produtos de metabolizagdo durante
o experimento de cinco horas de alimentagdo realizado com as larvas de S.
frugiperda. Provavelmente o inseto ndo tenha conseguido metabolizar a cedrelona,
por isso ela foi detectada inalterada nas fezes. Este fato indica que a via de
metabolizagdo da cedrelona deve levar um tempo maior pra ser ativada. GIONGO
(2014), descreve testes enzimaticos para a verificagdo de alteragbes na
guantidade/atividade de importantes enzimas de destoxificacdo a partir das lagartas
de S. frugiperda (atividade total de proteases, atividade da glutationa S-transeferase
e quantificacdo de moonoxigenases do citrocomo P450 e a atividade da

acetilcolinesterase), porém néao foi observada nenhuma alteragdao das enzimas com
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cinco horas de alimentagao, apenas a atividade da acetilcolinesterase foi observada.
Estes dados da literatura corroboram com os dados apresentados, uma vez que, em
cinco horas de alimentacdo nao foi verificada a metabolizagcdo da cedrelona. Nos
estudos de alimentacdo em 24 horas houve a metabolizag&o, porém com a presenca
de cedrelona intacta em concentragao muito pequena nas fezes.

Ao realizar a busca por possiveis produtos de metabolizacdo em
Lepidoptera foram encontrados possiveis produtos com massa monoisotépica
proxima a da cedrelona nos cromatogramas dos extratos das fezes coletadas
(FIGURAS 5.54). Ainda foi possivel observar que o perfil de fragmentagao para os
picos cromatograficos nos tempos de retencao 3,7; 4,9; e 6,9 sédo similares aqueles
da cedrelona (FIGURAS 5.55, 5.56 e 5.57).
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FIGURA 5.53- Estruturas derivadas do limonoide cedrelona, com suas respectivas

massas monoisotdpicas exatas.
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FIGURA 5.54 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151
dos extratos das fezes de S. frugiperda alimentadas com cedrelona. Bandas
cromatograficas em tempos de retencéo de 3.7, 4,9 e 6,9. O limonoide cedrelona é
referente a banda em 6,9 em concordancia ao padrao. A) Abundancia relativa dos
picos cromatograficos durante a corrida; B) Picos cromatograficos selecionados para

obtencao dos ions fragmentos com as respectivas areas e a relagao sinal/ruido.
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FIGURA 5.55 - Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da banda

em 3.70 referente ao possivel produto metabolizado.
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FIGURA 5.56 - Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da banda
em 4.84 eferente ao possivel produto metabolizado.
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FIGURA 5.57 - Espectro de ions fragmentos para m/z 423,2151 extraido da banda
em 6.98 referente ao limonoide cedrelona.

Nota-se nos cromatogramas referentes aos extratos do intestino médio
(FIGURA 5.58), a presenga de cedrelona intacta referente ao pico em 6,9 minutos e
alguns picos em 4,8, 5,3 e 9,5 que podem estar relacionados a metabolizacéo,
porém com massa proxima da cedrelona. Observou-se neste tratamento uma maior
concentragcao de cedrelona intacta acumulada e de forma minoritaria os outros
produtos dos referidos picos.

A retencao de cedrelona no intestino das lagartas no experimento de
alimentacdo em 24 horas, permitiu a metabolizacdo do composto como pode ser

observado nos cromatogramas. Isto pode ser devido um maior tempo de contato
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com as enzimas de destoxificagdo, como por exemplo, a glutationa S-transferase e

as moonoxigenases do citocromo P450.
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FIGURA 5.59 - Cromatogrén&aé de al'osns; sﬂeleciwor{a&oé é extraidos para m/z 423,2151

dos extratos de intestino médio de trés lagartas diferentes controles.
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Com relagao aos extratos da hemolinfa coletadas das lagartas, pode-se
observar a partir dos cromatogramas apresentados, FIGURA 5.60, a presenca do
pico referente a cedrelona intacta em uma quantidade minoritaria e a presenca dos
picos referentes aos possiveis produtos de metabolizagdao em 3,7, 4,7 e 5,3 minutos.
Contudo a segunda réplica apresentou-se com auséncia de picos, 0 que pode ser
relacionado a problemas de coagulacdo, degradagdo, na extracdo ou mesmo de
deteccdo. No experimento de cinco horas de alimentagdo, praticamente nao foi
detectada cedrelona intacta na hemolinfa e baseado no que ja foi discutido este fato

pode ser justificado pelo alto custo fisioldgico necessario para armazenamento
desses metabdlitos.

RT0.00- 1499 SM: 158

RT:362
AA 50920634
SN: 447kws

o
o

FIGURA 5.60 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151
dos extratos de hemolinfa de trés lagartas diferentes alimentadas com cedrelona
(triplicatas bioldgicas).
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il

dos extratos de hemolinfa de trés lagartas diferentes alimentadas com dieta controle

(triplicatas bioldgicas).

Os cromatogramas dos extratos da cabeca dos insetos estudados
(FIGURA 5.62) mostrou tanto a presenca da cedrelona intacta como alguns picos
referentes aos produtos de metabolizacdo. GIONGO (2014), relatou em seus
estudos enzimaticos com lagartas de S. frugiperda, que os testes para a verificagao
de alteracbes na quantidade/atividade de acetilcolinesterase realizados mediante
extratos enzimaticos de lagartas de quarto instar inteiras alimentadas com cedrelona
que foi verificado o0 aumento da atividade desta enzima.

A enzima acetilcolinesterase esta presente no sistema nervoso central
dos insetos e é responsavel pela degradacédo da acetilcolina (neurotransmissor) e
também regula a transmissdo do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas. O
aumento da funcao desta enzima verificado com a presenca de cedrelona estaria
comprometendo a transmissdo sinaptica, uma vez que ha um aumento da
degradacédo do neurotransmissor (GIONGO, 2014). Uma hipotese que pode ser
levantada € que o aumento desta atividade enzimatica além de prejudicar a
transmissdo do impulso nervoso pode estar comprometendo os processos de
metabolizagdo do inseto, e assim, foi verificado a presengca de cedrelona nao

metabolizada em algumas das réplicas biolégicas avaliadas. Vale ressaltar que cada
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réplica se trata de uma lagarta aleatoria, o qual pode vir a apresentar uma resposta

diferente. Porém, sdo imprescindiveis estudos direcionados.

FIGURA 5.62 - Cromatogramas de idné s;gml‘"?ecﬂionados e extraidos para m/z 423,2151

das amostras referentes a cabeca de trés lagartas diferentes (triplicatas biolégicas).

FIGURA 5.63 - Cromatogramas de ions selecionados e extraidos para m/z 423,2151

das amostras referentes a cabeca de trés lagartas diferentes alimentadas com dieta

controle (triplicatas biologicas).
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5.6 - Resultados alcangados na analise da atividade metabdlica

Na analise da atividade metabdlica do inseto, € possivel observar, de
acordo com a TABELA 5.4, que o valor da taxa metabdlica relativa das lagartas que
ingeriram cedrelona aumentou em dez vezes em relacdo ao controle, havendo
também um aumento no custo metabdlico. As lagartas que estavam sendo
alimentadas com cedrelona na dieta reduziram sua alimentacao pela metade apés
ingestdo da dieta enriquecida, assim, essa redugdo, provavelmente, ocorre pelo
desvio de energia que seria utilizada para conversdo em biomassa, para utilizagio
em detoxificacdo, o que se confirma pelo aumento do custo metabdlico.

Os parametros avaliados indicam alteragbes no metabolismo das
lagartas, ja que estas lagartas continuam se alimentando da dieta contendo
cedrelona, mas ndo ganham massa corpérea como aquelas do controle, devido a
reducdo na eficiéncia de conversdao do alimento em biomassa. A pequena
guantidade de alimento consumido se deve ao efeito toxico causado pela ingestao
de cedrelona, que reduziu a conversido do alimento em biomassa e,
consequentemente, reduziu o crescimento das lagartas. Essa alteragdo no
metabolismo foi verificada no estudo quimico do inseto em diferentes estagios
larvais por RMN e por Espectometria de Massas, onde foi observada a
metabolizacdo da cedrelona pelo inseto.

Devido a menor ingestdo de alimento fornecido, as lagartas que
receberam dieta com cedrelona excretaram menor quantidade de fezes e
assimilaram menor quantidade desta do que aquelas do controle. Observando a
quantidade de alimento excretado e assimilado, verificou-se que no controle o
assimilado foi utilizado para o ganho de peso corpéreo e metabolismo. No
tratamento com dieta contendo cedrelona apenas uma pequena quantidade foi
usada para conversdo em biomassa (massa corporea) e grande parte foi utilizada no
metabolismo, como indicaram os valores da taxa e custo metabdlico. Esse
metabolismo elevado pode estar relacionado a tentativa de detoxificagdo do
composto pelo inseto. O alto custo de energia para a detoxificagdo € sugerido pela
observacgao de cedrelona ndo metabolizada.

A toxicidade de cedrelona foi caracterizada por reducao no crescimento
e prolongamento do periodo larval. Ao passar o tempo o consumo de alimento é
reduzido, mas o inseto ndo para de ingerir a dieta, utilizando-o principalmente nos
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processos metabdlicos e ndo para o crescimento, levando a uma redugcido na

conversao deste alimento em massa corpoérea.

TABELA 5.4 - Parametros nutricionais de lagartas de quarto instar de S.frugiperda

alimentadas com dieta artificial contendo cedrelona a 300 ppm apés quatro dias.

Taxa metabdlica relatica Custo metabdlico
Tratamento
(9/g/dia) (%)
Controle 0,60 + 0,06 69,94 + 2,45
Cedrelona 6,38 + 1,50 86,33 £ 3,42
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6 - ESTUDO DA MICROBIOTA ASSOCIADA A S. frugiperda

O estudo da microbiota associada a S. frugiperda foi desenvolvido no
Departamento de Quimica da UFSCar no Laboratério de Bioensaios com Micro-
organismos e Laboratério de Bioquimica Micromolecular de Micro-organismos sob
colaboragao do Dr. Leonardo Toffano, Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho e da aluna de

Doutorado Marilia A. Trapp.

6.1 - Materiais e equipamentos
6.1.1- Materiais

¢ Agua deionizada ultra pura esterelizada;

e Alcool grau P.A. Synth® a 70 %;

e Alcool grau P.A. Synth® a 95 %;

e Micropipetas Gilson® de 10, 100 e 1000 pL;
e Tubos de vidro de 5 mL Alga de Drigalski;

¢ Alga de platina (5 cm x 0,5 cm);

¢ Bico de Bunsen;

e Placas de Petri Petric® didmetro 9 cm;

e Bastao de vidro estéril;

¢ Agar Nutriente HIMEDIA®;

¢ Solugao aquosa de hipoclorito de sddio a 0,2 %;
e Papel de filtro estéril;

¢ Laminas de microscopia;

e Solucgao de cristal violeta;

e Solucao de lugol;

e Solugao de safranina

e Corante fucsina;

e Oléo de imersao.
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6.1.2 - Equipamentos

e Autoclave vertical Phoenix Luferco ®;

e Capela de fluxo laminar vertical;

e Estufa incubadora de laboratério com demanda bioquimica de oxigénio 411D
Nova Etica (B.D.O. sigla em inglés);

e Microscopio optico (até 1000 x) L 2000A;

e Espectrémetro de Massas com lonizagao por Laser hifenizado a um detector de
tempo de vbo (lonizagao por Dessorgao a Laser Assistido por Matriz, MALDI-TOF,

sigla em inglés) (Autoflex Speed; Bruker Daltonics).

6.2 — Isolamento de micro-organismos simbiontes de S. frugiperda

Lagartas de quinto instar de S. frugiperda alimentadas por 24 horas
com dieta contendo cedrelona e estas sem a presencga do limonoide (controle) foram
submetidas aos procedimentos de dissecacao para a retirada do intestino médio em
solugao salina de NaCl 0,8% sob estereomicroscopio de acordo com o ESQUEMA
5.3. Foram retirados cinco intestinos, tanto das lagartas alimentadas com o principio
ativo (cedrelona), como daquelas do controle. Em capela de fluxo laminar, os
intestinos foram mergulhados em solucbes de esterilizagdo, separadamente, na
seguinte ordem: solugdo aquosa de hipoclorito de sddio a 0,2 %; etanol 70% (v/v) e
agua deionizada esterilizada. Por ultimo, o excesso do solvente foi eliminado
colocando rapidamente o material biolégico em papel de filtro estéril. O tempo de
cada imersao foi de 60s. Apds a esterilizacdo, os intestinos de cada tratamento
foram misturados e macerados em tubos de vidro de 5 mL de volume contendo 1000
ML de agua esterelizada utilizando-se bastdo de vidro estéril. A suspensao para cada
tratamento, com cedrelona e controle, foi agitada e diluida seriadamente (1/10?
17103, 1/10* ,1/10° e 1/10°%) e colocada em contato com o meio de cultura em placas
de Petri. O experimento foi feito em triplicata para cada diluicdo de cada tratamento
(C - com cedrelona e S - sem cedrelona) e as placas inoculadas para uma das trés
diluigdes realizadas, 1/10? (C-2/S-2), 1/10* (C-4/S-4) e 1/10° (C-6/S-6). Utilizou-se o
meio de cultivo agar nutriente para o crescimentos dos isolados.

Cada isolado obtido foi cultivado em meio liquido e uma aliquota das

células em cultivo preservada em 20% glicerol e depositada em freezer -80%. Para
192



Estudo da microbiota associada a S. frugiperda

as analises por MALDI-TOF/MS os isolados foram reativados em meio de cultura do
tipo BHI (Brain Heart Infusion), e para a analise de caracterizacdo morfologica estes

foram reativados em meio de cultura agar nutriente.

6.3 — Analise dos isolados via MALDI-TOF/MS

Para a comparagéao da diversidade dos micro-organismos do intestino
médio de S. frugiperda, foram realizadas as analises para todos os isolados obtidos
dos tratamentos controle e com cedrelona nas referidas diluigdes (1/10%, 1/10* e
1/106). Porém, para o tratamento S-6 ndo houve crescimento de micro-organismos
em nenhuma das réplicas. Para cada tratamento foram escolhidos dois pontos
aleatérios e as analises feitas em triplicatas. Na matriz utilizada de acido-a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA) sobre a placa de ionizagdo com as amostras de interesse,
ocorreu a formagado homogénea da cocristalizagdo para posterior analise. Uma vez
finalizada a sequéncia de aquisicdo dos sinais dos espectros de massas, os dados
adquiridos foram subsequentemente comparados com a base de dados para
bactérias disponivel no software MALDI Biotyper (versdo 3.1, Bruker Daltonics
GMBH). Para identificagdo microbiana, diferentes critérios como presenga ou
auséncia de picos, intensidades de picos, lista de valores de picos de relagao n/z
foram utilizados, caracterizados como “fingerprint’. O “fingerprint” foi entdo analisado

por comparagao possibilitando o agrupamento das espécies microbianas.

6.4 - Caracterizagao morfolégica dos isolados

Todas as bactérias avaliadas morfologicamente foram retiradas do
ultrafreezer (-80°C) e previamente reativadas. Em seguida, foram inoculadas em
placas de Petri contendo agar nutriente. Apés 48 h de crescimento, as mesmas
foram repicadas para tubos de ensaio contendo caldo nutriente, e deixadas crescer
por 12 h. Em seguida, suspensdes bacterianas foram colocadas em contato com o
meio de cultura em placas de Petri contendo agar nutriente para as posteriores

analises de caracterizacdo morfoldgica.
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6.4.1 - Metodologia

Para a caracterizagdo da morfologia das bactérias isoladas foram
realizados esfregagos e posteriormente observados em microscépio O6ptico.
Primeiramente, foi colocado no centro de uma lamina de vidro uma gota de agua
esterilizada. Em seguida, utilizou-se uma alga de platina previamente flambada em
chama para retirada de uma pequena porcado do crescimento microbiano, a qual foi
homogeneizada com a gota. A lamina foi colocada sobre a chama fazendo
movimentos circulares até secar completamente a por¢gao microbiana. Apds fixagao
na lamina foi realizada a coloragdo utilizando-se o corante fucsina. Apds a
coloragdao, as células microbianas foram visualizadas ao microscopio Optico,
utilizando-se de um aumento de 1000x, pelo uso de uma lente objetiva de 100x, com

auxilio de 6leo de imerséao.

6.4.2 - Coloracao de Gram para bactérias

Neste processo, o esfregaco bacteriano foi tratado com reagentes na
seguinte ordem: adicao de corante violeta genciana, a solugéo de iodo (cuja fungao
é fixar o corante no interior da célula), o alcool (agente descolorante que remove o
corante identificando bactérias gram-negativas) e o corante vermelho safranina. As
bactérias gram-positivas retém o corante violeta genciana e aparecem coradas em
violeta-escuro. Bactérias gram-negativas perdem o cristal violeta quando tratadas
com alcool e sdo coradas com o corante safranina e apresentando uma coloracao
vermelha. Em seguida, o corante é desprezado lavando a lamina em agua corrente.
Apo6s o procedimento, as células microbianas foram visualizadas ao microscépio
optico, utilizando-se de um aumento de 1000x, pelo uso de uma lente objetiva de

100x, com auxilio de 6leo de imerséao.

6.5 - Resultados da analise via MALDI-TOF/MS dos micro-
organismos isolados das lagartas de S. frugiperda

As analises por MALDI-TOF/MS possibilitou a identificagdo segura dos
micro-organismos isolados em nivel de género. Foi possivel identificar somente um
género para todos os isolados, Enterococcus. Além disso, através da similaridade
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dos espectros de massas foi possivel determinar a relacéo filogenética entre os
micro-organismos (FIGURAS 6.2, 6.3, 6.4 e 6.5). Entre os isolados foi possivel
identificar para todos os tratamentos a espécie Enterococcus mundltii, com excegao
do tratamento AC6 em que a identificacao foi nao confiavel (TABELA 6.1). Porém,
houve uma diferenca significativa na abundéancia da microbiota entre os tratamentos.
Para o tratamento com cedrelona houve uma maior quantidade de micro-organismos
com um crescimento acelerado quando comparados aos controles em todas as
diluigdes, como pode ser observado na FIGURA 6.1. Esta técnica de caracterizagao
microbiana por MALDI-TOF/MS aplicada a sistematicas microbiolégicas € um campo
de investigacao emergente com aplicagdes promissoras em estudos da diversidade
microbioldgica de identificagdo e agrupamento. Enterococcus spp. sao amplamente
distribuidos na natureza e relatados em mais de 37 taxa de insetos, estando
associados a diferentes habitats, como a agua, o solo, as plantas e o trato
gastrointestinal de vertebrados e invertebrados (PALMER et al., 2010; MARTIN e
MUNDT, 1972).

ALMEIDA (2013), relatou o estudo da microbiota associada ao trato
digestivo de linhagens de S. frugiperda resistentes aos principais inseticidas
utilizados no seu controle com o objetivo de selecionar micro-organismos com
potencial de metabolizagdo de xenobidticos. O autor verificou no trato digestivo de S.
frugiperda tratada por diferentes inseticidas, e espécie E. mundfti estava associada a
100% dos individuos de diferentes regides do pais. Relatos da literatura
(BRINKMANN et al., 2008) indicam que Enterococcus sdo 0s micro-organismos mais
ativos metabolicamente no intestino de Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae).

A metabolizacdo da cedrelona, a qual parece estar ocorrendo no
intestino das larvas alimentadas com dieta contendo este limonoide, pode estar
associada ao potencial destes micro-organismos em metaboliza-la, hipotese
reforcada pela literatura. A alteragao na composicdo da microbiota quando o inseto é
exposto a produtos téxicos indica a possibilidade do uso destes para metabolizar tais
compostos. Este estudo é preliminar e se faz necessario muitas investigacoes
cientificas para o aprofundamento destas hipoteses. No entanto, o crescimento
acelerado deste micro-organismo na presenca da cedrelona indica o potencial desse

simbionte como metabolizador de outros inseticidas.
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FIGURA 6.1 - Enterococcus mundtii isolados do trato digestivo de lagartas de quinto
instar de S. frugiperda. Isolados de lagartas controle sem a presenga do limonoide
cedrelona; B) isolados de lagartas alimentadas com cedrelona enriquecida na dieta.

Meio de cultivo: agar nutriente.
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FIGURA 6.2. Espectro de massas MALDI-TOF/MS do isolado AC2 de lagartas de S.

frugiperda alimentadas com cedrelona. Legenda [azul: Enterococcus mundtii —

MALDI Biotyper / bactéria AC2 (verde: identificagcdo segura de género; amarelo:

provavel identificacao de género; vermelho: identificacdo nao confiavel)].
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FIGURA 6.3. Espectro de massas MALDI-TOF/MS do isolado AC4 de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com cedrelona. Legenda [azul: Enterococcus mundtii —
MALDI Biotyper / bactéria AC4 (verde: identificacdo segura de género; amarelo:
provavel identificacao de género; vermelho: identificacao nao confiavel)].
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FIGURA 6.4. Espectro de massas MALDI-TOF/MS do isolado AS2 de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com dieta controle. Legenda [azul: Enterococcus mundtii —
MALDI Biotyper/ bactéria AS2 (verde: identificacdo segura de género; amarelo:
provavel identificacao de género; vermelho: identificacdo nao confiavel)].
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FIGURA 6.5. Espectro de massas MALDI-TOF/MS do isolado AS4 de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com dieta controle. Legenda [azul: Enterococcus mundtii —
MALDI Biotyper / bactéria AS4 (verde: identificagdo segura de género; amarelo:
provavel identificacao de género; vermelho: identificacao nao confiavel)].

TABELA 6.1 - Identificagdo a nivel de género pela taxonomia aplicada dos isolados

com a base de dados (MALDI Biotyper, versao 3.1) do equipamento.

Tratamento Isolados Género
AC2 Enterococcus
AC2 Enterococcus
Isolados de lagartas
AC4 Enterococcus
alimentadas
AC4 Enterococcus
(com cedrelona -C)
ACG6 Nao identificada
ACG6 Nao identificada
AS2 Enterococcus
Isolados de lagartas
AS2 Enterococcus
controle
AS4 Enterococcus
(sem a presencga de
AS4 Enterococcus
cedrelona - S) _
AS6 (ndo houve crescimento) -
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6.6 — Resultados da caracterizagdo morfolégica dos isolados

Dentre inumeros métodos que existem para se distinguir as bactérias
que nos rodeiam, uma técnica importante e eficaz para uma caracterizacao
morfologica e estrutural rapida € a coloragao de esfregacos pelo Método de Gram. A
técnica foi desenvolvida por Hans Christian Gram em 1884, e consiste na coloragao
diferencial de bactérias que permite sua classificagdo em dois grandes grupos:
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (CHAN et al., 2001).

As bactérias isoladas a partir das lagartas de S. frugiperda controle e
alimentadas com cedrelona foram caracterizadas morfologicamente por simples
visualizagcdo no microscépio Optico. Essa técnica de coloracdo de esfregacos
microbianos aliados a coloragao de Gram permitem identificar o formato de algumas
células e determinar sua classificagdo. Para os isolados, foram verificados o formato
em cocos da célula bacteriana e teve sua classificagdo de Gram positivas pela
permanéncia de coloracado azul pelo método utilizado, permitindo a identificagdo de
Enterococcus mundtii. Também foram verificadas em todas as colénias

caracteristicas iridescentes, sendo um tragco definidor destas colbnias. As imagens

das col6nias (iridescéncia; morfologia e coloragdo de Gram) podem ser observadas
na FIGURA 6.6.
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FIGURA 6.6 - ldentificacdo microbiana par as bactérias isoladas de S. frugiperda

(Enterococcus mundtij). A) Caracteristica iridescente das colbnias; B) Estrutura

morfolégica em formato de cocos (corante fucsina de fundo); C) Coloragao de Gram.
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7. MEDIDA DA ATIVIDADE DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Os experimentos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
foram realizados no Laboratodrio de Fotoquimica Inorganica e Bioinorganica (LAFIB)
do Departamento de Quimica da UFSCar sob colaboragdo da Profa. Dra. Rose
Maria Carlos em parceria com o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia -
Controle Biorracional de Insetos e Pragas do grupo de Produtos Naturais da
UFSCar.

Um dos mecanismos de acéo dos principais grupos de inseticidas esta
relacionado a inibicdo da atividade da enzima AChE, inativando-a e impedindo que
ocorra a quebra do neurotransmissor acetilcolina. Com isso, os receptores pos-
sinapticos ficam sobrecarregados e nao recebem novos estimulos. Isso faz com que
nao cheguem estimulos aos musculos, o que paralisara a respiragdo muscular,
causando a morte do inseto. Diante disto, foram realizados os ensaios da atividade
enzimatica para verificar quais substancias testadas no inseto alvo (Spodoptera
frugiperda) sao inibidoras da enzima AChE, e assim possiveis candidatos a
inseticidas que interagem com alvos especificos no sistema nervoso (neurotoxicos).

Os experimentos de inibicdo da enzima AChE foram realizados

utilizando o método de Ellman (ELLMAN et al., 1961), com algumas adaptagdes:

AChE
1) Acetiltiocolina + H,O — > acetato + tiocolina (1)

2) Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato (II)-»  tiocolina-tionitrobenzoato + dissulfeto +

tionitrobenzoato (1lI)

A atividade enzimatica é avaliada por métodos colorimétricos utilizando
o reagente de Ellman (ou DTNB), o qual se baseia na medida da velocidade de
producao da tiocolina através da hidrolise do analogo do substrato da AChE, a
acetiltiocolina. Assim, a tiocolina (1) reage com o acido 5, 5’ ditiobis-[2- nitrobenzdico]
(DTNB ou reagente de Ellman) (ll) formando dissulfetos e um &nion estavel (lll) de
coloragao amarela, o qual absorve em 412 nm. Na FIGURA 7.1, pode-se observar o
mecanismo reacional envolvido na deteccdo da atividade anticolinesterasica pelo

método de Ellman.

201



Medida da atividade da enzima acetilcolinesterase

CH;,

CH, 0
/ ® :
AChE  + /Le’%/\/@T‘\CH —_— /[k * Hs/\/](CH
o 2 CH; o cHy

HOO S CH,4 HOO

S
| o PHg |
S + HS/\/l\CH3 . | ® CH,
CH;
+ \/T<CH3
CH;
COOH
NO, (sa
—> 412 nm
COOH
@
N.
o 0o
FIGURA 7.1 - Mecanismo reacional envolvido na deteccdo da atividade

anticolinesterasica pelo método de Ellman.

7.1 - Metodologia

7.1.1 - Reagentes

e Acido 5, 5 Ditiobis-[2- nitrobenzéico] (DTNB ou reagente de Ellman);

e lodeto de acetiltiocolina (ACTI);

o Acetylcolina esterase;

e Tris - HCI;

¢ NaCl;

e MgCl,.6H20;

e NaOH;

e Metanol (grau analitico HPLC);
e agua Milli-Q;

e BSA;
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Solugdes:

(1) 50 mM Tris/HCI pH 8 ;

(2) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0.1% de soroalbumina bovina (BSA);

(3) 50 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0.1 M de NaCl e 0.02 M de MgCl,.6H,0 (solugao
eletrolitica);

(4) 3 mM de Acido 5, 5 Ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB ou reagente de Ellman) ou
solugao 333 uM de DTNB;

(5) 15 mM de lodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou solugédo 100 uM de ACTI,;

(6) Solugao de 5 U/mL de AChE.

7.1.2 - Ensaio de inibicao enzimatica

Primeiramente foram preparadas as solug¢des tampdes: solugéo (1): foi
preparada adicionando-se 6,057 g de Tris-HCI para 1 litro de agua Milli-Q, com
posterior adicdo de solugao de NaOH até que o pH da solucao decrescesse até 8,0;
solugédo tampéo (2): foi adicionado 0,1 mg de BSA em 100 mL da solugéo tampao
(1); solugéao eletrolitica (3): foi adicionado 0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl,.6H,0O
em um volume de 100 mL da solugéo (1). Para o preparo da solugdo 333 uM de
DTNB (4), pesou-se 0,01365 g em um volume de 100 mL da solugao eletrolitica (3).

Em seguida, preparou-se a solu¢ao do substrato (iodeto de acetilcolina)
na concentragdo de 100 yM em agua Milli-Q e a enzima AChE (5 U/mL) liofilizada foi
mantida sob gelo por 20 minutos e depois sob agitacdo por mais um periodo de 10-
15 minutos, para obtencdo de uma solucdo homogénea. E importante ressaltar que
a enzima foi diluida em solugao BSA (2) para 5 U/mL.

Todas as substancias foram solubilizadas em metanol e foram
preparadas solu¢gbes na concentraggo de 100 pM. Para as medidas
espectrofotométricas foram adicionados em uma cubeta de 1 cm de caminho 6éptico
2875 uL de solucido 333 uM do DTNB, 100 pL da solucdo contendo a substancia
(100 uM) e 15 yL da enzima (5 U/L). Apos a adigao da enzima foram cronometrados
14 min e 30 segundos, onde neste intervalo foi realizada a leitura do branco em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 412 nm, afim de subtrair a
absorbancia da substancia e do solvente utilizado. Apos 14 minutos e 30 segundos
foi adicionado 10 uL de 100 uM do iodeto de acetilcolina com homogeinizagao da
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cubeta para reagir com o DTNB e apds 30 segundos da adicao foi realizada a leitura
no espectrofémetro UV-Vis, utilizando o modo de avaliagao cinético. A absorbancia
da mistura foi medida a 412 nm e a cinética da reacédo é medida durante 30 minutos.

O mesmo procedimento foi realizado para o branco (metanol) afim de
se obter dados comparativos, considerando 100 % da atividade da enzima. A
porcentagem de inibicao foi realizada comparando a velocidade das amostras com a
velocidade do branco. Os resultados foram langados em graficos de barras

indicando a porcentagem da atividade enzimatica.

7.2 - Resultados e Discussoes

Algumas das substancias isoladas foram ensaiadas frente a enzima
acetilcolinesterase para screening de possiveis candidatos a inseticidas que
interagem com alvos especificos no sistema nervoso central dos insetos. Foram
avaliadas as substancias, cedrelona (1), os triterpenos damaradienol (2) e 24-
metilenocicloartanol (3), os flavonoides catequina (4), epicatequina (7) e
galocatequina (9), as cumarinas siderina (5) e escopoletina (10), o limonoide 23-
hidrooxicedrelonelideo (6), um nucleosideo 5'-inosil (8), o alcaléide 3-indol
carbaldeido (11) e o acido protocatecuico (12). Estas substéncias podem ser
visualizadas na FIGURA 7.2.
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FIGURA 7.2 - Substancias isoladas e submetidas ao ensaio de inibicdo a AChE.

Os resultados da inibicdo enzimatica frente a AChE foram relevantes,
uma vez que trés das substancias testadas apresentaram uma inibicdo acima de 50
% quando comparadas ao branco, de 84 %, 70% e 57% para as substancias
cedrelona (1), damaradienol (2) e 24-metilenocicloartanol (3), respectivamente

(FIGURA 7.3). As demais substancias nao apresentaram resultados significativos,
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uma vez que nao inibiram a atividade da enzima. O melhor resultado foi apresentado
pela cedrelona, um limonoide do tipo apo-eufol. Os limonoides tém mostrado
atividades inseticidas em plantas que normalmente ndo sdo atacadas por insetos
(VIEGAS Jr, 2003).

O bom resultado apresentado para a cedrelona é bastante promissor,
uma vez que este apresentou atividade significativa sobre as larvas de S. frugiperda,
e assim, poderiamos associar a acao inseticida decorrente da inibicdo da AChE.
GIONGO (2014), observou em seus estudos enzimaticos com extratos enzimaticos
de lagartas de S. frugiperda alimentadas com cedrelona que houve alteragdes na
quantidade/atividade de AChE apds a ingestdo deste limonoide em dieta artificial.
Porém, o autor realizou o ensaio com extratos enzimaticos do préprio inseto e nao
da enzima isoladamente. Estudos direcionados sdo fundamentais.

A enzima AChE, quando ligada a molécula inseticida resulta em
acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, causando hiperexcitabilidade do sistema
nervoso central devido a transmissdo continua e descontrolada de impulsos
nervosos. Os sintomas de intoxicagao por inseticidas incluem tremores, convulsées
e, eventualmente, colapso do sistema nervoso central e morte. Também ocorre a
dessensibilizacdo do receptor de acetilcolina que cessa o impulso nervoso levando o
inseto a morte (ELDEFRAWI, 1976; ELDEFRAWI et al., 1982 ).
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FIGURA 7.3: Efeito das substancias isoladas de T. pallida, T. pallens e To. ciliata na
inibicdo frente a enzima acetilcolinesterase a 100 uM. (branco - 100% da atividade

enzimatica).
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8 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espécies T. pallida, T. pallens e To. ciliata na
busca de principios ativos a S. frugiperda, proporcionou o isolamento e identificagao
de 19 metabdlitos secundarios, entre estes esterdides, triterpenos, limonoides,
cumarinas, flavonoides, um acido fendlico, um nucleosideo e uma purina. O estudo
da espécie T. pallens é de grande relevancia, pois trata-se de um estudo inédito na
literatura, sendo uma contribuicdo consideravel para o conhecimento quimico da
familia Meliaceae.

A partir dos ensaios inseticidas por ingestdo sobre as larvas de S.
frugiperda realizados com os extratos brutos, fragdes e substancias puras de T.
pallida, T. pallens e To. ciliata, verificou-se que aquelas provenientes dos ramos e
folhas das duas espécies de Trichilia foram as que apresentaram maiores efeitos no
desenvolvimento do inseto. A fracdo dos ramos de T. pallens levou a 100% de
mortalidade larval. As lagartas alimentadas com cedrelona se desenvolveram
apenas até os primeiros instares larvais mostrando um forte efeito no crescimento, o
qual pode ter ocorrido devido ao efeito.

O estudo das lagartas de 1° instar na presenca de cedrelona via RMN
de 'H (600 MHz) permitiu detectar a cedrelona intacta principalmente nas fezes do
inseto. Também foram detectados alguns metabdlitos primarios como alguns
aminoacidos. Contudo, devido a pequena quantidade de material nao foi possivel
identificar derivados de cedrelona modificada pelo inseto.

As analises pelo LTQ-Orbitrap Velos permitiram uma alta sensibilidade,
resolucao e exatidao no estudo dos extratos de hemolinfa, intestino médio, cabeca e
fezes coletadas das lagartas de quinto instar alimentadas com cedrelona.

As analises dos extratos das fezes excretadas proveniente das larvas
de S. frugiperda alimentadas por 5 e 24 horas com dieta enriquecida em cedrelona,
demonstraram que a metabolizacdo da cedrelona leva um maior tempo para ser
ativada, pois em 5 horas o limonoide foi excretado intacto praticamente todo nas
fezes. Isto sugere que o mecanismo pelo qual o inseto acumula esta substancia esta
saturado, ou, as larvas utilizam o mecanismo de reducdo da absorcdo a partir de
matrizes extracelulares presentes do inseto. J& em 24 horas, o inseto deve ter
metabolizado grande parte da cedrelona, pois somente uma pequena quantidade
desta intacta foi detectada nas fezes, ou seja, valores abaixo de 500 ng foram
verificados nos experimentos de quantificagao.
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Conclusbées

Na analise dos extratos de hemolinfa, praticamente, nao foi detectada
cedrelona, aparecendo apenas como tracos. Provavelmente a larva para evitar a
intoxicagcdo e altos custos fisioldgicos, elimina a cedrelona via o intestino médio,
onde esta foi detectada. Nos extratos de cabegas analisados, foi verificada a
presenca de cedrelona intacta, sugerindo um provavel modo de agéo sob o sistema
nervoso central. Isso foi confirmado nos ensaios com a enzima AChE em solugéo,
onde a cedrelona apresentou inibigdo enzimatica.

Na analise da atividade metabdlica do inseto, observou-se que o valor
da taxa metabdlica relativa aumentou em dez vezes em relagdo ao controle, o qual
pode estar relacionado a tentativa de detoxificagdo do composto pelo inseto. Para o
custo metabdlico foi verificado um aumento quando as lagartas ingeriram cedrelona.
O alto custo de energia para eliminar a cedrelona e evitar a intoxicagao € sugerido
pela quantidade deste limonoide encontrado no intestino e fezes.

As analises por MALDI-TOF/MS possibilitou a identificagao segura dos
micro-organismos isolados em nivel de género Enterococcus para os tratamentos
com cedrelona e controle. Entre os isolados foi possivel identificar para todos os
tratamentos a espécie Enterococcus mundtii, com excegao do tratamento AC6 em
que a identificacdo foi nao confiavel. O crescimento acelerado verificado para o
tratamento com cedrelona pode estar associado ao potencial destes micro-
organismos em metabolizar a cedrelona, uma vez que esta parece ser metabolizada
nos intestinos analisados. Além disto, através da caracterizagao morfoldgica, foram
verificados a morfologia em cocos para as células bacterianas de E. mundtii e a
classificagdo como Gram positivas.

Para algumas destas substancias isoladas avaliou-se a atividade frente
a enzima AChE na forma de screening para possiveis candidatos a inseticidas
naturais, sendo o melhor resultado alcan¢ado para a cedrelona.

Estas conclusbes ainda nao permitem afirmar com certeza quais
metabdlitos seriam provenientes do metabolismo do inseto e se alguns foram
nocivos para S. frugiperda. Outras questdes seriam que metabdlitos foram capazes
de auxiliar na inibicdo do crescimento das larvas de S. frugiperda e, possivelmente,
os modelos eficientes para o controle do inseto. Os insetos ndo se defendem apenas
dos metabdlitos fornecidos, mas também tem que lidar com os produtos de
metabolizagcdo desses compostos, 0os quais podem ser mais ativos do que as
moléculas precursoras. Enfim, os resultados alcangcados abriram portas para novos
estudos, como a elucidacao destes produtos de metabolizagcdo e quais enzimas que
estariam envolvidas neste processo.
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	A partir da análise do espectro de correlação heteronuclear (1H-13C), HSQC, FIGURA 3.61, foi possível observar as correlações a 1J dos sinais em δ 10,07 com o carbono em δ 185,1, característico de aldeídico, em δ 7,85 (H-2) com o deslocamento em δ 135,3 (C-2) e a correlação dos hidrogênios H-5 e H-6 em δ 7,33 com o carbono em δ 124,0. 

	A substância foi submetida à análise via CG-EM, para confirmação da estrutura a partir da sua massa molecular. A análise via CG-EM (FIGURAS 3.62 e 3.63), revelou o pico do íon molecular em m/z = 145 Daltons, sugerindo que a fórmula molecular do composto em questão seja C9H7NO, confirmando a estrutura do 3-indolcarbaldeído. Pelo levantamento realizado, é uma substância conhecida, encontrada tanto como produto natural como sintético, inclusive pode ser encontrada em catálogos da Merck Millipore (804726) para venda, sendo muito utilizada em síntese de outros produtos. Em plantas, foi relatada em Euphorbia lagascae pertencente a família Euphorbiaceae (DUARTE e FERREIRA, 2007), não sendo reportado em Meliaceae.




