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Resumo

RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO DE Astronium graveolens E DA ACAO DE SEUS
CONSTITUINTES SOBRE O FORMIGUEIRO de Aita sexdens rubropilosa — O
Brasil apresenta uma rica fauna e flora, por esse motivo € conhecido como um pais
megadiverso. Esta diversidade possibilita o isolamento e a identificacdo de
substancias que se tornam promissoras em diversas areas e um exemplo é a
atividade inseticida de diversas substancias na agricultura. Este trabalho teve como
resultados a identificagdo de volateis das folhas, o estudo fitoquimico e os ensaios
inseticidas e fungicidas dos extratos organicos da espécie Astronium graveolens
(Anacardiaceae) pertencente a Ordem Sapindales. Dentre os testes frente a formiga
cortadeira (Atta sexdens rubropilosa) e o seu fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus, as fragdes acetato de etila dos extratos etandlicos das raizes, caule
e galhos se destacaram. Paralelamente foi avaliada a acao destas fracbes frente a
Spodoptera frugiperda, entretanto, as fragdes nao apresentaram atividades
promissoras. O estudo fitoquimico da fracao acetato de etila resultou no isolamento
de 11 metabdlitos secundarios, divididos em: dois flavondides, 5,3’,4’-trihidroxi-7-
metoxiflavona e miricetina-3-O-a-L-raminosideo; trés compostos fendlicos, galato de
metila, acido 5-O-cafeoilquinico, 3-O-galoil-5-O-cafeoilquinico (inédito na literatura);
seis chalconas diméricas, (7”S,8’R)-(2,4,4’,5,tetrahidroxichalcona-(2->7”,8->8)-
2”,4”,4”-trihidroxi-7”,8”-dihidrochalcona; (7R,8S,7’S,8’R)-2’, 4,4, 5,7-pentahidroxi-
7,8-dihidrochalcona-(2->7”7,8->8")-2",4”,4”-trihidroxi-7”,8"-dihidrochalcona;
(7S,8R,77S,8"S)-2’,4,4’ 5,7-pentahidroxi-7,8-dihidrochalcona-(2-> 77,8 >8")-2”,4",4”-
trihidroxi-7”,8”-dihidrochalcona; rel-(7R,8S,7"R,8"S)-tetrahidro-7,7”-bis(4-hidroxifenil)-
8,8”-(furandiil)-bis-(2,4-dihidroxifenil); 4,5,4’dihidroxi-7,2’-oxo-chalcona-
(2>77,82>8")-2",47,4” 2 4-trihidroxichalcona; 4,4’dihidroxi-7,2’-oxo-chalcona-
(2>77,8>8")-2",4”,2"" 4 -tetrahidroxichalcona. As chalconas diméricas sdo inéditas

no género e, exceto a primeira, na literatura.
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Abstract

ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY OF Astronium graveolens AND ACTION OF THEIRS
CONSTITUENTS ON LEAF CUTTING ANTS NEST of Atta sexdens rubropilosa -
Brazil has a rich fauna and flora, for these reasons it is called as mega-diverse
country. This diversity enables the isolation and identification of substances that
become promising in several areas and an example is the insecticidal activity of
various substances in agriculture. This study presents the identification of volatiles
from leaves, the phytochemical study and insecticidal and fungicidal test of fractions
of organic extracts of Astronium graveolens (Anacardiaceae) that belong to the Order
Sapindales. Among the fractions tested against leaf-cutting ants (Atta sexdens
rubropilosa) and their symbiotic fungus, Leucoagaricus gongylophorus, ethyl acetate
fractions of ethanolic extracts of roots, stems and branches showed good activities. In
parallel was evaluated the action of those fractions against Spodoptera frugiperda,
however, those fractions did not showed promising activities. Phytochemical study of
ethyl acetate fractions resulted in the isolation of 11 secondary metabolites, two
flavonoids: 5,3',4'-trihydroxy-7-methoxyflavone and myricetin-3-O-a-L-rhaminosideo,
three phenolic compounds: epigallocatechin methyl ester, 5-O-caffeoylquinic acid, 3-
O-galoil-5-cafeoilchinic acid (inedited); six dimeric chalcones, (7S,8"R)-(2',4,4',5,
tetrahydroxychalcone-(2->7",8>8")-2"",4",4"-trihydroxy-7",8"-dihydrochalcone;
(7R,8S,7"S,8"R)-2',4,4' 5,7-pentahydroxy-7,8-dihydrochalcone-(2->7",8>8")-

2".4" 4"-trihydroxy-7",8"dihydrochalcone; (7S,8R,7”S,8”S)-2',4,4',5,7-pentahydroxy-
7,8-dihydrochalcone-(2->7",8->8")-2"',4",4"-trihydroxy-7",8"-dihydrochalcone; rel-
(7S,8S,7"S,8S)-tetrahydro-7,7"-bis-(4-hydroxyphenyl)-7,7" (furandil)-8,8,2.4"-
dihydroxiphenyl;4,5,4’dihydroxy-7,2’-oxo-chalcone-(2>77,8>8")-2",4”,4” 2" 4”-
trinydroxychalcone; 4,4°dihydroxy-7,2’-oxo-chalcone-(2>7”,8>8")-27,4”,2"",4”-
tetrahydroxychalcone . The dimeric chalcones are new to the genera and, except first

one, in the literature.
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1. Introducao

O Brasil possui uma rica biodiversidade, pois possui entre 15 e 20% do
namero total de espécies do planeta, com mais de 55 mil espécies descritas (22%
do total mundial) (Ministério do Meio Ambiente, 2010).

Esta biodiversidade acaba se tornando insumo de diversas atividades,
inclusive da pesquisa académica que visa a busca por novas substancias com o
intuito de descobrir acdes biolégicas que tragam beneficios tanto para o homem
como para o meio ambiente. Um exemplo é a procura de novos compostos que
possuam acao inseticida (BIGI et al., 2004; VIANNA & COSTA, 1998).

Esta busca é motivada pela acao téxica, tanto ao homem quanto ao ambiente
(VEIGA JR, 2003), de diversos pesticidas utilizados atualmente. Tais produtos sdo
utilizados muitas vezes sem auxilio técnico, expondo o homem a doengas por
exposi¢cdo ocupacional (ARAUJO et al., 2001), como no caso dos pesticidas
organofosforados que causam diversos males ap6s uma longa exposicao: dores de
cabeca, tremores, nduseas, caimbras abdominais, suores, sonoléncia, entre outros.
Além disso, a acdo de inseticidas leva a sérios problemas ambientais, como a
permanéncia por um longo tempo no solo e o aumento da resisténcia nas
populacdes da praga (ANDRADE & SARNO, 1990).

Neste contexto, os produtos naturais sdo de grande interesse, pois
apresentam uma degradacao mais rapida do que os produtos sintéticos, diminuindo
consequentemente a quantidade de residuos no meio ambiente (VIEIRA, et al.,
2001).

Assim, diversas espécies e familias de plantas estao sendo estudadas, dentre
as quais se podem destacar: a) Trichilia pallens, pertencente a familia Meliceae que
apresentou atividade contra a traca do tomateiro (DA CUNHA et al., 2006); b) os
limondides, constituintes das familias da ordem Rutales, apresentam acgao
antifingica (CHAMPAGNE et al., 1992); c) o 6leo essencial de Ageratum conyzoides
que apresenta atividade sobre a Spodoptera frugiperda (LIMA et al., 2010), entre

outros exemplos.
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1.1 Sapindales

MUELLNER et al. (2003) restringem a ordem Sapindales as familias
Meliaceae, Rutaceae, Simaroubaceae e Sapindaceae de acordo com os dados
filogenéticos moleculares baseados em seqiiéncias de DNA nuclear e plastideo.

Entretanto, CRONQUIST (1981, 1988) propbde que a ordem Sapindales é
composta pelas familias Staphyleaceaee, Melianthaceae, Bretschneideraceae,
Akaniaceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae, Aceraceae, Burseraceae,
Anacardiaceae, Julianiaceae, Simaroubaceae, Cneoraceae, Meliaceae, Rutaceae e
Zygophyllaceae. Nestas duas classificagcdes, a maioria das espécies estudadas pelo
grupo de produtos naturais da UFSCar sdo de Simaroubaceae, Meliaceae e

Rutaceae.

1.1.1 A Familia Anacardiaceae e o Género Astronium

A familia Anacardiaceae estéa incluida na ordem Sapindales e é composta de
aproximadamente 76 géneros e 600 espécies.

Dentre os representantes desta familia, esta incluido o género Astronium
(Jacquin, 1760), nome caracteristico dos frutos que apresentam calice persistente e
acrescente que resultam num aspecto estrelado (SANTIN, 1991; CORREIA et al.,
2006; CARMELLO-GUERREIRO & PAOLI, 2000).

Devido as diferencas entre tamanho e forma das sépalas nas flores e frutos, o
género foi dividido em 2 subgéneros: Macrocalix com 1 espécie (A. concinnum) e
Astronium com 7 espécies (A. graveolens, A. fraxinifolium, A. ulei, A. lecointei, A.
glaziovii, A. obliquum e A. nelson-rosae), estes estdo distribuidos desde o México,
incluindo paises da América Central e da América do Sul, indo até o Paraguai e o
norte da Argentina, ou seja, sua distribuicio € neotropical (CARMELLO-
GUERREIRO & PAOLI, 2000; SANTIN, 1991).

Algumas de suas espécies tém estudos relevantes na literatura académica,
entre elas:

Astronium fraxinifolium Schott, com os seguintes constituintes identificados:
taninos  pirogalicos, esterbides, triterpenos, saponinas e flavondides
(leucoantocianidinas), sendo que o extrato desta espécie mostrou atividade contra
as larvas de Aedes aegypti (COSTA et al., 2007).
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Astronium urundeuva é utilizado na medicinal popular devido a suas acdes
antiulcerogénicas e efeitos sobre o trato gastrintestinal, no entanto, os constituintes
responsaveis por estas acdes ainda nao foram identificados (DESMARCHELIER et
al., 1999). Esta espécie foi restabelecida no género Myracrodruon urundeuva ap6s
estudos envolvendo o tipo de fruto e placenta (SANTIN & LEITAO-FILHO, 1991),
sendo reforcada através das diferencas de embrides por CARMELLO-GUERREIRO
& PAOLI (2000);

Astronium balanseae apresentou atividade contra o microrganismo Klebsiella
penumoniae (SALVAT et al., 2004).

Astronium graveolens (Figura 1.1), conhecido popularmente como guarita,
gibatdo, gongalo alves, aroeirdo, entre outros, sera objeto de estudo nesta
dissertacdo. No Brasil esta espécie é encontrada no sul da Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul na floresta latifoliada
semidecidua da bacia do Parana (LORENZI, 2002).

Figura 1.1 - Astronium graveolens.
(LORENZI, 2002)

Sua importancia econémica é representada pelo uso da madeira nobre,
sendo apropriado na construcao civil e paisagismo (LORENZI, 2002).

Um dos estudos envolvendo esta espécie foi realizado por SILVA et al. (2009)
que identificaram nas folhas e caule de Astronium graveolens uma mistura de

polifendis, derivados de acido galico, flavondides e acido quinico (Figura 1.2).



Introducao

O coom HO__"I COOH
I @\ é\ I
W OH
HO. N o R ' oH HO " - O)k/
OH OH
HO OH
Acido5-O-cafeoilquinico Acido 3-O-cafeoilquinico
HO  cooH
0 OH o
Ho HOOC\G o
o’ Y o X e o)
H HO”
OH '-_-.
HO ‘OH OH
OH OH
Acido 5-O-galoilquinico Acido 4-O-galoilquinico

Figura 1.2 - Substancias isoladas do caule de A. graveolens.

Além disso, CHEN et al. (1984) e FILHO et al. (2002) demonstraram que
substancias volateis provenientes de A. graveolens, como o trans-beta-ocimeno [(E)-
3,7-Dimetil-1,3,6-octatrieno], sdo repelentes para Atta laevigata.

Esta informag&o juntamente com o pouco conhecimento sobre a espécie
impulsionou o trabalho que visou a busca de produtos naturais no controle de

formigas, além da contribuicdo para a quimiossistematica da familia Anacardiaceae.

1.1.2 Aita sexdens rubropilosa

As formigas estdo presentes nas regides neotropicais, América do Norte,
Norte do México, Europa, Africa, Asia, entre outros lugares. Elas compreendem 11
subfamilias, constituindo 297 géneros e aproximadamente 8.800 espécies
(HOLLDOBLER & WILSON, 1990). Estima-se que as formigas representam de 10 a
15% de toda a biomassa animal (RICO-GRAY & OLIVEIRA, 2007).

A tribo Attini, sub-familia Myrmicinae, € composta por 12 géneros e
aproximadamente 210 espécies. Entre os géneros se encontram Atta (Figura 1.3) e
Acromyrmex, conhecidas respectivamente como sauvas e quenquéns (CURRIE et
al., 1999a; FOWLER & STILES, 1980; ALMADO, 2007, CURRIE, 2001). Elas
ocorrem somente na América, sendo sua dispersao do sul dos Estados Unidos até a
Argentina. No Brasil existem mais de 1000 espécies, sendo conhecidas mais de 40
espécies, somando estes dois géneros (JACCOUD, 2000).
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A Atta sexdens rubropilosa é encontrada em Minas Gerais (Sul e Centro),
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sul do Mato Grosso, Sul de Goias e Norte e Oeste do
Parana (DELLA LUCIA, 1993; JACCOUD, 2000).

Figura 1.3 - Atta sexdens rubropilosa.

(Fonte:http://www.cbip.ufscar.br/index.html.Acessado em 19/07/2010.)

As formigas sdo consideradas insetos eusociais, ou seja, as geracdes se
superpdem no mesmo ninho, ocorre o cuidado com a prole e também ha divisdo das
tarefas entre as operéarias. Estas acées tornam os sauveiros bem desenvolvidos,
sendo denominado por isso como superorganismos (HOLLDOBLER & WILSON,
1990). Estes apresentam acima dos ninhos, montes de terras granuladas resultantes
das escavacbes que geram diversas galerias que interligam as camaras, também
denominados panelas, responsaveis por acomodar a rainha, o jardim de fungos e
até mesmo lixo (JACCOUD, 2000).

As tarefas realizadas no ninho sdo determinadas pelo tamanho de cada
individuo, sendo este um dos fatores determinantes para a divisdo de castas
(AUTORI, 1950).

As formigas menores sao conhecidas como operarias jardineiras, sua funcéao
€ alimentar os ovos, larvas e pupas que estao localizadas no jardim de fungos. As
médias sdo denominadas operarias cortadeiras e entre as suas atividades estao:
escavacao do ninho, corte, transporte e cuidados iniciais dos vegetais, sendo este
processo denominado forrageamento (MARICONI, 1976; JACCOUD, 2000). As
maiores sao as soldadas, estas sdo mais fortes e responsaveis por cuidar
principalmente da defesa do formigueiro. As operarias tém uma expectativa de vida
de 6 meses (JACCOUD, 2000).
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A rainha é a unica fémea reprodutiva desde a fundacao do formigueiro até
sua morte. Pode viver por mais de 20 anos, de modo que a sua morte determina a
extingao do ninho (JACCOUD, 2000).

Para garantir a protecao do formigueiro contra bactérias e fungos, alguns
mecanismos sdo adotados, Lacerda (2008) observou em relacdo a camara de lixo
que as contaminagbes sdo evitadas através do processo de limpeza (“grooming”),
inspecao e imobilizagdo, possibilitando a operaria lixeira transitar pela col6nia. Além
disso, as operarias que trabalham na parte externa, ou seja, transportadoras de lixo
e forrageadoras apresentam uma glandula metapleural (responséavel pela producéo
de antibidticos) mais desenvolvida, diminuindo a probabilidade de trazer
contaminagdes ao formigueiro.

Porém, os compostos desta glandula ndo sao eficientes contra Escovopsis,
um parasita virulento encontrado no jardim de fungos (BOT et al., 2002). Estudos
sugerem que 0s nutrientes necessarios para a permanéncia deste no ninho sdo
obtidos através do micélio (Leucoagaricus gongylophorus). No ato de protecdo do
formigueiro contra este microorganismo, ocorre uma redug¢ao da massa de jardim de
fungos, ou seja, partes afetadas pelo parasita sdo removidas pelas operarias. O nao
controle deste parasita pode ocasionar a devastacao da colénia (CURRIE et al.,
1999D).

Assim, o controle ocorre através de um mutualista que atua inibindo através
de antibiéticos o crescimento do fungo Escovopsis, que trata-se de uma bactéria
filamentosa pertencente ao género Streptomyces que habita apenas o corpo das
formigas da tribo Attini (CURRIE et al., 1999a).

Outra caracteristica comum as espécies desta tribo é a associagdo que
ocorre ha 45-65 milhdes de anos entre o fungo basidiomiceto, Leucoagaricus
gongylophorus (jardim de fungos) e a formiga Atta sexdens rubropilosa (MUELLER
et al., 2001).

Antes da incorporacdo do fungo ao jardim, os fragmentos das folhas sao
limpos e raspados, quando cortados apresentam a seiva da folha e a saliva das
formigas. Nestes fragmentos sdo depositadas gotas de fezes liquidas. O fragmento
de folha entédo € inserido na matriz do jardim de fungo e varios tufos de micélio séo
plantados nele (MARTIN, 1970).

As folhas sdo fundamentais, pois apresentam armazenamento de amido

(polimeros de glicose) que representam cerca de 5 a 8% do peso seco da folha

8



Introducao

(BERNAYS & CHAPMAN, 1994). Estes nutrientes sao utilizados pelas formigas apés
serem assimilados pelo fungo simbionte (DE SIQUEIRA et al.,1998), sendo capaz de
fornecer até 9% da energia necessaria para as operarias (BASS & CHERRETT,
1995).

RICHARD et al. (2005) observou que tanto o género Afta como Acromyrmex
apresentam atividades enzimaticas complementares, enquanto as formigas
degradam substratos de baixo peso molecular (oligossacarideos e heterosideos), o
fungo degrada polissacarideos devido a alta atividade da enzima polissacaridase,
sendo esta atividade regulada através da concentracao de glicose existente no ninho
(SILVA et al., 2006).

Assim, as operarias cortadeiras levam vegetais frescos, principalmente as
folhas, que sdo utilizados para a alimentacdo das formigas e desenvolvimento do
fungo, sendo este fonte de alimentagdo para as larvas (SILVA et al., 2003 apud
SILVA et al.,, 2006; MARTIN, 1970). SILVA et al. (2003) sugerem que 0 ato de
“lamber” o jardim de fungos, seria uma forma de ingerir os produtos hidrolisados das
folhas.

O material vegetal nao utilizado pelas formigas cortadeiras favorece o
desenvolvimento das cadeias alimentares e mudancas nas caracteristicas do solo
(ABRIL & BUCHER, 2003).

ABRIL & BUCHER (2003) observaram que as formigas cortadeiras sao
consideradas pragas agricolas devido ao grande volume de material vegetal para
sustentar o ninho, este constituido por um fungo basidiomiceto tipico biotréfico. As
principais espécies herbivoras sdo dos géneros Acromyrmex e Atta, tornando-as
responsaveis pelos prejuizos & agricultura e as areas reflorestadas (GUSMAO &
LOECK, 1999; HOLLDOBLER & WILSON, 1990; AMANTE, 1967; CURRIE, 2001).

Atta sexdens rubropilosa destaca-se como uma das principais pragas nas
florestas de Pinus e Eucalyptus (BOARETTO & FORTI, 1997; ZANUNCIO, 1993,
apud BIGI et al., 2004). Quando o formigueiro nao é controlado, as acbes por parte
das formigas cortadeiras podem levar a perda de até 30% do plantio em um periodo
de um ano das arvores do género Eucalyptus (ALMADO, 2007).

OLIVEIRA et al. (2004) observou que ha reducao dos cortes quando a planta
de eucalipto ja sofreu ataque de outro herbivoro, indicando que compostos
secundarios poderiam estar atuando nesta agao.
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FILHO et al. (2002), em estudos de atratividade, evidenciaram que dentre as
plantas estudadas, as mais atrativas aos ataques por formigas foram as Gmelina
arborea e Caesalpinia ferrea.

O método mais utilizado para controle das formigas cortadeiras é o uso de
iscas que consistem na adicdo da substancia toéxica, principalmente, ao 6leo de soja
(veiculo) juntamente com um atrativo, citricos desidratados, denominadas iscas
granuladas, seguido pelo método de termonebulizacdo (BOARRETO & FORTI,
1997; DELLA LUCIA, 1997; PETERNELLI et al., 2008).

Atualmente os principais inseticidas utilizados no controle de formigas no
Brasil sao fipronil, deltametrina e sulfluramida, porém, estes compostos permanecem
por muito tempo no ambiente e poluem o solo e as fontes de agua (BOARETTO &
FORTI, 1997, EMBRAPA, 2003).

Assim, a busca de novos inseticidas é cada vez maior, bem como de produtos
que diminuam sua acao sobre o meio ambiente e que sejam mais seletivos em
relacdo aos alvos. Neste contexto, algumas caracteristicas de interesse foram
observadas em componentes presentes em diversas plantas, que atuam no fungo
e/ou na formiga. FERNANDES et al. (2002) demonstraram que o 6leo extraido da
semente de tangerina podera ser utilizado como substancia de acdo inseticida sobre
as formigas cortadeiras. ALMEIDA et al. (2007) mostraram que compostos isolados
da H. puberulla (Rutaceae) foram eficientes contra a formiga cortadeira e o fungo
Leucoagaricus gongylophorus. GODOY et al. (2005) demonstraram a atividade de
cumarinas, entre elas a xantiletina contra o fungo simbionte.

SANTOS-OLIVEIRA et al. (2006) observaram que extratos obtidos da
semente do Nim apresentaram-se toxicos, via ingestao, as operarias de A. sexdens
rubropilosa, embora DE SOUZA et al. (2009) observaram o ataque destas formigas

a uma cultura de Nim (Azadirachta indica).
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1.1.3 Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), pertencente a ordem Lepidoptera,
familia Noctuidae, é conhecida como lagarta do cartucho do milho (Figura 1.4) e
causa perdas em todos os estagios do desenvolvimento da planta (WILLIAMS &
DAVIS, 1990; CRUZ & OLIVEIRA, 1997; CRUZ et al., 2002). Esta praga também
se manifesta na cultura do algoddao (BARROS et al., 2005) e do arroz (GIOLO et
al., 2002)

Figura 1.4 - Spodoptera frugiperda.
(Fonte:http://www.cbip.ufscar.br/index.html. Acessado em 10/07/2010.)

No Brasil cerca de 250 milhdes de délares sdo utilizados anualmente para a
extincdo de pragas do cultivo de milho. Estima-se que a lagarta do cartucho seja
responsavel por 25% das pragas que ocorrem na plantacdo do milho, levando a
perda de até 38% da producao (WAQUIL & VILELLA, 2003).

Entre os danos causados pela lagarta se encontram a transparéncia das
folhas, o retardamento do crescimento, a ndo formacao de graos e até mesmo a
morte da planta. Estes danos ocorrem quando os ovos depositados por mariposas
eclodem e entram no periodo larval, que dura cerca de 20 dias. Nesta fase as larvas
atuam raspando as folhas até que essas se tornem transparentes (Figura 1.5).
Posteriormente a lagarta se aloja no cartucho do vegetal, por onde atua até préximo
ao estagio da pupa, neste estagio, as larvas afetam o crescimento da planta ou até
mesmo causam sua morte. A lagarta entdo desenvolvida penetra no solo, fase pré
pupal (duracdo de 1 dia), a fase pupal é atingida e dura cerca de 11 dias (CRUZ et
al., 2002; CRUZ, 2008).
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Figura 1.5 - Planta do milho ap6s ataque de Spodoptera frugiperda.
(http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/milho_5_ed/prvegetativa.htm.
Acessado dia 19/07/2010.)

O crescimento populacional da lagarta depende de diversos fatores, entre
eles estd a adaptacao da lagarta aos diferentes hospedeiros. BUSATO et al. (2004)
observaram a preferéncia das lagartas pelo milho do que a capim arroz, arroz
irrigado e sorgo. GIOLO et al. (2002) observaram que as populacoes de S.
frugiperda apresentavam duracdo do ciclo total e peso de pupas superior as
populacdes coletadas sobre o hospedeiro arroz. As populacées de S. frugiperda
coletadas sobre o hospedeiro arroz apresentam viabilidade do ciclo total superior as
populacdes coletadas sobre o hospedeiro milho.

Outro interferente no desenvolvimento da larva € o local: em regides tropicais
ocorre a sobreposicdo de geragdes devido a temperatura nao interferir no
desenvolvimento da lagarta. Outros fatores também sao levados em consideracao
como a agao dos outros agentes de controle, como 0s inimigos naturais ou o
controle artificial feito pelo homem (WAQUIL & VILELLA, 2003).

Entre os controles biol6gicos a serem utilizados estdo os parasitéides de ovos
do género Trichogramma e pelo entomopatégeno Baculovirus spodoptera
(REUNIAO, 2005; MARTINAZZO et al., 2007). Porém o uso de controle quimico é
um dos principais meios de se exterminar a praga. Orienta-se que este tipo de
controle se inicie quando 20% das folhas apresentem os sinais de raspagem
(REUNIAO, 2005). Entre os inseticidas que se apresentaram eficientes estdo
teflubenzuron e spinosad, que se mostraram eficazes na fase inicial de

desenvolvimento da cultura, reduzindo os danos desta (MARTINS et al., 2006).
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Outra alternativa é a utilizacdo de hibridos do milho, como é o caso do milho
Bt, que contem a expressdo do gene Bt, este oriundo do género Bacillus, que
produzem cristais denominados &-endotoxinas, que interagem no trato digestivo,
levando a perda de fome e a morte do inseto por septicemia (LOGUERCIO et al.,
2002).

Porém, este método envolve questdes econémicas e de biosseguranca, deste
modo, a procura de novos inseticidas de origem vegetal tem sido cada vez maior,
visto a busca por produtos que sejam menos téxicos para o homem como também
para o meio ambiente (TORRECILLAS & VENDRAMIM, 2001; VIANA & PRATES,
2003). VIANA & PRATES (2003) observaram que os extratos das folhas de
Azadirachta quando presentes nas folhas consumidas pelas lagartas acabavam
interferindo no desenvolvimento e na mortalidade das lagartas. VIANA & PRATES
(2003) também evidenciaram a acao inseticida das folhas de Azadirachta.

Outros extratos também apresentaram resultados promissores no controle de
S. frugiperda, entre eles estdo os extratos hexanico e metandlico de folhas e o
hexanico de ramos de Trichilia claussenii (Meliaceae) (MATOS et al., 2006), os
extratos pertencentes as familias Lauraceae (Ocotea minarum e Nectandra
megapotamica), Malphigiaceae (Mascagnia pubiflora), Combretaceae (Terminalia
argentea), Bignoniaceae (Tabebuia aurea) (RODRIGUES et al., 2008) e Piperaceae
(Piper tuberculatum) (CASTRO et al., 2008). Alguns Oleos essenciais também
apresentaram atividade, entre eles se encontra o de Ageratum conyzoides L.
(Asteraceae) (LIMA et al., 2010). Estas pesquisas incentivam a busca de produtos
que diminuam os problemas causados por controles quimicos, como o desequilibrio
ecoldgico e a poluicdo (POLANCZYK et al., 2000).

1.1.4 Microextracao em fase solida

A técnica de microextracao em fase solida (SPME) tem como funcéo analisar
volateis em determinadas amostras e sua aplicacao tem se mostrado eficiente em
diversas areas, entre elas estdo a ambiental (SILVA et al., 1999; BARRINUEVO &
LANGCAS, 2001; PARREIRA & CARDEAL, 2005), alimenticia (OLIVEIRA et al., 2007;
FONSECA et al., 2008), analises clinicas (PAIVA et al., 2007), entre outras.

Esta técnica associada a espectrometria de massas tem sido cada vez mais
utilizada, pois se mostrou rapida, pratica e eficiente para amostras com baixas

13



Introducao

concentracdes devido a sua sensibilidade (BARRINUEVO et al., 2001; GALLARDO
et al., 2009). Além disso, a auséncia de solvente se torna uma vantagem, uma vez
gue os picos das amostras ndo sao encobertas por este (VIEIRA et al., 2001).

A SPME possibilita a extragao por 3 maneiras:

-Imersao direta: a fibra € exposta diretamente na amostra (KOMATSU & VAZ,
2004, COSTA & SANT’ANA, 2008).

-Membrana: em que uma membrana encobre a fibra, para protecdo desta
(GALLARDO et al., 2009).

-“‘Headspace’: que consiste em expor a fibra revestida por uma fase estacionaria
de substancia adsorvente a uma fragcdo de vapor em um sistema fechado, como
demonstrado na Figura 1.6. Esta técnica se baseia em termodinamicas e de
transferéncia de massa (COSTA & SANT'ANA, 2008; GALLARDO et al., 2009).

O revestimento da fibra é determinado de acordo com as caracteristicas do
analito. Encontram-se no mercado as de polidimetilsiloxano (PDMS) (HO et al.,
2006), polidimetilsiloxano/carboxen (PDMS/CAR) (LESTREMAU et al, 2001),
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) (VALLEJO-CORDOBA et al., 2004),

entre outras.

<— Embolo

Parafuso para
retengao do

émbolo
Guia de
suporte e
ajuste da
/ agulha
Tampa o
de PVC guina
com /
septo —>» Headspace
/
Frasco —>» __ Fibra

microreagio

— Amostra

Figura 1.6 - Extracédo por headspace com utilizacao de fibra.
Fonte: (http://amarillo.tamu.edu/programs/plantpath/karnal_bunt/index.html)
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2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

-Estudo fitoquimico da raiz, caule e galhos da espécie Astronium graveolens;

-Avaliar a atividade dos constituintes quimicos da planta Astronium
graveolens sobre a formiga cortadeira (Atta sexdens rubropilosa) e seu fungo
simbionte (Leucoagaricus gongylophorus);

-Determinar a acdo dos constituintes quimicos isolados sobre a lagarta do
cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda);

-Determinar componentes volateis das folhas da A. graveolens.
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3 - Procedimento Experimental
3.1 - Materiais

3.1.1 - Fracionamento por cromatografia em coluna (CC), utilizando
as seguintes fases
3.1.1.1 - Cromatografia por adsorcao

-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como fase
estacionaria: fase reversa coluna Gemini C-18 (fase de silica modificada com
ocatecilsilano), analitica (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e preparativa (10 um; 31,0 x 1,0
cm) e Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil, analitica (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e

preparativa (10 um; 30,0 x 0,8 cm).

3.1.1.2 - Cromatografia por filtracao em gel (exclusao) e adsorcao
-Sephadex LH-20, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB.

3.1.2 - Solventes

-BRENNTAG e outros destilados na sala de destilacdo do Departamento de
Quimica da UFSCar para obtencao de extratos e fracionamento dos mesmos;

-Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, AC
ORGANICS, CIL CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, Inc. para obte
de espectros de RMN;

-Solventes grau HPLC, TEDIA e J.T.BECKER.

3.1.3 - Placas Cromatograficas

-Cromatoplaca de silica gel 60 HF 254 em aluminio (CCDA), MERCK;
3.1.4 - Substancias Comerciais

- Galato de Metila, Sigma-Aldrich.

3.1.5 - Reveladores

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

-Solucéo de Vanilina.
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3.1.6 - Fibras (Fase estacionaria)
-Carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS), 75 um, SUPELCO;
-Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB), 65 um, SUPELCO.

3.2 - Equipamentos utilizados

3.2.1 - Espectrometros de Ressonéancia Magnética Nuclear

As técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '*C, COSY,
HMBC, HSQC, NOESY foram realizadas via os seguintes aparelhos:

-BRUKER modelo DRX 400 (9,4 Tesla);

-BRUKER modelo ARX 200 (4,7 Tesla);

-AVANCE 111 400 NANO (9,4 Tesla).

-BRUKER Magneto Ultra Shield 600 com Crio Sonda Inversa (CTCI) e
Amostrador G1329A 5mm.

3.2.2 - Espectrofotometro no Ultravioleta (UV)

- E-Intralab, UV-Vis, DMS 100.

3.2.3 - Estufa de secagem e esterilizacao

- FANEM -315 SE

3.2.4 - Balanca analitica

-Sartorius modelo BP210S.

3.2.5 - Rotaevaporadores

-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 490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
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3.2.6 - Cromatégrafo por CLAE

-SHIMADZU SCL-10AV (condi¢cdes analiticas e preparativas com valvula
de recilclo) E “loop” de 200 pL;

-SHIMADZU SCL-6AV (condigbes analiticas e preparativas com valvula de
recilclo) E “loop” de 200 pL.

3.2.7 - Detectores

-UV-Vis Shimadzu SPD-10AV;
-UV-Vis Shimadzu SPD-6AV.

3.2.8 - Espectrometro de massas

-CG-EM Shimadzu QP 5000-ionizacao por impacto eletrénico- DQ/UFSCar.

-Sistema LC/MS/MS, modelo API 2000, Applied Byosystems (AB Sciex),
munido de um triplo quadrupolo (QgQ). Fontes de ionizacao: ESI Turbo lon Spray,
APCI e software Analyst.

-MICROMASS Quattro LC (triplo quadrupolo) equipado com uma fonte
ESI/APCI “Z-spray” e gas de arraste argbnio, utilizado em LC acoplado ao
cromatografo liquido WATERS Alliance 2695-LaBioMMi- DQ/UFSCar.

3.2.9 — Espectrometro de Massas de Alta Resolucao

Bruker Daltonics, Billerica, EUA; modelo UlirOTOFq - ESI-TOF, modo de

deteccéo positivo e negativo.
3.2.10 - Espectrofotometro no Infravermelho (1V)

-BIOMEM (BM-Séries Aridzone), utilizando placas de sal (NaCl).
3.2.11 - Espectrofotometro no Infravermelho (UV)

-8453 UV/Visible Spectrophotometer, G1103A, Agilent Technologies.
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3.2.12 - Dicroismo circular (DC)
-JASCO, J-815 CD spectrometer.
3.2.13 - Polarimetro
- PERKIN ELMER modelo 241 — UFSCar.
3.3 - Coleta do material botanico

Astronium graveolens foi coletado em junho de 2009 no Viveiro Camara,
localizado na Estrada Municipal Agua Vermelha, sendo responsavel pela
identificacdo a Dra. Maria Inés Salgueiro Lima do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Sao Carlos.

3.4 - Metodologia de extracao

As partes (folhas, caule, peciolo e raiz) da planta de Astronium graveolens
coletadas recentemente foram colocadas em estufa de circulacdo de ar a 50°C,
durante 24 horas no caso das folhas e cerca de 2 semanas para raiz, galhos e caule.
Em seguida, pulverizadas em moinho, submetidas a extragdo com solvente etanol.
Ap6s repouso de trés dias, o solvente foi filtrado e os extratos concentrados em
rotaevaporadores. A torta restante permaneceu em repouso repetindo-se o
procedimento até a terceira extracdo. As massas de cada extrato etandlico obtido
das plantas estédo representadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Dados das massas dos extratos obtidos da planta A. graveolens e seus
respectivos codigos

Folhas Peciolo Raiz Caule
(FVET) (GFVET) (RVET) (CGVET)

Peso seco do 1274,33¢g 246,77 g 1853,5¢9 2764,6 g
oérgao
Extrato 122,69 g 13,28 ¢ 89,94 g 66,81 g
Etandlico

Amostras dos extratos etandlicos foram enviadas para o Laboratério de

Bioensaios do Departamento de Quimica de Sao Carlos, para os ensaios com o
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fungo Leucoagaricus gongylophorus e a lagarta do cartucho-do-milho, e para o
Centro de Estudos de Insetos Sociais- UNESP- Rio Claro para os ensaios com a

formiga cortadeira.

3.5 - Fracionamento dos extratos etandlico da raiz da planta A.

graveolens
Cerca de 75 g do extrato etandlico da raiz da planta Astronium graveolens

foram submetidos a particao liquido-liquido resultando nas fracées descritas na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Dados das massas das fracoes obtidos da raiz da planta A. graveolens
e seus respectivos codigos

Cadigo Raiz

Fracao Hexanica RVH 7,189
Fracao Diclorometéanica RVD 4,649
Fracao Acetato de Etila RVACT 40,729
Fracao Hidroalcodlica RVAQ 15,41¢g

Apéds a obtencdo das fragdes foram realizados os ensaios de toxicidade por
ingestdo com as operarias de A. sexdens rubropilosa no Centro de Estudos de
Insetos Sociais- UNESP- Rio Claro, ensaios biol6égicos com o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus e com as lagartas do cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda) no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica de Sao
Carlos.

3.5.1 - Estudo fitoquimico do extrato acetato de etila da raiz da
planta A. graveolens (RVACT)

A fracao acetato de etila da raiz de Astronium graveolens (RVACT) (1g) foi
fracionada utilizando cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20, proporcionando a

obtencdo de 72 subfracbes nas quais foram reunidas através da CCDA
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(Fluxograma 3.1). A fragdo foi previamente filtrada em algodao, antes da aplicacao
na coluna, para eliminar residuos e impurezas que poderiam danificar a fase

estacionaria Sephadex LH-20.

Fluxograma 3.1 - Fracionamento da fracdo acetato de etila da raiz da planta A.
graveolens

FRACAO
ACETATO DE ETILA
1g
‘ Cl,E1
R1AC1-6 R1AC7-8 R1AC9-12 R1AC13-17
45,9 mg 62,3 mg 129,7 mg 142,7 mqg
R1AC18-28 R1AC29-34 R1AC35-39 R1AC40-51
17,7 mg 33,6 mg 102,8 mg 174,6 mg
R1AC52-57 R1AC58-69 R1AC70-71 R1AC72
74,9 mg 19,8 mg 5,6 mg 77,5 mg

C1 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=84 cm e ¢= 3 cm); E1 100% MeOH

Devido a uma boa separacao mais 3 g da fracdo acetato de etila foram
submetidas ao fracionamento na Sephadex LH-20, como mostrado nos

fluxogramas a seguir (Fluxogramas 3.2, 3.3 e 3.4).
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Fluxograma 3.2 - Fracionamento da fracdo acetato de etila da raiz da planta A.
graveolens

FRAQAO
ACETATO DE ETILA
19
C2,E2
| \ | | | |
R2AC1 R2AC2-5 R2AC6 R2AC7-8 R2AC9-14 R2AC15-16
20,6 mg 37,8 mg 42,9 mg 45,3 mg 17.2ma 33,6 mg
R2AC17-22 R2AC23-25 R2AC26 R2AC27 R2AC28-32
25,9 mg 64,9 mg 59,3 mg 79,6 mg 59,7 mg
R2AC33-37 R2AC38-42 R2AC43-52 R2AC53-55
10,8 mg 13,9 mg 26,8 mg 4,3 mg
| |
R2AC56 R2AC57
65,3 mg 47,8 mg

C2 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=84 cm e ¢= 3,0 cm); E2 100% MeOH
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Fluxograma 3.3 - Fracionamento da fracdo acetato de etila da raiz da planta A.

graveolens
FRACAO
ACETATO DE ETILA
19
C3, E3
R3AC1-2 R3AC3-4 R3AC5-6 R3AC7 R3ACS8 R3AC9-11
73,4 mg 63,8 mg 56,3 mg 65,9 mg 74,4 mg 63,9 mg
R3AC12-14 R3AC15-17 R3AC18 R3AC19-27 R3AC28-30
15,2 mg 42,1 mg 35,9 mg 17,6 mg 14,6 mg
R3AC31-39 R3AC40-41 R3AC42 R3AC43
28,4 mg 42,8 mg 5,9 mg 38,9 mg

C3 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=84 cm e ¢= 3,0 cm); E3 100% MeOH
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Fluxograma 3.4 - Fracionamento da fracdo acetato de etila da raiz da planta A.
graveolens

FRACAO

ACETATO DE ETILA

19

C4, E4

R4AC1-3
60,2 mg

R4AC4

32,3 mg

54,9 mg

R4AC5-7

R4ACS8
28,0 mg

R4AC9-11
18,9 mg

R4AC13-16
16,4 mg

R4AC17
37,8 mg

R4AC18-19
58.3 ma

R4AC20-21
27,6 mg

R4AC22-24
35,6 mg

R4AC25-27
55,9 mg

74,5 mg

R4AC28-32

R4AC33
17,9 mg

R4AC34
9,6 mg

R4AC35-38
29,2 mg

R4AC39-40
43,5 mg

R4AC41-45

15,3 mg

R4AC46
4,5 mg

R4AC47
45,6 mg

R4AC48
26.4 mg

C4 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20

(h=84 cm e ¢=3,0cm); E4 100% MeOH
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3.5.1.1 - Reuniao das fracoes e refracionamento

As fracdes foram reunidas através de experimentos de RMN 'H, resultando

nas seguintes reuniées mostradas nos Fluxogramas 3.5-3.12 a seguir.

Fluxograma 3.5 - Reuni&o das fragdes contendo a substancia |

Ii1 AC18-28 R2AC17-22 R3AC12-14 R4AC13-16
17,7 mg 25,9 mg 15,2 mg 16,4 mg
\ 4
RACI
75,2 mg
C5, E5
RACI 1-6 RACI 7-8 RACI 9-12
15,2 mg 12,8 mg 28,2 mg
\ 4
Substanciall
28,2 mag

‘ C5 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=63 cm e ¢$=3,0cm); E5 100% MeOH ‘

Fluxograma 3.6 - Reuniao das fragdes contendo a substancia Il

R1AC70-71 R2AC53-55 R3AC42 R4AC46
5,6 mg 4,3 mg 5,9 mg 4,5 mg

A 4

Substancia ll
20,3 mg
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A substancia Il apresentou coloracdo vermelha, assim foi utilizada uma
substancia comercial para os ensaios biolégicos, ja que o laboratério de Produtos

Naturais ja continha o produto.

Fluxograma 3.7 - Reunido das fragées contendo a substancia Il

R2AC9-14 R4AC9-11
17,2 mg 18,9 mg
v
RACII
34,4 mg
C6, E6
RACII-1 RACII-2 RACII-3 RACII-4
3,2mg 4,9 mg 4,2 mg 6,9 mg
RACII-5 RACII-6 RACII-7
7,7 mg 2,2mg 1,7 mg
v
Substancia lll
7,7 mg

‘ C6 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=69 cm e ¢=2,3cm); E6 100% MeOH

Fluxograma 3.8 - Fracao contendo a substancia IV

R2AC1
20.6 ma

A 4

Substancia v
20,6 mg
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Fluxograma 3.9 - Reuniao das fragdes contendo a substancia V

R2AC33-37 R3AC19-27
10,8 mg 14,6 mg

| |
v

RAC I
25,4 mg

C7.E7

A 4

Substancia V
25,4 mg

‘ C7 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=69 cm e ¢=2,3cm); E7 100% MeOH

Fluxograma 3.10 - Reuniao das fragdes contendo a substancia VI

R1AC38-42 R2AC40 R3AC28-30 R4AC34
15,8 mg 13,9 mg 17,6 mg 9,6 mg

v

RACIV
56,9 mg
C8, E8
RACIV-1 RACIV-2 RACIV-3
9,0 mg 20,7 mg 17,8 mg

A 4

Substancia VI
17,8 mg

C8 CLAE, Coluna C18 [(analitica/ 10 um; (10 pm; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa/ 10 um; 31,0 x 1,0
cm). Loop: 200 pL; E 8: Fase Reversa com Eluicdo Isocratica: MeOH: H,O: 1:1, Detector UV 254

nm, Vazao:0,8mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).
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Fluxograma 3.11 - Reuniao das fragdes contendo a substancia VIl

R1AC58-69 R2AC43-52 R3AC31-39 R4AC35-38
29,8 mg 36,8 mg 31,4 mg 39,2 mg
RACV
137,2 mg
C9, E9
RACV-1 RACV-2 RACV-3
20,5 mg 12,8 mg 19,1 mg
RACV-4 RACV-5
68,1 mg 11,5 mg
C10, E10
| |
RACV-4-1 RACV-4-2 RACV-4-3
17,1 mg 21,5 mg 14,7 mg
v
Substancia VIl
17,1 mg

C9 Cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20 (h=56 cm e ¢=2,0cm); E9 100% MeOH

C10 CLAE, Coluna C18 [(analitica/ 10 um; (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa/ 10 um; 31,0 x
1,0 cm). Loop: 200 uL; E10: Fase Reversa com Eluigao Isocratica: MeOH: H,O: 5,5:4,5, Detector
UV 254 nm, Vaz&o:0,8mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).
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Fluxograma 3.12 - Reuniao das fragdes contendo as substancias VI, IX, X.

R2AC28-32 R4AC28-32

59,7 mg 74,5 mg

| |

RACVI
134,2 mg
C11, E11
RACVI-1 RACVI-2 RACVI-3 RACVI-4 RACVI-5
14,8 mg 11,4 mg 32,3 mg 22,9 mg 25 mg
C12,E12
I |
RACVI3-1 RACVI3-2
13,7 mg 2,7 mg
v C13, E13
Substancia Vil
2,7 mg

Substéancia VI

3,3 mg < RACVI5-1
Substancia IX < RACVI5-2

2ma
Substancia X < RACVI5-3
2 mg

C11 CLAE, Coluna C18 [(analitica/ 10 um; (10 pm; 25,0 x 0,46 cm) e (preparativa/ 10 pm; 30,0 x
0,78 cm). Loop: 200 pL; E 11: Fase Reversa com Eluigao Isocratica: MeOH: H,O: 1:1, Detector UV

254 nm, Vaza0:0,8mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (preparativa).
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C12 CLAE, Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil [(analitica/ 10 pum; (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e
(preparativa/ 10 um; 30,0 x 0,8 cm). Loop: 200 pL; E 12: Fase Normal com Eluicdo Isocrética:
ACN: H,O: 0,63:1,37, Detector UV 254 nm, Vazdo:0,8mL/min (analitica) e 4,5 mL/min
(preparativa).

C13 CLAE, Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil [(analitica/ 10 pum; (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e
(preparativa/ 10 um; 30,0 x 0,8 cm). Loop: 200 pL; E 13: Fase Normal com Eluigao Isocratica:
ACN: H)O: 0,75:1,25, Detector UV 254 nm, Vazido:0,5mL/min (analitica) e 1,8 mL/min

(preparativa).

O cromatograma da fracdo RACVI-5 obtido por Clae consta na Figura 3.1.
Condigdes: Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil [(analitica/ 10 um; (10 um; 25,0 x
0,46 cm) e (preparativa/ 10 um; 30,0 x 0,8 cm). Loop: 200 uL; E 13: Fase Normal
com Eluicéo Isocratica: ACN: H>O: 0,75:1,25, Detector UV 254 nm, Vazao:0,5mL/min

(analitica) e 1,8 mL/min (preparativa).
m

o Subst.VI

Subst.IX
400 \ Subst. X

2004 \

o [

10 20 30 40 i

Figura 3.1 - Cromatograma da separacgao das substancias VI, IX e X por CLAE.

3.6 - Fracionamento dos extratos etandlico do caule da planta A.

graveolens

Cerca de 29 g do extrato etandlico do caule da planta A. graveolens foram
submetidas a particao liquido-liquido resultando nas fragdes descritas na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Dados das massas das fragdes obtidos do caule da planta A.
graveolens e seus respectivos cédigos

Caddigo Raiz

Fracao Hexanica CGVH 4179

Fracao Acetato de Etila CGVACT 9,739
Fracao Hidroalcoodlica CGVAQ 10,889

Apl6s a obtencao das fracbes foram realizados os ensaios de toxicidade por
ingestdo com as operarias de A. sexdens rubropilosa no Centro de Estudos de
Insetos Sociais- UNESP- Rio Claro, ensaios biol6égicos com o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus e com as lagartas do cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda) no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica de Séao

Carlos.

3.6.1 - Estudo fitoquimico do extrato acetato de etila da
caule/galhos da planta A. graveolens (CGVACT)

A fracdo acetato de etila do caule e galhos de A. graveolens (RVACT) (500
mg) foi fracionada utilizando cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20,
proporcionando a obtencdo de 7 subfracdes nas quais foram reunidas através da
CCDA (Fluxograma 3.13). A fracao foi previamente filtrada em algodao, antes da
aplicagdo na coluna, para eliminar residuos e impurezas que poderiam danificar a

fase estacionaria Sephadex LH-20.
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Fluxograma 3.13 - Fracionamento da fracdo acetato de etila do caule e de galhos da
planta A. graveolens

ACETATO DE ETILA

FRACAO

(500 mg)

C14,E14

CG1AC1
63.9 mg

CG1AC2
19,9 mg

CG1AC3
22,6 mg

CG1AC4
77.5 ma

CG1AC5
48,9 mg

CG1AC6
61,1 mg

CG1AC7
80,1 mg

C14: Sephadex LH 20 (h=84 cm e ¢= 3 cm); E14: 100% Metanol (MeOH)

Para aumentar as massas das fragcdes obtidas, mais 500 mg da fracéao
acetato de etila foi submetida ao fracionamento por Sephadex LH-20 (Fluxograma
3.14).
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Fluxograma 3.14 - Fracionamento da fracdo acetato de etila do caule e galhos da
planta A. graveolens

FRACAO
ACETATO DE ETILA
(500 mg)

C15, E15

CG2AC1 CG2AC2 CG2AC3 CG2AC4-5
38,9 mg 63.5 ma 13.3 ma 78,2 mg

CG2AC6 CG2AC7 CG2ACS8
43,8 mg 56,9 mg 32,8 mg

C15: Sephadex LH 20 (h= 84 cm e ¢= 3 cm); E15: 100% Metanol (MeOH)

3.6.1.1 - Reuniao das fracoes e refracionamento

As fracdes foram reunidas através de CCDA e experimentos de RMN 'H,

resultando nas seguintes reunides mostradas nos Fluxogramas 3.15-3.17.

Fluxograma 3.15 - Reuniao das fragdes contendo a substancia |

CG1AC4 CG1AC5 CG2AC5 CG2AC6

A\ 4

Substancia |
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Fluxograma 3.16 - Reuni&o das fragdes contendo a substéancia Il

CG1AC7

CG2AC7

A 4

Substancia ll

Fluxograma 3.17 - Reuniao das fragdes contendo a substancia Xl

CG1AC2 CG1AC3 CG2AC2
19,9 mg 22.6 mg 13,3 mg
A\ 4
cal
55.8 ma

v C16, E16

Substancia XI

3,1 mg

C16: CLAE, Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil [(analitica/ 10 um; (10 um; 25,0 x 0,46 cm) e
(preparativa/ 10 um; 30,0 x 0,8 cm). Loop: 200 pL; E16: Fase Normal com Eluigdo Isocratica:
MeOH: H,O: 1,25:0,75, Detector UV 254 nm, Vaz&o:0,5 mL/min (analitica) e 1,8 mL/min

(preparativa).Sephadex LH 20 (h= 84 cm e ¢= 3 cm).
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3.10 - Metodologia dos ensaios bioldgicos

3.10.1 - Ensaios biolégicos com as formigas cortadeiras Atta
sexdens rubropilosa

Os ensaios por ingestdo com as operarias de A. sexdens rubropilosa foram
realizados no Centro de Estudos de Insetos Sécias (CEIS) — UNESP — Rio Claro/SP,
pelos alunos Amanda Maria Picelli, Marcela Ceccato e Gustavo Araujo S. Vassao,
sob a coordenacéao do prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

As operérias de A. sexdens rubropilosa foram coletadas de formigueiros
mantidos em laboratério. Para a manutencédo das formigas isoladas do formigueiro
foi utilizada uma dieta sdélida constituida por: 5% de glicose, 1% de peptona
bacteriolégica, 0,1 % de extrato de levedura e 1,5% agar bacterioldégico e 100 mL de
agua destilada. Ap6s a mistura destes componentes, a dieta foi levada ao forno
microondas por aproximadamente 4 minutos e logo em seguida, autoclavadas a 120
°C e 1 atm por 15 minutos. A dieta ainda liquida foi entornada em placas de Petri de
10 cm de diametro, que apds resfriamento e solidificagdo foram embrulhadas em
papel flme e mantidas em geladeiras, sendo utilizadas nos dias subsequientes
durante o periodo do experimento. Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias
para realizacao dos experimentos de toxicidade.

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 formigas para cada tratamento,
agrupadas em 10 individuos e colocadas em 5 placas de Petri de 10 cm de
diametro, forradas com papel de filtro. Cada placa recebeu aproximadamente 0,4 g
de dieta artificial (BUENO et al., 1997) acrescida da amostra a ser testada.

Essas placas foram mantidas em estufa B.O.D a 24 °C (x 1) e umidade
relativa 70% e examinadas diariamente para retirada e anotacdo do numero de
formigas mortas, troca de dieta artificial e do papel filtro. Foi estipulado um periodo
maximo de 25 dias para cada experimento. Os resultados foram apresentados na
forma de sobrevivéncia mediana (S50).

Nestes ensaios foram utilizados dois controles: dieta pura e dieta com o
solvente utilizado na incorporacado do material a ser testado a dieta.

A andlise estatistica foi realizada através do teste ndo paramétrico log-rank
(p<0,05), utilizando-se software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0.
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3.10.2 - Ensaios bioldgicos com o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados no
Laboratério de bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar), pela aluna Sonia Pinto Cardoso, sob coordenacao da Dr?
Ana Paula Terezan.

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

Os extratos submetidos ao ensaio com o fungo simbionte foram incorporados
ao meio de cultura e dissolvidos em agua destilada, obtendo concentragéao final igual
a 1000 g/mL. Em seguida, em cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de
meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas
de Petri (80 X 15 mm) foram autoclavados nas condicées 120°C, 1,0 atm por 20
minutos. Apés a esterilizagdo do material, os meios de cultura foram vertidos nas
placas de Petri dentro da capela com fluxo laminar, previamente esterilizadas
durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apés a solidificacdo do meio de cultura, cada
placa de Petri foi inoculada na posicao central com um disco de agar de 8 mm de
didmetro previamente colonizado pelo fungo simbionte L. gongylophorus. Cada
extrato foi preparado em quintuplicata, havendo um numero idéntico de réplicas para
o controle geral (meio de cultura e fungo simbionte). Ap6s o tempo de incubacao de
30 dias, a 25 °C foram realizadas as medidas do didametro médio final para cada
placa, em cada extrato.

A andlise estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA) e
teste comparativo de Tukey, ao nivel 5% de probabilidade, para verificar se ha
diferenga significativa entre as meédias. O software utilizado foi o Graph-Pad InStat
3.10.

41



Procedimento Experimental

3.10.3 - Ensaios Biologicos de Astronium graveolens no
desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Os ensaios biol6gicos com os extratos brutos de A. graveolens foram
realizados no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos, em colaboracdo com os alunos de iniciacdo
cientifica Antonio Rogério Bernardo e Ana Carolina Volante sob coordenagéo da
Dra. Andréia P. Matos. O Laboratério de Bioensaios foi mantido a 25 + 1 °C,
umidade relativa de 70 £ 5 % e fotofase de 12 h. Para realizacdo dos testes foram
mantidas em laboratério criacdo de S. frugiperda, onde as lagartas foram
alimentadas com dieta artificial (Tabela 3.4 )(KASTEN et al., 1978).

Tabela 3.4 - Descricao da dieta artificial para S. frugiperda para 50 tubos

Componentes Quantidade
Feijao carioca 82,59
Gérmen de trigo 39,69
Levedura 25,3 ¢
Acido ascorbico 2,6 g
Acido sérbico 0,89
Nipagin 1,19
Formaldeido (40%) 6,3 mL
Tetraciclina 50 mg
Agar 10,3 ¢
Agua 600 mL

A dieta artificial foi vertida em 24 pocos de placas de poliestireno e deixada
20 minutos a temperatura ambiente sob condicoes de esterilizacdo. Os pocgos
possuem 3,4 mL de volume sendo 17 mm de profundidade por 15 mm de didmetro
com 1,9 cm? de &rea de cultura. Todos os compostos foram dissolvidos em solvente
apropriado usando seis concentracdes (1, 3, 7, 10, 25 e 50 mg kg™') e um controle.
Para cada concentracdo e para o controle, uma Unica lagarta recém-eclodida de S.
frugiperda foi colocada em um pocgo por 7 dias e cada experimento teve 72 lagartas
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no total (cada placa com 24 pocos em triplicata). Apdés 7 dias, as lagartas
sobreviventes foram medidas e pesadas e entdo transferidas para tubos de vidro
(8,5 x 2,5 cm), previamente esterilizados, em estufa a 170 °C por 1h e em seguida
tampados com algodao hidr6fugo contendo dieta fresca. Variacdes no peso das
lagartas e mortalidade foram medidas apos 15 dias de incubacéo, ja que a pupagao
ocorre entre 18 £ 1 dias. As pupas obtidas foram pesadas 1 dia ap6s a pupacao e
transferidas para copos plasticos de 50 mL de capacidade, onde permaneceram até
a emergéncia dos adultos. Outras medidas do ciclo de vida foram realizadas como
tempo para pupacao (fase larval), mortalidade de larvas, emergéncia de adultos e

deformidades.

3.10.4 - Ensaios Bioldgicos de toxicidade aguda com extratos de
plantas sobre Spodoptera frugiperda

Os ensaios biologicos com os extratos etandlicos, particdes e substancias
foram realizados no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da
UFSCar,a25 £ 1 °C, UR de 70 £ 5 % e fotofase de 12h. Para realizacao dos testes,
a criacao de S. frugiperda (J. E. Smith) foi mantida em laboratério, as lagartas foram
alimentadas com dieta artificial (KASTEN et al.,, 1978; PARRA, 1986) e os adultos
com solucéo de mel a 10%.

Os ensaios de toxicidade aguda basearam-se na metodologia descrita por
BATISTA-PEREIRA et al. (2006). Para realizacdo dos bioensaios foram preparadas
solucdes dos extratos em acetona e dgua em concentragdes diferentes.

Foram utilizados cinco grupos de 10 larvas de S. frugiperda no segundo instar
(5 dias), onde cada grupo foi transferido para placas de Petri. As médias dos pesos
dos cinco grupos de insetos foram obtidas pelas medidas realizadas em balanca
analitica. Em cada inseto foi aplicado topicamente 1 uL da solucdo do extrato em
acetona ou agua, via uma micro-seringa. Para evitar a possivel morte do inseto, em
cada grupo de larvas foram colocadas pequenas porcdes (300,0 mg) da dieta
artificial. Este processo foi realizado uma hora apds a aplicacdo da solugdo. O
controle foi realizado sobre as mesmas condicées, 1 uL de acetona ou agua foi
aplicado em cada inseto.
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A mortalidade dos insetos foi verificada ap6s 48 horas. Todos os

experimentos e o respectivo controle foram realizados em 5 replicatas.
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3.11 - Coleta e Analise dos volateis das folhas de A. graveolens
pela técnica de Headspace-SPME

Para a realizacdo da extracdo dos volateis foi necessario determinar a
condicao ideal de analise. Portanto, alguns parametros foram otimizados, como a
fibra ideal para a extracdo dos volateis (Iltem 3.11.1) e o tempo ideal de exposicao
da mesma (ltem 3.11.2).

A extracdo dos compostos volateis foi realizada a partir da insercdo da fibra
azul (Item 3.11.1) em um sistema fechado contendo as folhas (Figura 3.2). A fibra
foi deixada neste sistema por 45 minutos (ltem 3.11.2) e depois foi injetada no
CG/EM (Shimadzu QP 5000) nas condi¢cbes desenvolvidas baseadas em dados da
literatura [ABDELNUR, 2006, temperatura do injetor (250 °C); temperatura do
detector (280 °C); coluna (DB-5: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um); programagéo de
temperatura (40 °C/0 min, 6 °C/min, 250 °C por 5 minutos); velocidade linear (48,3);
pressao da cabec¢a da coluna (100,0 kPa); fluxo de gas (1,8 mL/min); tempo entre as
varreduras (0,50 scans/s) e intervalo de massas (50 a 650 uma)]. Inicialmente foi
injetado os volateis extraidos e em seguida as misturas de padroes de
hidrocarbonetos. Esta mistura de padrdes foi previamente preparada com o0s
seguintes n-alcanos: C7/C9/C12/C14/C16/C18/C20 e C/22. A identificacdo dos
componentes dos volateis foi feita através da comparacdo de seus espectros de
massas com a biblioteca (NIST, 2008) e calculos de seus indices de retengcdo com
aqueles encontrados na literatura (ADAMS, 2007). O indice aritmético (IA) foi
calculado para cada componente detectado, segundo a equacado de Vandendool e
Kratz (VANDENDOOL & KRATZ, 1963). Os volateis foram obtidos por aeracao (ltem
3.11.4).

Figura 3.2 - Extracédo dos volateis das folhas de A. graveolens por Headspace.
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3.11.1 - Determinacao da fibra Ideal para analise de volateis das
folhas de A. graveolens pela técnica de Headspace-SPME

Foram testados dois tipos de fibra: fibra preta (CAR/PDMS -
Carboxen/Polidimetilsiloxano 75 um) e fiora azul (PDMS/DVB -
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 65 pm). Condicionou-as antes de iniciar o
experimento em um cromatdégrafo a gas utilizando condi¢cdes especificas

catalogadas para cada fibra (Tabela 3.5)

Tabela 3.5 - Condigdes de condicionamento para as fibras utilizadas

Fibra* T injetor T coluna T detector T
°c) (°c) (°c) condicionamento
(min)
CAR/PDMS 250 250 280 60
PDMS/DVB 250 250 280 30
* Supelco.

As fibras foram inseridas em um sistema fechado contendo 10 folhas da
planta A. graveolens, foram realizadas exposi¢cdes em 15, 30 e 45 minutos (Figura
3.2). Apds os periodos estipulados, as fibras foram diretamente injetadas em um
Cromatografo a Gas acoplado a um Espectrémetro de Massas (CG-EM), aparelho
Shimadzu QP 5000, sob as seguintes condicdes citadas no Item 3.11.

Os cromatogramas foram obtidos em quadruplicatata para as diferentes

fibras, estes estdo apresentados no Item 4.3.1.

3.11.2 - Determinacao do Tempo de Exposicao ldeal

Utilizando-se a fibra azul e preta, variou-se o tempo de exposicdo da mesma,
em um sistema fechado contendo 10 folhas da planta para a verificacdo de um
tempo ideal para o experimento. Os tempos de exposicao testados para a fibra
foram 15, 30 e 45 minutos. Posteriormente, as fibras foram injetadas diretamente em
um CG-EM sob as mesmas condigbes utilizadas anteriormente (ltem 4.11.2). Os
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cromatogramas obtidos estdo indicados no item 4.11.1. Os experimentos foram

realizados em quadruplicata.

3.11.3 - Determinacao do tempo de retencao de uma série de

hidrocarbonetos

Injetou-se uma série de hidrocarbonetos conhecidos, C7/9/12/14/16/18/20/22,
no CG-EM para posterior identificacdo dos compostos, a partir do célculo do indice
de retengao, sob as condicdes citadas anteriormente (ltem 4.11.2), porém com a
rampa de 40°C/3 min/6°C min até 250°C/5 min.

Tabela 3.6 - Numero de carbonos de cada hidrocarboneto e seus respectivos tempo
de retencao.

Numero de Carbonos Tempo de retencao
(min.)

7 3,141

9 7,977
12 16,479
14 21,382
16 25,677
18 29,549
20 33,092
22 36,318

A seguir encontram-se os tempos de retencdo dos picos observados nos
cromatogramas obtidos pelas extracdes dos volateis. Obteve-se a média dos tempos
das replicatas, e aplicou-se a equacgao de Van Den Dool e Kratz, que considera o
tempo de retencdo de cada composto, e 0s tempos de retencdo e 0os nimeros de

carbono dos hidrocarbonetos injetados no CG:

[A= 100.N. (tx-tn-1) + 100.Cn-1
(tn-tn-1)

IA = indice aritmético

N =Cn - Cn-1

Cn = nimero de carbonos do n-alcano que elui apds a substancia analisada
Cn-1 = nimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada
tx = tempo de retencdo da substancia analisada
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tn = tempo de retencao do n-alcano que elui apds a substancia analisada
tn-1 = tempo de retencéo do n-alcano que elui antes da substancia analisada

Com isto, determinou-se o indice aritmético (IA) para cada pico. Cada
composto foi identificado comparando-se seu indice e seu espectro de massas com
a literatura (ADAMS, 2007) e o NIST-08.

3.11.4 - Coleta dos volateis das folhas de Astronium graveolens
pelo método de aeracao

As folhas de A. graveolens foram introduzidas em uma camara de vidro
hermeticamente fechada. Na entrada do sistema foi adaptada uma coluna contendo
carvao ativado para que o ar fosse pré-filtrado. Os volateis arrastados por um fluxo
de ar produzido por uma bomba de vacuo e controlado por uma valvula foram
adsorvidos em um polimero (Porapak Q ®) (SANT'ANA & STEIN, 2001). Apés 3
horas de exposicdo, a linha de vacuo foi interrompida e a coluna contendo os
volateis adsorvidos foi desconectada do sistema. A dessorcdo das substancias
coletadas foi feita por meio da extracdo com solvente (hexano). Posteriormente o
extrato foi concentrado e armazenado a —20 °C.

Os volateis extraidos foram injetados e em seguida as misturas de padrdes de
hidrocarbonetos (Tabela 3.6). A identificacdo dos componentes dos volateis foi feita
através da comparacao de seus espectros de massas e célculos de seus indices de
retencbes com aqueles encontrados na literatura (ADAMS, 2007). O indice de
aritmético foi calculado para cada componente detectado, segundo a equacéo de
Vandendool e Kratz (VANDENDOOL & KRATZ, 1963).

48



Resultados e Discussao

4 — Resultados e Discussao




Resultados e Discussao

50



Resultados e Discussao

4 - Resultados e Discussao
4.1 — Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico da planta A.graveolens possibilitou o isolamento e
identificagdo de metabdlitos secundarios.

Miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (I)
Procedéncia: Raiz, Caule e galhos (Fracao
acetato de etila)

Massa: 28,2 mg

Isolamento: p. 30, 38

Identificagcéo: p. 58

Galato de metila (ll)

N O~ Procedéncia: Raiz , Caule e galhos (Fracao
acetato de etila)
Massa: 20,3 mg
HO OH Isolamento: p. 30, 39
OH Identificacéo: p.64

5,3’,4’-trihidroxi-7-metoxiflavona (lll)
Procedéncia: Raiz (Fracado acetato de etila)
Massa: 7,7 mg

Isolamento: p.31

Identificacédo: p.65

Acido 5-O-cafeoilquinico (1V)

6]
OH o Procedéncia: Raiz (Fracao acetato de etila)
HO / 102 coon | Massa: 20,6 mg

HO

Isolamento: p. 31
Identificacédo: p.68
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(77S,8"R)-(2°,4,4’,5’ tetrahidroxichalcona-
(2>77,8>8")-2",4”,4”-trihidroxi-7”,8”-
dihidrochalcona (V)

Procedéncia: Raiz (Fracao acetato de etila)
Massa: 25,4 mg

Isolamento: p.32

Identificagdo: p.74

(7R,85,7’S,8"R )-2’, 4,4, 5,7-pentahidroxi-
7,8-dihidrochalcona-(2->77,8>8")-2",4”,4"-
trihidroxi-7”, 8”-dihidrochalcona (VI)
Procedéncia: Raiz (Fracado acetato de etila)
Massa: 20,8 mg

Isolamento: p. 32

Identificacédo: p.88

(7S,8R,7"S,8"S)-2’,4,4°,5,7-pentahidroxi-
7,8-dihidrochalcona-(2->77,8->8")-2",4”,4™-
trinidroxi-7”, 8”-dihidrochalcona (VII)
Procedéncia: Raiz (Fracado acetato de etila)
Massa: 17,1 mg
Isolamento: p.33
Identificacédo: p.101

4, 5, 4’dihidroxi-7,2’-oxo-chalcona-(2->7",8-
>8")-2",4”, 47, 27 4”-trihidroxichalcona
(V)

Procedéncia: Raiz (Fracao acetato de etila)
Massa: 2,7 mg

Isolamento: p.34

Identificacdo: p.111
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4,4’dihidroxi-7,2’-oxo-chalcona-(2->7”,8-
>8”)-2”,4”, 2””,4”"-tetrahidroxichalcona (IX)
Procedéncia: Raiz (Fracao acetato de etila)
Massa: 2,0 mg

Isolamento: p.34

Identificacdo: p.122

rel-(7R,8S,7”R,8"S)-tetrahidro-7,7”-bis(4-
hidroxifenil)-8,8”-(furandiil)-bis-(2,4-
dihidroxifenil) (X)
Procedéncia:Raiz(Fracao acetato de etila)
Massa: 2,0 mg

Isolamento: p. 34

Identificagdo: p.130

Acido 3-O-galoil-5-O-cafeoilquinico (XI)
Procedéncia: Caule e galhos (Fracao
acetato de etila)

Massa: 3,1 mg

Isolamento: p.39

ldentificacdo: p.144
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4.2 - Estudo Fitoquimico

4.2.1 - Generalidades sobre Chalconas e Flavonodides

Os flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. Eles podem ser
encontrados em plantas de diversas familias, entre elas, Fabaceae (AVULA et al.,
2010), Anacardiaceae (KIM et al, 2003), Malvaceae (SILVA et al, 2005),
Leguminosae (DA SILVA et al., 2008), Crassulaceae (TREVISAN et al., 2006) entre
outras. Eles apresentam-se como soélidos coloridos, por exemplo, amarelos, ou ainda
incolores, ou como 6leos viscosos e sdao encontrados nas frutas, pdlen, caule e
rizoma das plantas (PELTER et al., 1976; ZUANAZZI & MONTANHA, 2004).

Como precursores da via biossintética dos flavondides se encontram as
chalconas, que apresentam como nucleo fundamental 1,3-diarilpropano, sendo este
modificado pela presenca de uma ligacéo olefinica, de um grupamento carbonilico
e/ou de um grupo hidroxila.

A numeracdo da estrutura inicia-se no nudcleo A com numeros ordinarios
seguidos de uma linha (‘) e o B com numeros ordinarios (Figura 4.1), devido a sua
comparacéo, inicialmente, com acetofenonas (SIMOES et al., 2004).

Figura 4.1 - Ndcleo fundamental das chalconas.

Diferente das chalconas, a numeracgao da estrutura dos flavondides se inicia a
partir de um sistema benzopirdnico denominado cronemo (Figura 4.2), sendo
designados por numeros ordinarios (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004), ja que seu
esqueleto basico possui quinze carbonos constituidos em trés anéis do tipo Ce-Cs-
Cs, OU seja, dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia
heterociclica C) acoplado ao anel A (PELTER et al, 1976; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2004).
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8 1
O

7 2
5 4

Figura 4.2 - Sistema benzopiranico ou cromeno.

Os nucleos B se diferenciam dos nucleos A e C através de uma linha (‘) e a
numeracao 9 e 10 podem ser substituidas por 8a e 4a, respectivamente (Figura 4.3)
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2004).

Ry O

Figura 4.3 - Estrutura basica de um flavonéide.

A biossintese dos flavondides ocorre a partir da via dos fenilpropandides,
(sintetizado a partir do acido chiquimico) que age como precursor na sintese de um
intermediario ao qual sdo adicionados trés residuos de acetato com posterior
ciclizacdo da estruturas (Figura 4.4) (DEWICK, 2001). As subseqglentes
condensacdes produzem diferentes formas de flavondides, que diferem no nivel de
oxidagao e no modelo de substituicdo da cadeia heterociclica C, entre os flavonéides
de interesse se encontram as flavonas, flavondis, flavanonas, flavan-4-ol,

isoflavonas e antocianidinas.
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Figura 4.4 - Biossintese dos flavonéides (DEWICK, 2001).
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OH OH

Flavan-4-6is Isoflavona

Antocianidinas

Figura 4.5 - Classes de flavondides (SIMOES et al., 2004).

Entre as diversas atividades dos flavondides se encontram, a acao
antioxidante (HIDALGO et al.,, 2009), atividade anti-helmintica (DA SILVA et al.,
2008), inibicdo de enzima (acetilcolinesterase) (TREVISAN et al, 2006), entre

outras.
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4.2.1.1 - Compostos Fendlicos Isolados

4.2.1.1.1 - Determinacao estrutural da Substéancia |

A substancia | foi isolada da fracao RACI (p.30) do extrato acetato de etila das
raizes (Fluxograma 3.5, p.30). Esta substancia apresentou-se como sélido amorfo
amarelo e sua identificacdo foi realizada através de dados dos espectros de RMN 'H
(Figura 4.6), HSQC (Figura 4.7), HMBC (Figura 4.8), COSY (Figura 4.9) e dados
da literatura (BRACA et al., 2003, Tabela 4.1).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.6) apresentou sinal de deslocamento
quimico (daqui para frente indicado em todo o texto apenas como sinal) como
singleto em & 6,94 (2H) caracteristico dos sinais dos hidrogénios H-2’ e H-6’ do anel
B de um flavondide substituido nas posicées 3’, 4’ e 5’ e a equivaléncia dos mesmos
€ ocasionada pela livre rotacdo do anel e o plano de simetria deste.

« IISY 0 - 2UEegsIRYgeNgTRYTogy -3 SNe
s DD DD == SN NS8C PR EN s8I nas88 0 B
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Scale: 0.3315 ppm/cm, 132.7 Hz/cm

Figura 4.6 - Espectro de RMN de 'H da substancia | (MeOD, 400MHz).
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O espectro de HSQC (Figura 4.7) apresentou a correlagcdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,94, com o do carbono em &¢ 110,1 (C-2’ e C-6’). A analise do
espectro de HMBC (Figura 4.8) indicou a correlagcédo do sinal em &4 6,94 com os dos
carbonos em &¢ 110,1, atribuido ao C-2’ e C-6’, ¢ 147,2 atribuido ao C-3’ e C-5’, &¢
138,2 atribuido ao C-4’, ¢ 122,0 atribuido ao C-1’ e &¢ 158,3 atribuido ao C-2, este

de deslocamento é caracteristico do carbono B, confirmando seu posicionamento.

% <+ > ey

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9,0 8.5 8.0 78 7.0 6.5 6.0 8.8 5.0 4.5 4.0 3.3 2.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 4.7 - Mapa de contorno do experimento de HSQC da substéancia | (MeOD,
400 MHz).
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| ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
%0 B.5 80 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0.35 "3.0 2.5 2:0 175 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 4.8 - Mapa de contorno HMBC da substancia | (MeOD, 400 MHz).

O par de dubletos com J = 2,0 Hz em &4 6,19 e &y 6,35 correspondem aos
sinais dos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, que é bem caracteristico do anel
A dos flavondides cuja biossintese se da pela via do acetato. O espectro de HSQC
(Figura 4.7) apresenta a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em &y 6,35 e 646,19
com os dos carbonos em &¢ 94,7 (C-8) e 6¢c 100,1 (C-6), respectivamente. A analise
do espectro de HMBC (Figura 4.8) apresentou a correlagdo do sinal do dubleto em
On 6,35 com os dos carbonos em &¢ 100,1 (C-6), 6¢ 166,2 (C-7), &c 158,3 (C-9), &¢c
105,8 (C-10) e &¢ 179,7 (C-4) e, finalmente, o sinal dubleto em &4 6,19 com os dos
carbonos em & 94,7 (C-8), . 163,6 (C-5), &, 166,2 (C-7) e &, 105,8 (C-10). Com a
observacao destas correlagcdes pbde-se atribuir estes sinais aos hidrogénios 6 e 8

do anel A de uma flavona.
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OR O

A observacgao de sinais entre dy 3,0-4,4 sugeriu a presenca de uma unidade
de glicosideo, devido a presenca de sinais caracteristicos de hidrogénios
oximetinicos e oximetilénicos de glicosideo. A confirmacao deste deu-se através da
observacéao do dubleto em &4 0,96 (3H, H-6", J = 6,0 Hz) caracteristico da metila de
uma unidade de ramnose e o dubleto em &4 5,31 (H-1”, J = 1,6 Hz) correspondente
ao hidrogénio anomérico deste glicosideo. O deslocamento quimico do hidrogénio
anomeérico, verificado acima de 5 ppm, indica tratar-se de O-ramnosideo. Uma vez
que a constante de acoplamento do hidrogénio anomérico é de 1,6 Hz, pbde-se
deduzir que se trata de uma a-L-raminopiranosideo, quando comparado com a
literatura (HARBORNE, 1972).

O espectro de correlacdo homonuclear de gCOSY 'H x 'H (Figura 4.9) foi
usado para confirmacdo das interagdes spin-spin dos atomos de hidrogénios
presentes no anel da ramnose. As interagdes entre os sinais destes hidrogénios

encontram-se indicadas a seguir.

61



Resultados e Discussao

l l | A J{ ppm
_J @ ® 10
1.5
F2.0
F2.5
3.0
e =
ae g 3.5
° o ®
F4.0
- PS -
4.5
5.0
—J P .
L4 5.5
-
6.0
— LN J
— o o
6.5
ﬁ [ J 7.0
T T T T T T T T T T T T T
+ 7.0 6.5 6.0 5.8 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 4.9 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia | (MeOD,
400MHz).

Para se determinar a posicdo na qual o glicosideo esta ligado na aglicona,
utilizou-se a correlagao no espectro de HMBC (Figura 4.8) do hidrogénio anomérico
com um carbono em &¢ 136,4 que foi atribuido ao C-3 do anel C da flavona, pois era
0 Unico que faltava ser atribuido. Estes dados juntamente com os encontrados na
literatura (Tabela 4.1) permitiram a identificacdo inequivoca deste composto como

sendo a da miricetina-3- O-a-L-ramnosideo ou mericetrina (l).
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Tabela 4.1 - Dados de RMN 'H e *C da miricetina-3-O-a-L-ramnosideo (substancia
I) juntamente com os dados encontrados na literatura

Su (ppm), J (Hz2) 5c (ppm)
H/C I? BRACA et al. I? BRACA et
(2003)° al. (2003)°
1 - - --- -
2 158,3 158,2
3 136,4 134,4
4 179,7 178.0
5 163,6 163,2
6 6,19 (d; 2,06) 6,12 (d; 2,0) 100,1 99,6
7 166,2 165,4
8 6,35 (d; 2,06) 6,38 (d; 2,0) 94,7 94,5
9 158,3 157,5
10 105,8 105,2
1 122,1 121,7
3e5 147,2 146,8
n 138,2 137,2
2ef 6,94 s 7,08 s 110,1 109,4
1” 5,31 (d; 1,6) 5,32 (d; 1,8) 103,9 102,4
2” 4,22(dd;1,6;3,6) 68,4 70,8
3” 3,78(dd;3,6;9,6) 71,9 71,0
4” 3,35(t, 9,6) 73,7 71,8
5” 3,52(dq) 66,7 70,5
6” 0,96 d (6,1) 0,98 d (6,5) 18,1 17,3
glicosideo 3,37-3,81 m 3,27-3,89 m

#MeOD, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.
®'H (MeOD, 200 MHz) e "*C (DMSO-d6, 50 MHz).
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4.2.1.1.2 - Determinacao estrutural da Substéancia Il

A substancia Il foi isolada de fragcdes do extrato acetato de etila das raizes
(Fluxograma 3.6, p. 30). Esta também foi identificada na fragdo acetato de etila do
caule (Fluxograma 3.16, p.39). A substancia apresentou-se como sélido amorfo
vermelho decorrente da contaminacéao de pigmento.

A identificacdo foi realizada através de dados de espectro de RMN 'H (Figura
4.10) e comparacao com dados da literatura (CERUKS et al., 2007).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.10) apresentou um singleto em &y 7,03
integrando para dois hidrogénios (H-2 e H-6), sinal caracteristico dos dois
hidrogénios ligados a anel aroméatico tri-substituido, em que o singleto é observado
devido ao plano de simetria. Este espectro revelou ainda um singleto em &y 3,80,
integrando para 3 hidrogénios, referente ao éster metilico. Estes valores foram
comparados com a literatura (CERUKS et al., 2007) permitindo a identificacao

inequivoca da substancia Il como sendo galato de metila.

a 1]
g &
[ o
| |
Methanol-d4
| 'l
A s L_..)
....................................................................................................................................................
70 6.5 8.0 55 50 45 4.0 35 X1 258 20 15 1.0 0E 5}
Chemical Shift {ppm}

Figura 4.10 - Espectro de RMN de 'H da substancia Il (MeOD, 200MHz).
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4.2.1.1.3 - Determinacao estrutural da Substancia lll

A substancia Il foi isolada da fracado RACII (p.31) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.7, p.31). A substancia apresentou-se como sélido amorfo
amarelo e sua identificacdo foi realizada através de dados de espectro RMN 'H
(Figura 4.11), HMBC (Figura 4.12) e dados da literatura (PAN et al., 2000) (Tabela
4.2).

O espectro de RMN "H (Figura 4.11) apresentou dois dubletos em &y 7,32 (H-
2') e dy 6,89 (H-5), com constantes de acoplamento J = 2,0 Hz e J = 8,8 Hz,
respectivamente, e um duplo dubleto em &y 7,35 (H-6) com constantes de
acoplamento J = 8,8 Hz e 2,0 Hz, sugerindo-se assim a presenca de um anel
aromatico trisubstituido, sendo que duas substituicbes sao vizinhas e a terceira em
posicao meta trissubstituido.

@
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A & e oo
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4 h Y ) 8 '-

T T s N B T T T
E.5 5.5 5.0 1.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Figura 4.11 - Espectro de RMN de 'H da substancia Ill (MeOD, 400 MHz).

Observa-se ainda a presenca de um par de dubletos com J = 2,4 Hz em &y
6,53 e Oy 6,40, estes correspondem aos sinais dos hidrogénios H-6 e H-8,

respectivamente, com acoplamento em meta caracteristico do anel A dos
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flavonoides. Além disso, ha um singleto em &y 6,47 (1H) referente ao H-3,
caracteristico de uma flavona e um singleto em 3,88 (3H) de metoxila, a posicao
desta foi determinada pelo experimento de HMBC (Figura 4.12).

—"—J“‘JJL"’ e e et/ i - l ‘ "“L'-‘J“—_E’p“"‘
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8.0 7.5 7.0 &5 6.0 ‘5.5 5.0 4.5 40 5 I 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 4.12 - Mapa de contorno do experimento de HMBC da substancia Ill (MeOD,
400 MHz).

A andlise destes dados foram suficientes para propor que esta substancia
trata-se da flavona 5,3’,4’-trihidroxi-7-metoxiflavona, quando comparada com a
literatura (PAN et al., 2000, Tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - Dados de RMN 'H '3C de 5,3’,4'-trihidroxi-7-metoxiflavona (substancia
IIl) juntamente com os dados encontrados na literatura

& (ppm), J (Hz)

T PAN et al.(2006)° I PAN et

H al.(2006)"

2 163,9 164,3

3 6,47 s 6,72 s 97,8 103,1

4 180,4 181,9

5 159,4 157,3

6 6,53 (d; 2,4) 6,36 (d; 2,2) 120,0 121,4

7 165,3 165,2

8 6,40 (d; 2,4) 6,71 (d; 2,2) 96,5 92,6

9 161,4 161,2

10 108,1 104,7

1’ 110,3 111,1

2 7,32 (d; 2,0) 7,41 (d;1,2) 114,1 113,5

3 147,2 145,8

4 150,6 149,9

5 6,89 (d; 8,8) 6,89 (d; 8,4) 114,1 116,0

6’ 7,35(dd;8,8; 2,0) 7,43(dd; 8,4;1,2) 123,8 121,4
OCH3 3,88 s 3,86 s 56,4 56,0

#MeOD, 400 MHz. Dados retirados do HMBC.

® DMSO-d6, 'H 500 MHz, °C 125 MHz.
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4.2.1.1.4 - Determinacao estrutural da Substéncia IV

A substancia IV foi isolada de fracdes do extrato acetato de etila das raizes
(Fluxograma 3.8, p.31). A substancia apresentou-se como Oleo viscoso de
coloragdo marrom e sua identificacédo foi realizada através de dados de espectro de
RMN 'H (Figura 4.13), COSY (Figura 4.14), HSQC (Figura 4.15), HVBC (Figura
4.16) e comparacao com os dados da literatura (DOS SANTOS et al., 2004) (Tabela
4.3).

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.13) revelou sinais caracteristicos de um
grupo cafeoila devido a presenca de acoplamento entre dois dubletos em oy 7,45 (J
= 15,9 Hz) e 84 6,22 (J = 15,9 Hz), hidrogénios olefinicos a,B carbonilicos trans (H-7°
e H-8', respectivamente). O espectro de HSQC (Figura 4.15) apresentou a
correlacdo dos hidrogénios em &y 7,45 e 6y 6,22 com os carbonos em &¢c 146,7 (C-
7’) e &¢c 116,5 (C-8’), respectivamente. A analise do espectro de HMBC (Figura 4.16)
revelou a correlacado do sinal em 8y 7,45 com os carbonos em &¢ 116,5, atribuido ao
C-8’; 8¢ 123,2 atribuido ao C-6’; 6¢ 127,1 atribuido ao C-1’ e &¢ 168,3 atribuido ao C-
9. O sinal em &y 6,22 apresentou correlacées com os carbonos &c 127,1 atribuido
ao C-1’ e 6¢ 168,3 atribuido ao C-9'.
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Figura 4.13- Espectro de RMN de 'H da substancia IV (DMSO, 400MHz).

W Ll

I

<
el =3
—

[

i

ppm

Figura 4.14 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia IV (DMSO,
400 MHz).
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Figura 4.15 - Mapa de contorno HSQC da substancia IV (DMSO, 400 MHz).
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Figura 4.16 - Mapa de contorno HMBC da substancia IV (DMSO, 400 MHz).
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Estes sinais descritos, juntamente com o0s sinais correspondentes a
hidrogénios aroméaticos como os dubletos em & 7,08 (J= 1,8 Hz, H-2’) ¢ 6,77 (J= 8,4
Hz, H-5’) e o duplo dubleto em &y 6,97 (J = 8,4; 1,8 Hz, H-6’) (Figura 4.13),
caracterizaram uma unidade de cafeoila na estrutura da substancia IV. O espectro
de HSQC (Figura 4.15) apresentou a correlacao dos hidrogénios em &y 7,08 com o
carbono em &¢ 116,5 (C-2’), &4 6,77 com o carbono em &c 117,8 (C-5’) e 0 04 6,97
com o carbono em &¢ 123,2 (C-6’). A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.16)
revelou a correlagdo do sinal em &y 7,08 com os carbonos em &¢ 123,2 atribuido ao
C-6’, &¢ 147,8 atribuido ao C-3’, 6¢ 150,6 atribuido ao C-4’, d¢ 146,7 atribuido ao C-
7’. O sinal em dy 6,77 com os carbonos em &¢ 123,2 (HSQC), &¢ 127,1, &¢c 147,8 e
0c 150,6 atribuidos respectivamente aos C-1’, 3’ e 4 (HMBC). O sinal em &y 6,97
com os carbonos em &c 116,5, &¢c 117,8, &¢c 147,8 e d¢ 150,6, atribuidos
respectivamente aos C-8’, 5, 3’ e 4.

Foram observados ainda no espectro de RMN 'H sinais que caracterizam
uma unidade de acido quinico, como dubletos em &4 2,02 (J= 12,4 Hz) e em 6y 1,65
(J = 12,4 Hz) caracteristicos dos hidrogénios diasterotopicos H-2 axial (ax.) e
equatorial (eq.), respectivamente. O espectro de HSQC apresentou a correlagdo dos
hidrogénios em &y 2,02 e 84 1,65 com o carbono em &¢ 39,8 (C-2). Os sinais de
hidrogénio em &y 3,50 (dd, J=2,8 € 11,2 Hz), 64 3,94 (d, 2,8 Hz) e &4 1,83 (m) tem
correlagbes com os carbonos em &¢c 75,1 (C-4), &c 73,2 (C-3) e &¢c 41,5 (C-6),
respectivamente. A andlise do espectro de HMBC revelou a correlacdo do sinal de
hidrogénio em &4 3,50 com os carbonos em &¢ 73,5, atribuido ao C-3 e ao C-5. O
sinal de hidrogénio em &y 3,94 apresenta correlacbes com os carbonos &¢c 78,8
atribuido ao C-1. O sinal de hidrogénio em &y 1,83 apresenta correlacées com 0s
carbonos em &¢ 75,1 atribuido ao C-4, 8¢ 73,2 ao C-3 e &¢ 78,8 ao C-1.

O sinal observado em &4 1,83 (m) refere-se aos hidrogénios H-6 axial e
equatorial, aliado aos sinais 6y 5,15 multipleto e outro sinal de dubleto em &y 3,94 (J
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= 2,4 Hz) caracteristico dos hidrogénios H-5 e H-3, respectivamente. No espectro de
HSQC observa-se a correlacao dos hidrogénios em 845,15 e &4 3,94 com o carbono
em &¢ 73,2. A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.16) revelou a correlacdo do
sinal em 6y 5,15 com os carbonos em 8¢ 41,5 atribuido ao C-6, ¢ 73,2 atribuido ao
C-3 e 0¢ 168,3 atribuido ao C-9'. O sinal dy 3,93 apresenta uma correlagao fraca
com o carbono em 8¢ 78,8, atribuido ao C-1.

Através do espectro de COSY (Figura 4.14) pode-se observar que o sinal de
hidrogénio em &y 5,15 (H-5, m) acopla com os sinais em 6y 3,50 (H-4) e com 0 &4
1,83 (H-6 ax. e eq.).

O duplo dubleto em &4 3,50 (H-4, dd, J = 2,8 e 11,2 Hz) acopla com 0s oy
3,94(J = 2,8 Hz) (H-3) e com o multipleto 645,15 (H-5).

O sinal de hidrogénio em &y 3,94 (H-3, d, J = 2,8) acopla com os sinais de
hidrogénio o4 2,02 (H-2 ax), éy 1,62 (H-2 eq) e com o hidrogénio em &y 3,5 (H-4).
Sendo este mapa de contorno um importante instrumento para determinar a posi¢ao
do substituinte no acido quinico, indicando a esterificacdo deste na posicao 5,
comprovado pela correlagdo observada no espectro de HMBC do sinal &4 5,15 com

o sinal de carboxila do cafeato em &¢ 168,3.

H OH
H OH H OH
£ slon _Hli 4 £ slon bl , r"é\o COOH
o) COOH 0 COOH  yo H
HO H HO 3 H v H
3 H 4 H"H
. S U

A andlise dos dados de RMN de 'H e '°C 1D e 2D da substancia IV e a
comparagéo destes com a literatura (DOS SANTOS et al., 2004) (Tabela 4.3) levou

a identificacao inequivoca desta substancia como sendo o acido 5-O-cafeoilquinico.

0)

5 // OH
- 72 5 OH
HO \ /1, O 1>COOH
7 HO 3 7
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v
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Tabela 4.3 - Dados de RMN 'H e '*C do &cido 5-O-cafeoilquinico (substancia 1V)
juntamente com os dados encontrados na literatura

& (ppm), J (Hz)

Cc ve DOS SANTOS ve DOS SANTOS
et al. (2004)° et al. (2004)°

1 78,8 79,9
2 H-ax 2,02 H-ax 2,05

(dt,12,4) (d, 12,0) 39,8 40,2

H-eq 1,65 H-eq 1,96

(d, 12,4) (d, 12,0)
3 3,94 (d, 2,8) 4,26 (d, 3,0) 73,2 73,8
4 3,50 3,87 75,1 75,9

(dd, 2,8; 11,2) (dd, 3,0; 10,5)
5 5,15 (m) 5,33 73,2 74,2
(td,10,5; 10,5;4,6)

6 H-ax/eq 1,83 (m) H-ax/eq 2,15 (m) 41,5 41,4
7 NO NO
1 1271 130,1
2 7,08(d, 1,8) 7,15 (d, 1,8) 116,5 118,2
3’ 147,8 1474
4 150,6 150,2
5 6,77 (d, 8,4) 6,91 (d, 8,4) 117,8 119,3
6 6,97 (dd,1,8;8,4) 7,06 (dd, 1,8; 8,2) 123,2 125,7
7’ 7,45 (d; 15,9) 7,60 (d, 15,9) 146,7 149,2
8 6,22 (d;15,9) 6,34 (d, 15,9) 116,5 117,8
9 168,3 172,3

4 DMSO, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.
®D,0, 300 MHz.
NO nao observado
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4.2.1.1.5 - Determinacao estrutural da Substancia V

A substancia V foi isolada da fracdo RACIII (p.32) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.9, p.32). A substancia apresentou-se como sélido amorfo
amarelo e sua identificagdo foi realizada através de dados de espectro de RMN 'H
(Figura 4.17), COSY (Figura 4.18), HSQC (Figura 4.19), HMBC (Figura 4.20, 4.21)
e comparacao com dados da literatura (BANDEIRA et al. (2003), Tabela 4.4).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.17) revelou um duplo dubleto em & 6,46 (J =
9,2 e 2,4 Hz) referente ao H-5" acoplando em meta com um dubleto em & 6,36 (J =
2,4 Hz) do hidrogénio H-3’ e em orto com um dubleto & 7,83 (J = 9,2 Hz) referente ao
H-6’. Esses sinais remetem ao anel A de um flavondide substituido nas posicdes 2’ e
4’, sendo estes acoplamentos confirmados pela analise do espectro de COSY
(Figura 4.18).
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Figura 4.17 - Espectro de RMN de 'H da substancia V (Acetona-d6, 400MHz).
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Figura 4.18 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia V (Acetona-
d6, 400 MHz).

O espectro de HSQC (Figura 4.19) apresentou a correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,46 com o do carbono em &¢c 108,7 (C-5’). A analise do espectro
de HMBC (Figura 4.20) mostra a correlacdo do sinal em &y 6,46 com os dos
carbonos em &¢ 103,8, atribuido ao C-3’ e 6¢ 113,3 atribuido ao C-1°.
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A presenca de dois dubletos em 6 6,36 (J = 2,4 Hz) e & 7,83 (J = 9,2 Hz)
correspondentes aos sinais dos hidrogénios H-3' e H-6’, respectivamente. O
espectro de HSQC (Figura 4.19) apresentou a correlacao sinais dos hidrogénios em
oy 6,36 e Oy 7,83 com os carbonos em, &6c 103,8 (C-3’) e &c 135,6 (C-6)),
respectivamente. A analise do espectro de HMBC (Figura 4.20) revelou a correlagéo
do sinal do dubleto em &4 6,36 com os dos carbonos 8¢ 103,8 (C-3’); 6¢ 113,3 (C-1);
0c 165,4 (C-2’) e &¢c 166,4 (C-4’), sendo estes dois ultimos pertencentes a funcao
fendlica; e finalmente o dubleto em &y 7,83 correlaciona-se com os dos carbonos em
0. 103,8 (C-3’); d¢c 166,4 (C-4’) e 199,2 (C-9), sendo este caracteristico de uma
carbonila conjugada. A observacdo destas correlacées permite atribuir estes sinais
aos hidrogénios 6’ e 3’ do anel A de uma flavona.

OH O

O espectro de RMN 'H (Figura 4.17) revelou um dubleto 5y 7,25 (2H) (J = 8,4
Hz), este acopla com outro dubleto em &y 6,75 (2H) (J = 8,4 Hz), estes sao
caracteristicos dos hidrogénios H-2”/H-6” e 3”/5”, pois estes sdo quimicamente
equivalentes devido a livre rotacao do anel, sendo estes acoplamentos confirmados
pela andlise do espectro de COSY (Figura 4.18).

O espectro de HSQC (Figura 4.19) apresentou a correlacao dos sinais dos
hidrogénios em oy 7,25 e &4 6,75 com os dos carbonos em, ¢ 130,1 (C-2”/6”) e &¢
116,2 (C-37/5”), respectivamente. A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.20)
revelou a correlagéo do sinal do duplo tripleto em &y 7,25 com os dos carbonos &¢
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116,2 (C-37/5”); &¢ 130,1 (C-27/6”) e dc 157,1 (C-4”), este caracteristico de carbono
fendlico; e finalmente o &4 6,75 com o do carbono em &, 134,4 (C-17).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.17) apresentou também um duplo dubleto
em Oy 6,44 (J = 2,8 e 9,6 Hz) caracteristico do hidrogénio H-5", acoplando em meta

com o dubleto em 6,27 (J = 2,8 Hz) referente ao H-3"” e acoplando em orto com um
dubleto em & 7,95 (J = 9,6 Hz) do H-6"".

A analise do espectro de HSQC (Figura 4.19) mostrou a correlagéo do sinal
em Oy 6,44 com o do carbono em &¢ 108,8, atribuido ao C-5"". A andlise do espectro
de HMBC revelou a correlacao deste hidrogénio com os carbonos &¢c 103,8 (C-3) e

5c 113,3 (C-17).

A presenca de dubletos em &y 6,27 (J= 2,8 Hz) e &y 7,95 (J= 9,6 H2z)
correspondem aos sinais dos hidrogénios H-3"” e H-6"", respectivamente. O espectro
de HSQC (Figura 4.19) apresentou a correlagdo dos sinais dos hidrogénios em oy

6,27 e 0y 7,95 com os dos carbonos em &c 103,8 (C-3”) e d¢c 134,0 (C-6"),
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respectivamente. A analise do espectro de HMBC (Figura 4.20) revelou a correlagéo
do sinal do dubleto em &y 6,27 com os carbonos &¢ 108,8 (C-5); ¢ 113,3 (C-1"") e
0c 165,4 (C-2’”), sendo este ultimo pertencente a funcédo fendlica; e finalmente o
dubleto em &y 7,95 correlacionou com os dos carbonos em &c 165,4 (C-2”) e &¢

204,7 (C-9”), sendo este caracteristico de uma carbonila.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.17) apresentou ainda dois singletos, um em
Oy 6,48 (1H) e outro em &y 6,99 (1H) caracteristicos dos hidrogénios H-3 e H-6,
respectivamente. O espectro de HSQC (Figura 4.19) revelou a correlacdo dos sinais
dos hidrogénios em &y 6,48 e 04 6,99 com os dos carbonos em, d¢c 116,6 (C-3) e &¢
117,3 (C-6), respectivamente. A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.20)
apresentou a correlacao do sinal do singleto em 6y 6,48 com os carbonos 8¢ 124,8
(C-1); &¢c 144,7 (C-5) e &c 148,1 (C-4), sendo estes dois ultimos pertencentes a
funcao fendlica; e finalmente o singleto em &y 6,99 com os carbonos em &, 131,3 (C-
2); 8¢ 144,7 (C-5); 8¢ 148,1 (C-4) e dc 141,5 (C-7).

No espectro de RMN 'H pode se verificar ainda um singleto em 8y 7,33 (1H) e
os dubletos em &y 4,39 (J = 8,0 Hz) e &4 5,00 (J = 8,0 Hz) (Figura 4.17).
Através do espectro de COSY (Figura 4.18) pode-se observar que o sinal de

hidrogénio em &4 4,39 acopla com o sinal em &4 5,00.
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O espectro de HSQC (Figura 4.19) apresentou correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 7,33, 64 4,39 e &4 5,00 com os dos carbonos em d¢ 141,5 (C-7),
Oc 48,3 (C-7") e d¢ 51,0 (C-8”), respectivamente. A analise do espectro de HMBC
(Figura 4.21) mostra a correlacdo do singleto em &y 7,33 com sinais dos carbonos
em 8¢ 117,3 (C-6); &¢c 124,8 (C-1) e &¢ 131,3 (C-2) e &¢ 199,2 (C-9); o dubleto em oy
4,39 com os sinais dos carbonos em &, 51,0 (C-8”); ¢ 117,3 (C-6); dc 124,8 (C-1);
0c 199,2 (C-9) e &¢ 204,7 (C-97); finalmente o dubleto em &4 5,00 com os sinais dos
carbonos em o 48,3 (C-7"); &¢c 124,8 (C-1); &¢c 141,5 (C-7); &¢c 199,2 (C-9) e ¢
204,7 (C-9”).
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Figura 4.21 - Mapa de contorno do experimento de HMBC da substancia V
(Acetona-d6, 400 MHz).
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Tabela 4.4 - Dados de RMN 'H e '3C da substancia V juntamente com os dados
encontrados na literatura

6 (ppm), J (Hz)

v? BANDEIRA Ve BANDEIRA
Cc et al., 2003° et al., 2003°
1 124,8 1248
2 131,3 131,4
3 6,48 (s) 6,49 (s) 116,6 116,8
4 148,1 148,7
5 144,7 1452
6 6,99 (s) 7,05 (s) 117,3 117,3
7 7,33 (s) 7,34 (s) 141,5 141,6
8 124,8 1248
9 199,2 199,2
1’ 113,3 113,4
2 165,4 165,8
3 6,36 (d, 2,4) 6,36 (d, 2,3) 103,8 103,9
4 166,4 166,9
5 6,46 (dd, 9,2;2,4) 6,48 (dd, 2,3; 8,7) 108,7 108,6
6 7,83 (d, 9,2) 7,83 (d, 8,7) 135,6 135,7
17 134,4 134,7
2" 7,25 (d, 8,4) 7,16 (d, 8,4) 130,1 130,2
e
3” 6,75 (d, 8,4) 6,75 (d, 8,4) 116,2 116,3
5
4” 157,1 157,3
7" 4,39 (d, 8,0) 4,40 (d, 6,1) 48,3 48,4
8” 5,00 (d, 8,0) 5,01 (d, 6,1) 51,0 51,1
9” 204,7 204,7
17 113,3 113,1
2 165,4 165,7
3” 6,27 (d, 2,8) 6,28 (d, 2,2) 103,8 103,8
47 166,4 166,4
5” 6,44 (dd, 2,8;9,6) 6,46 (dd, 2,2, 9,1) 108,8 108,9
6" 7,95 (d, 9,6) 7,94 (d, 9,1) 134,0 133,9

¢ Acetona-d6, 400MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.

® MeOD, 'H (500MHz) e *C (125MHz).

Para a determinacdo da configuracdo relativa do composto V, foram

realizados os experimentos gNOESY (Tabela 4.5 e Figura 4.22).

Nestes

experimentos foram observados efeitos NOE quando foram irradiados os sinais de
H-7" em &y 4,39 para os sinais dos hidrogénios 5,00 (C-8”); 6,48 (C-3); 7,25 (C-
2”/6”); 7,95 (C-6"") e &y 5,00 para os sinais dos hidrogénios 4,39 (C-77), 7,25, (C-

81



Resultados e Discussao

2”’/6”) e 7,95 (C-6"") que exigem que estes hidrogénios estejam dos mesmos lados
que o0s anéis aromaticos e portanto trans entre si. As demais irradiacoes

confirmaram a estrutura proposta.

Tabela 4.5 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia V
H (dy) Irradiado g-NOESY (dy)

7 (7,33) 7,83 (C-6');
6,99 (C-6).

2" (7,25) 6,75 (C-37);
4,39 (C-77;
5,00(C-8”).

7" (4,39) 5,00(C-8");
6,48 (C-3);

7,25 (C-2"/6");
7,95 (C-6™).

8” (5,00) 4,39 (C-77)
7,25, (C-2"/6")
7,95 (C-6"")
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mixing time= 500ms; ns=32

T T
11 10 ppm

Figura 422 - Experimento de gNOESY da substancia V (Acetona-d6)_.

A andlise dos dados de RMN de 'H, 'C e experimentos bidimensionais
(HSQC, HMBC e COSY) da substancia V, juntamente com comparagcdo com a
literatura (BANDEIRA et al., 2003) (Tabela 4.4) levou a identificagdo inequivoca
desta substdncia como sendo rel-(7"S,8’R)-(2’,4,4’,5,tetrahidroxichalcona-
(2>77,8>8")-2",4”,4”-trihidroxi-7”,8”-dihidrochalcona, conhecida como Urundeuvina
A, porém com a estereoquimica entre 77,8” trans, e ndo cis como aparece na
publicacdo de BANDEIRA et al. (2003) onde nao houve a realizacdo do experimento
de gNOESY. Portanto na literatura devem ser trocadas as estereoquimicas relativas
das estruturas de Urundeuvina A por C e vice versa, assim como as
estereoquimicas absolutas como sera discutido no item 4.2.1.1.12. A Unica
diferenca observada entre os dados de RMN € a constante de acoplamento entre os
hidrogénios 7” e 8” de 8,1 Hz obtidos neste trabalho e 6,1 Hz na literatura que deve
ter sido causada pelas ligacdes de hidrogénio do solvente metanol com a molécula

alterando a conformacao da mesma.
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A andlise do espectro de IV obtido em pastilhas de NaCl (Figura 4.23) indicou
a presenca de bandas de absorgdes: larga e intensa em 3306 cm™ referente ao
estiramento axial de hidroxila (O-H), estiramento axiais sobrepostos referente a
ligagdo (C=0) e ligagdo C-Cs,° em 1614 cm™, sendo que este fato se deve a
presenca da dupla ligacdo conjugada que resulta na deformacao axial assimétrica
que produz uma absorbéancia de intensidade forte.

Na regido entre 1511-1446 cm™ aparecem as bandas de absorcdes referentes
ao estiramento C=C dos anéis aromaticos. Entre 1232-1106 cm™ referentes aos
estiramentos angulares no plano para ligagbes C-H sp2 dos anéis aromaticos,
enquanto entre 882-606 cm™' referem-se aos estiramentos angulares fora do plano.
Essa regido pode definir os padrdes de substituicdes dos anéis aromaticos, porém
para este composto nao foi possivel definir utilizando estes dados pela alta
complexidade que a substancia apresenta.
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ey ) o 3‘7‘«‘{ -

Figura 4.23 - Espectro de infravermelho da substancia V (Pastilha NaCl).

No espectro de ultravioleta (Figura 4.24) foram observadas as bandas de
absorcdo em 220, 278, 320 e 380 nm. Para a atribuicdo de cada uma das bandas
citadas foram utilizadas informacdes daquelas caracteristicas de sistemas
aromaticos e calculos tedricos para aqueles que tém carbonilas ligadas diretamente
aos anéis (regras empiricas, SILVERSTEIN et al., 1994; PAVIA et al., 2010). Aliado
a analise de RMN, estes dados auxiliaram a elucidacao estrutural de V.

Assim, analisando a banda em 220 nm, esta absorcao se aproxima ao valor
base correspondente ao cromoforo fenol (210 nm) com residuo alquil na posicao

para.

S,
HO

Ainda no espectro de UV a banda em 278 nm, refere-se ao fragmento da
molécula correspondente ao derivado do benzeno substituido com carbonila,
tomando como base o valor de 246 nm (ArCOR), juntamente com os incrementos de
duas hidroxilas nas posi¢des para (+ 25 nm) e orto (+ 7 nm), resultando assim no
valor tedrico de 278 nm, confirmando o valor o observado. A molécula utilizada para

o calculo tedrico € a sequir.
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HO

OH O

As bandas 320 e 380 nm correspondem a 2,3-dihidroxinaftaleno, de acordo
com os dados de literatura (BUGRIN et al., 2007).

= ""li 220 nm
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Figura 4.24 - Espectro de ultravioleta da substancia V.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula molecular
da substancia V, foi realizado o experimento de massas de alta resolucao no modo
positivo e negativo. O modo negativo (Figura 4.25) apresentou a melhor resolucao,
ja que a molécula apresenta grupos hidroxilas, sendo que estas comportam melhor a
perda do préton, tornando-as com carga negativa devido a grande
eletronegatividade do &tomo de oxigénio. Assim, através do resultado foi
confirmando a massa de ([M-H] 525,1200 Da) que corresponde a férmula molecular
C3OH2209-
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Figura 4.25 - Espectro de massas de alta resolucao da substancia V no modo
negativo.
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4.2.1.1.6 — Elucidacao estrutural das Substancias VI

A substancia V foi isolada da fracao RVACIV (p.32) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.10, p.32). A substancia apresentou-se como sélido
amorfo de coloracdo amarela e sua elucidacao estrutural foi realizada através de
dados de espectro de RMN 'H (Figura 4.26), COSY (Figura 4.27), HSQC (Figura
4.28), HMBC (Figura 4.29, 4.30) e comparagdo com os dados da literatura
(BANDEIRA et al., 2003, Tabela 4.6).

No espectro de RMN 'H (Figura 4.26) observou-se um duplo dubleto em &y
6,48 (J = 8,4 Hz e 2,4 Hz) referente ao H-5" acoplando em meta com um dubleto em
On 6,50 (J = 2,4 Hz) referente ao hidrogénio H-3’ e em orto com um dubleto &y 7,55
(J = 8,4 Hz) referente ao H-6'. Esses sinais remetem ao anel A de um flavondide
substituido nas posicdes 2’ e 4’, sendo estes acoplamentos confirmados pela analise
do espectro de COSY (Figura 4.27).

O espectro de HSQC (Figura 4.28) revelou a correlacdo dos sinais do
hidrogénio em &y 6,48 com o do carbono em &¢c 111,9 (C-5’). A analise do espectro
de HMBC (Figura 4.29) indicou a correlagdo do sinal em &y 6,48 com os dos
carbonos em 8¢114,3, atribuido ao C-1’ e 8¢ 164,7 atribuido ao C-2'.

N espectro de HSQC (Figura 4.28) observou-se também a correlagdo dos
hidrogénios em &y 6,50 e &y 7,55 com os dos carbonos em, &¢c 104,1 (C-3’) e &¢
129,9 (C-6’), respectivamente. A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.29) mostra

a correlagao do sinal do dubleto em &4 6,50 com os dos carbonos &¢ 111,9(C-5); &¢
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114,3 (C-1’); ¢ 164,7 (C-2’) e &¢ 167,6 (C-4’), sendo estes dois ultimos referentes a
fungéo fendlica; e o dubleto em &y 7,55 com os dos carbonos em &, 164,7 (C-2°); d¢
167,6 (C-4’) e 193,2 (C-9), sendo este caracteristico de uma carbonila. A observacao
destas correlagdes permite atribuir estes sinais aos hidrogénios 6 e 8 do anel A de

uma flavona.
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Flgura 4.26 - Espectro de RMN de "H da substancia VI (MeOD, 400MHz).
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Flgura 4.27 - Mapa de contorno do experlmento de COSY da substanma VI (MeQD,

400 MHz)
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Figura 4.28 - Mapa de contorno do experlmento HSQC da substanma VI (MeOD 400

MHz).
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Figura 4.29 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia VI (MeOD,
400 MHz)

O espectro de RMN 'H (Figura 4.26) mostrou também um dupleto em 3y 6,84
(2H) (J = 8,8 Hz) acoplando aquele com &y 6,56 (2H) (J = 8,8 Hz), estes sao
caracteristicos dos hidrogénios H-2”/H-6"e H-3”/H-5" e isto ocorre devido a livre

rotacéo do anel que deixam os hidrogénios quimicamente equivalentes.

O espectro de HSQC (Figura 4.28) mostrou a correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,84 e 04 6,56 com os carbonos em, &c 131,4 (C-2”/6”) e &¢
116,2 (C-3"/5”), respectivamente. A andlise do espectro de HMBC (Figura 4.29)
mostra a correlacdo do sinal do dubleto em &4 6,84 com os dos carbonos &¢ 116,2
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(C-37/5”); &¢c 131,4 (C-27/6”) e &¢c 157,5 (C-4”), este caracteristico de carbono
fendlico; e o dupleto em &4 6,56 com os dos carbonos em &, 136,0 (C-1”) e &¢ 157,5
(C-4").

O espectro de RMN 'H (Figura 4.26) mostrou, ainda, um duplo dubleto em &y
6,02 (J = 3,6 e 9,2 Hz) caracteristico do hidrogénio H-5"" acoplando em meta com o
dubleto em &y 6,12 (J = 3,6 Hz) referente ao H-3"” e em orto com um dubleto em &
7,20 (J = 9,2 Hz) do H-6"", sendo estes acoplamentos confirmados pela analise do

espectro de COSY (Figura 4.27).

A andlise do espectro de HSQC (Figura 4.28) mostra a correlagdo do sinal
em 0y 6,02 com o do carbono em &¢ 108,4, atribuido ao C-5"". A anadlise do espectro
de HMBC (Figura 4.29) mostra a correlacao deste hidrogénio com o carbono &¢

116,1 (C-1™).

O espectro de HSQC (Figura 4.28) mostrou também a correlacao dos sinais
dos hidrogénios em 6y 6,12 e 8y 7,20 com os dos carbonos em, ¢ 102,9 (C-3") e &¢
134,6 (C-6""), respectivamente. A analise do espectro de HMBC (Figura 4.29)
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mostra a correlacdo do sinal do dubleto em &y 6,12 com os dos carbonos ¢ 108,4
(C-5); d¢c 116,1 (C-1"") e &¢ 165,8 (C-2"), sendo este Ultimo pertencente a funcao
fendlica; e o dubleto em &, 7,20 com os dos carbonos em &. 165,8 (C-2) e &¢ 207,7

(C-97), sendo este caracteristico de uma carbonila.

A anélise do espectro de RMN 'H (Figura 4.26) indicou os dubletos em
6,19 (J= 1,6 Hz) e em 6y 7,15 (J = 1,6 Hz) acoplando entre-si, caracteristicos dos
hidrogénios H-3 e H-6, respectivamente. O espectro de HSQC (Figura 4.28)
mostrou a correlagéo dos hidrogénios em &y 6,19 e &4 7,15 com os dos carbonos em
0c 117,1 (C-3) e &¢c 112,9 (C-6), respectivamente. A anélise do espectro de HMBC
(Figura 4.29) mostrou a correlacdo do sinal dubleto em &y 6,19 com os dos
carbonos 6¢ 126,6 (C-1); 8¢ 145,7 (C-5) e d¢c 147,0 (C-4), sendo estes dois ultimos
pertencentes a fungéo fendlica; e do dubleto em 647,15 com os dos carbonos em &
132,5 (C-2); 6¢ 145,7 (C-5) e d¢ 147,0 (C-4).

Finalmente, a andlise da regido de sinais de hidrogénios ligados a carbonos
sp® no espectro de RMN'H (Figura 4.26), mostrou um duplo dubleto em &y 3,62 (J =
10,8 e 14,8 Hz, H-8) acoplando com um tripleto em &y 4,02 (J =10,8 Hz, H-8") e com
um dubleto em &4 5,55 (J = 14,8 Hz, H-7), e estas constantes sugerem posicoes
diaxiais entre eles. O dubleto em &y 4,02 acopla também com o dubleto em &y 4,13
(J = 10,8 Hz, H-7"), também diaxiais e, portanto, todos trans entre si. Estes
acoplamentos sé@o confirmados no espectro de COSY (Figura 4.27).
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O espectro de HSQC (Figura 4.28) mostrou a correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em &y 3,62, 04 4,02, &4 4,13 e &y 5,55 com os carbonos em, &¢ 52,3 (C-
8), 6¢c 47,7 (C-8”), d¢c 52,2 (C-7”) e d¢ 79,7 (C-7) respectivamente. A analise do
espectro de HMBC (Figura 4.30) mostrou a correlacao dos sinais: dubleto em oy
5,55 com os dos carbonos &¢ 126,6 (C-1), d¢c 132,5 (C-2) e d¢ 193,2 (C-9); duplo
dubleto em &4 3,62 com os carbonos em &.47,7 (C-8”), d¢c 79,7 (C-7) e &¢ 193,2 (C-
9); tripleto em &y 4,02 com os carbonos &¢ 52,3 (C-8), &¢ 79,7 (C-7) e &¢ 136,0 (C-
1”) e 207,7 (C-9”) e finalmente, dubleto em &y 4,13 com os dos carbonos &¢ 47,7 (C-
8”), 6¢c 132,5 (C-2), ¢ 136,0 (C-1") e &¢c 207,7 (C-9”). A posicao do anel para
dissubstituido na posicao 7” pode ser confirmada pela correlagdo do H-2” com o C-
7.
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Figura 4.30 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia VI (MeOD,
400 MHz).

A andlise dos dados de RMN de 'H, '*C e experimentos bidimensionais

(HSQC, HMBC e COSY) da substancia VI, juntamente com comparacdo com a
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literatura (Tabela 4.6) levou a determinacdo da estrutura desta substancia como
sendo (7*R,8*S,7”S,8"R)-2’, 4,4’, 5,7-pentahidroxi-7,8-dihidrochalcona-(2->7”,8>8")-
27,4 4”-trihidroxi-7”, 8”-dihidrochalcona, um isémero de matosina que possui a
estereoquimica absoluta 7R,8R,7”R,8”S, conforme discutido no item 4.2.1.1.12.

Vi Matosina

A partir da constante de acoplamento foi possivel propor os angulos diedros
entre os hidrogénios 7, 8, 7” e 8” utilizando o Diagrama de Karplus (SILVERSTEIN et
al., 1994) do composto VI. Os hidrogénios 7 e 8 com relagédo diaxial entre si e
constante de acoplamento de 14,8 Hz, apresentam angulo de 180° entre 8 e 8’ e 77
devem também ser diaxiais com angulo entre eles proximos de 150° ja que
constante de acoplamento entre eles é de 10,8 Hz, que é alta, indicando pequena
distorcdo da conformacao do anel. Esta analise permite explicar as diferencas de
deslocamentos quimicos e constantes de acoplamentos de VI e Matosine (Tabela
4.6). Para confirmar a determinacdo da configuracéo relativa do composto VI, foram
realizados os experimentos gROESY (Tabela 4.7 e Figura 4.31) e os efeitos NOE
observados de H-8 (64 3,61) com H-7" (64 4,13), e H8” (61 4,02) com H-27/6” (54 6,84)

que os localizam cis entre si, confirmar a estereroquimica relativa proposta.
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Tabela 4.6 - Dados de RMN "H e '*C das substancias VI e matosina (BANDEIRA
et al., 2003)

6 ppm, JHz
C Vi Matosina® Vi Matosina®
1 --- --- 126,6 121.8
2 - - 132,5 130.5
3 6,19 (d, 1,6) 6,28 (s) 117,1 113.9
4 147,0 145.2
5 S — 145,7 1425
6 7,15(d, 1,6) 6,88 (s) 112,9 114.6
7 5,55 (d, 14,8) 5,38 (brs) 79,7 75.7
8  3,62(dd, 10,8 e 14,8) 3,08 (brd 11.4) 52,3 48.6
9 - - 193,2 190.5
% 114,3 111.1
2 164,7 161,9
3 6,50 (d, 2,4) 6,46 (brs) 104,1 100.8
4 167,6 163,8
5 6,48 (dd, 2,4 e 8,4) 6,45 (brd 8.3) 111,9 109.5
6’ 7,55 (d, 8,4) 7,43 (d 8.3) 129,9 127.7
17 136,0 133.0
27 6,84 (d, 8,8) 6,95 (d 8.2) 131,4 128.4
6
3” 6,56 (d, 8,8) 6,62 (d 8.2) 116,2 113.6
5
157,5 154.4
4,13 (d, 10,8) 4,43 (d 10.6) 52,2 46.7
8 4,02 (t, 10,8) 4,34 (dd 10.6 e 11.4) 47,7 43.2
9’ 207,7 202.4
17 116,1 112.7
2 165,8 163.8
3” 6,12 (d, 3,6) 6,09 (brs) 102,9 100.7
4 167,6 164.4
5 6,02 (dd, 3,6 € 9,2) 5,80 (brd 9.0) 108.,4 105.7
6 7,20 (d, 9,2) 6,75 (d 9.0) 134,6 130.1

4 MeOD, 400MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.

® MeOD, 'H (500MHz) e *C (125MHz).
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Tabela 4.7 - Dados obtidos do experimento gROESY da substancia VI

H (&y) Irradiado gROESY
OH
7 (5,55)
8 (3,62) 4,13 (H-77)
5,55 (H-7)
7" (4,13) 6,84(H2"/6”)
3,62 (H-8)
8” (4,02) 7,20 (H-6")
6,84 (H-2/6”)
5,55 (H-7)

W

Ll

i-;_ﬁ B

4

Figura 4.31 - Experimento de gROESY da substancia VI (MeOD, 400 MHz).
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A andlise do espectro de IV obtido em pastilhas de NaCl (Figura 4.32) indicou
a presenca das seguintes bandas de absorcdo: larga e intensa em 3404 cm’
referentes aos estiramentos axiais de hidroxilas (O-H), estiramento axiais
sobrepostos referente a ligacao (C=0) e ligacéo C-Csp2 em 1612 cm™, sendo que
este fato se deve a presenca da dupla ligagdo conjugada que resulta na deformacéao
axial assimétrica que produz uma absorbancia de intensidade forte, na regidao entre
1508-1457 cm™ bandas referentes aos estiramentos C=C dos anéis aromaticos,
entre 1237-1015 cm™' referentes aos estiramentos angulares no plano para ligacdes
C-H &, dos anéis aromatico; entre 883-665 cm™' referente ao estiramento angular
fora do plano (essa regidao pode definir o padrdo de substituicio dos anéis
aromaticos, porém para este composto nao foi possivel utilizar este dado pela alta
complexidade apresentada pela substancia).

e e T oy i

Figura 4.32 - Espectro de infravermelho da substancia VI (Pastilha NaCl).

No espectro de ultravioleta (Figura 4.33) foram observadas as bandas de
absorcdo em 210, 225, 280 e 318 nm. Para a atribuicdo de cada uma das bandas
citadas foram utilizadas informacdes daquelas caracteristicas de sistemas
aromaticos e calculos tedricos para aqueles que tém carbonilas ligadas diretamente
aos anéis (regras empiricas, SILVERSTEIN et al., 1994; PAVIA et al., 2010). Aliado
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a andlise de RMN, estes dados auxiliaram a elucidacao estrutural de VI. As bandas
em 210, 225 e 280 nm correspondem a 2,3-dihidroxi-5,6,7,8-tetrahidronaftaleno, de
acordo com os dados de literatura (IVERSON et al., 1995).

Ainda no espectro de UV a banda em 280 nm, refere-se ao fragmento da
molécula correspondente ao derivado do benzeno substituido com carbonila,
tomando como base o valor de 246 nm (ArCOR), juntamente com os incrementos de
duas hidroxilas nas posi¢cdes para (+ 25 nm) e orto (+ 7 nm), resultando assim no

valor tedérico de 278 nm, confirmando o valor o observado.

240 320 400 480 560 640 720
Wavelength (nm)

Figura 4.33 - Espectro de ultravioleta da substancia VI.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula molecular
da substancia VI, foi realizado o experimento espectrometria de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O modo negativo (Figura 4.34) apresentou a
melhor resolucdo, ja& que a molécula apresenta grupos hidroxilas, sendo que estas
comportam melhor a perda do préton, tornando-as com carga negativa devido a
grande eletronegatividade do atomo de oxigénio. Assim, através do resultado foi
confirmando a massa de ([M-H — H.O] 525,1323 Da) que corresponde a férmula

molecular C3oH2401¢ da substéncia VI apds a perda de agua e préton.
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525.1323

Figura 4. 34 - Espectro de Jrhéssas de alta resolucao da substancia VI no modo

negativo.
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4.2.1.1.7 - Elucidacao estrutural das Substancias VII

A substancia VIl foi isolada da fracado RACV (p.33) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.11, p.33). A substancia apresentou-se como sélido
amorfo de coloragcdo amarela. A analise dos dados de RMN 'H (Figura 4.35), COSY
(Figura 4.36), HSQC (Figura 4.37), HMBC (Figura 4.38) comparacao com dados da
literatura (BANDEIRA et al. (2003), Tabela 4.8 e 4.9) levaram a mesma estrutura de
VI, porém, estes experimentos revelaram que as configuragdes absoluta (ltem
4.2.1.1.12) nos carbonos 7, 8, 7” e 8” diferem de VI e de matosina [(7R,8R,7"R,8"S)-
2',4,4 5, 7-pentahidroxi-7,8-dihidrochalcona-(2->7”,8>8")-2”,4” 4”-trihidroxi-7”, 8-
dihidrochalcona] isolada por BANDEIRA et al. (2003) de Myracrodruon urundeuva
Rf. All. (sinonimia de Astronium urundeuva Engl.). Para a substancia VIl isolada no
presente trabalho foi proposta a estereoquimica: 7S,8R,7°S,8’S e 0 nome da
substancia (7S,8R,7”S,8"S)-2’,4,4’ 5,7-pentahidroxi-7,8-dihidrochalcona-
(2->77,8>8")-27,4”,4”-trihidroxi-7”, 8”-dihidrochalcona baseado principalmente nos
dados de gNOESY e dicroismo circular (ltem 4.2.1.1.12) discutido adiante.

Matosina VI

101



Resultados e Discussao

Tabela 4.8 - Dados de RMN 'H das substancias VI, VIl e matosina (BANDEIRA et

al., 2003)
& ppm, J Hz

H Vi@ Matosina® VIIe

3 6,19 (d, 1,6) 6,28 (s) 6,40 (s)

6 7,15 (d, 1,6) 6,88 (s) 7,40 (s)

7 5,55 (d, 14,8) 5,38 (brs) 5,40 (d, 13,2)

8 3,62 3,08 (brd 11.4) 3,68

(dd, 10,8 € 14,8) (dd, 12,0 € 13,2)

3 6,50 (d, 2,4) 6,46 (brs) 6,63 (d, 1,6)

’ 6,48 6,45 (brd 8.3) 6,60 (m)
(dd, 2,4 e 8,4)

6’ 7,55 (d, 8,4) 7,43 (d 8.3) 7,57 (d, 8,8)
2’ e6” 6,84 (dt, 8,8) 6.95 (d 8.2) 6,56 (s.sobrep)
3"eb” 6,56 (dt, 8,8) 6.62 (d 8.2) 6,56 (s.sobrep.)

7" 4,13 (d, 10,8) 4.43 (d 10.6) 4,45 (d, 5,6)

8” 4,02 (t, 10,8) 4.34 4,35

(dd 10.6 e 11.4) (dd, 5,6 e 12,0)
6,12 (d, 3,6) 6.09 (brs) 6,38 (d, 2,8)
5 6,02 5.80 (brd 9.0) 6,54 (m)
(dd, 3,6 € 9,2)
6" 7,20 (d, 9,2) 6.75 (d 9.0) 8,18(d, 8,8)

4MeOD, © Acetona-d6, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.
®MeOD, 'H (500MHz) e *C (125MHz).
s.sobrepost.: sinal sobreposto
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Tabela 4. 9 - Dados de RMN '*C das substancias VI e VIl e Matosina (BANDEIRA et
al., 2003)

o ppm
C vI? Matosina® VII°
1 126,6 121.8 125,3
2 132,5 130.5 131,5
3 1171 113.9 1171
4 147.,0 145.2 145,6
5 145,7 142.5 146,5
6 112,9 114.6 113,0
7 79,7 75.7 79,4
8 52,3 48.6 449
9 193,2 190.5 192,0
1’ 114,3 111.1 115,7
2 164,7 161,9 164,0
3 1041 100.8 103,9
4 167,6 163,8 165,6
5 111,9 109.5 1111
6’ 129,9 127.7 129,5
1” 136,0 133.0 1341
2” e 6" 131,4 128.4 131,2
eb” 116,2 113.6 115,5
4” 157,5 154 .4 156,9
77 52,2 46.7 47,0
8” 47,7 43.2 43,8
9” 207,7 202.4 206,1
17 116,1 112.7 114,4
27 165,8 163.8 165,6
37 102,9 100.7 103,9
4” 167,6 164.4 166,3
5” 108,4 105.7 108,8
6" 134,6 130.1 129,5

#MeOD, ° Acetona-d6, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.
®MeOD, 'H (500MHz) e *C (125MHz).
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Figura 4. 35 - Espectro de RMN de 'H da substancia VIl (Acetona-d6, 400MHz).
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Figura 4.36 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia VII
(Acetona-d6, 400MHz).
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A atribuicdo dos dados de RMN'H foi realizada através da utilizacdo dos
espectros de RMN'H, de COSY e os valores de constantes de acoplamento e
utilizando os dados das substancias VI, discutida no item anterior, e de matosina
(BANDEIRA et al., 2003) como modelo (Tabela 4.8). A atribuicdo dos dados de
RMN'3C foi realizada pela correlagdo entre hidrogénios e os carbonos aos quais
estao diretamente ligados (HSQC) e a longa distancia (HMBC) e constam da Tabela
4.9.

A partir da constante de acoplamento foi possivel propor os angulos diedros
entre os hidrogénios 7, 8, 77 e 8” utilizando o diagrama de Karplus (SILVERSTEIN et
al., 1994) do composto VII. Os hidrogénios 7 e 8 com relacdo diaxial entre si e
constante de acoplamento de 13,2 Hz, apresentam angulo de aproximadamente
180°; entre 8 e 8” devem também ser diaxiais com angulo entre eles proximos de
160°, ja que constante de acoplamento entre eles é de 12,0 Hz, que ¢é alta, indicando
pequena distorcdo da conformacgdo do anel; entre 8" e 7” devem ser diequatorial
com angulo entre eles proximos de 45° levando ao valor de 5,6 Hz para a constante
de acopalmento. Esta andlise permite explicar as diferencas de deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamentos de VII, VI e Matosina (Tabela 4.8). Para
confirmar a determinacao da configuracao relativa do composto VII, foram realizados
os experimentos gNOESY (Tabela 4.10 e Figura 4.39) e os efeitos NOE observados
de H-7" (dy 4,45) com H-6” (&4 8,18), e H-7 (dy 5,40) com H-8 (&4 3,68) que os
localizam cis entre si, confirmam a estereroquimica relativa proposta.

Tabela 4.10 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia VI

H (8n) Irradiado gNOESY

OH

7 (5,40) 7,40 (H-6)

4,35 (H-8")

3,68 (H-8)

7” (4,45) 6,40 (H-3)

6,56 (H-2" € 6”)

8,18 (H-6")

8" (4,35) 5,40 (H-7)

8,18 (H-6")
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mixing time= 250msa; ns=64
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Figura 4.39 - Experimento de gNOESY da substéancia VIl (MeOD, 400 MHz).

O espectro de IV registrado em pastilhas de NaCl (Figura 4.40) mostrou
bandas de absorcdes: larga e intensa em 3411 cm™ referente ao estiramento axial
de hidroxila (O-H), estiramento axiais sobrepostos referente a ligacdo (C=0) e
ligacao C-Csp2 em 1609 cm™, sendo que este fato se deve a presenca da dupla
ligacdo conjugada que resulta na deformagado axial assimétrica que produz uma
absorbancia de intensidade forte; na regido entre 1507-1451 cm™ referentes aos
estiramentos C=C dos anéis aromaticos; entre 1230-1002 cm™ referentes aos
estiramentos angulares no plano dos hidrogénios das ligacdes C-H sz dos anéis
aromaticos; e entre 915-691 cm™' referentes aos estiramentos angulares fora do

plano.
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i

Figura 4.40 - Espectro de infravermelho da substancia VII (Pastilha NaCl).

No espectro de ultravioleta (Figura 4.41) foram observadas as bandas de
absorcdo em 210, 225, 280. Para a atribuicdo de cada uma das bandas citadas
foram utilizadas informagdes daquelas caracteristicas de sistemas aromaticos e
célculos tedricos para aqueles que tém carbonilas ligadas diretamente aos anéis
(regras empiricas, SILVERSTEIN et al., 1994; PAVIA et al., 2010). Aliado a analise
de RMN, estes dados auxiliaram a elucidacao estrutural de VI. As bandas em 210,
225 e 280 nm correspondem a 2,3-dihidroxi-5,6,7,8-tetrahidronaftaleno, de acordo
com os dados de literatura (IVERSON et. al., 1995). A banda em 280 nm refere-se
também ao fragmento da molécula correspondente ao derivado do benzeno
substituido com carbonila (tomando como base o valor de 246 nm (ArCOR),
juntamente com os incrementos de duas hidroxilas nas posigées para (+ 25 nm) e
orto (+ 7 nm), resultando assim no valor teérico de 278 nm, confirmando o valor o

observado).

108



Resultados e Discussao

205 nm

B d
 ———

.4

225 nm

)
&
I

Aowetae
| F‘| ;
4
d
A

278 nm

o 8 g @
B Bl W @

i

316 nm

e
i
in

RN

T T T ) T T T T T T
220 320 200 az0 56D 730 =00 280 =50 1040

&40
Waveiength (nm)

Figura 4.41 - Espectro de ultravioleta da substancia VII.

Para confirmar o peso molecular e como consequéncia a formula molecular
da substancia VI, foi realizado o experimento espectrometria de massas de alta
resolucdo no modo positivo e negativo. O modo positivo (Figura 4.42) apresentou a
melhor resolugédo. Assim, através do resultado foi confirmando a massa de ([M+H —
H.O]" 525,1060 Da) que corresponde & férmula molecular CsoH2401 da substancia

VIl ap6s ganho de préton seguido pela perda de agua.
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Figura 4.42 - Espectro de massas de alta resolucao da substancia VII.
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4.2.1.1.8 - Elucidacao estrutural da Substancia VIl

A substancia VIl foi isolada da fragdo RACVI-3 (p.34) do extrato acetato de
etila das raizes (Fluxograma 3.12, p.34). A substancia apresentou-se como sélido
amorfo amarelo e sua elucidacdo estrutural foi realizada através de dados de
espectro de RMN 'H (Figura 4.43), COSY (Figura 4.44), HSQC (Figura 4.45),
HMBC (Figuras 4.46-48) (Tabela 4.11).

O experimento de HMBC das Figuras 4.46 foi obtido através de uma
constante de acoplamento de 8 Hz, porém algumas correlagdes foram observadas
através do experimento utilizando uma constante de 4 Hz (Figura 4.47-48).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.43, Tabela 4.11) apresentou dois dubletos
em oy 7,84 (H-6’) e 646,92 (H-3’), com constantes de acoplamento J = 8,4 e 2,4 Hz,
respectivamente e um duplo dubleto em &y 6,87 (H-5’) com a constante de J=8,4 e
2,4 Hz, sugerindo-se assim a presenca de um anel aromatico trisubstituido, sendo
que duas substituicdes sdo vizinhas e a terceira em posicdo meta. Através do
experimento COSY (Figura 4.44) pode-se observar que se trata de um sistema de
spins acoplados.
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Figura 4. 43 Espectro de RMN de "H da substancia VIl (MeOD 400MHz).
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Figura 4.44 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substanma Vil (MeOD
400MHz).
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O mapa de contorno HSQC (Figura 4.45) mostrou as correlacdes dos sinais
de hidrogénios em &y 6,87 com o do carbono em &¢ 111,8 (C-5’); os dois dubletos
em 0y 6,92 (J=2,4 Hz) e &4 7,84 (J = 8,4 Hz) com os carbonos em &¢ 104,1 (C-3’) e
0c 127,5 (C-6’) respectivamente. A andlise do mapa de contorno HMIBC (Figura
4.46) revelou as correlagbes dos sinais: dubleto em &4 6,92 com os carbonos &¢
111,8 (C-5) e d¢c 159,1 (C-4’), sendo este ultimo pertencente a funcao fendlica; o
dubleto em &4 7,84 com os carbonos em &, 159,1 (C-4’), ¢ 165,0 (C-2’), ¢ 117,0 (C-
1’) e 8¢ 178,0 (C-9), sendo este caracteristico de uma carbonila conjugada.
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Figura 4.45 - Mapa de contorno do experimento HSQC da substancia VIII (MeOD,
600 MHz).

T T
B.5 4.0

113



Resultados e Discussao

ot i R 1 ] A,JLJL,J L
3

i
e e ———— I T T T e
8 7 6 5 4 : ppm

Figura 4.46 - Mapa de conforno do experimento HMBC da substancia VIl (J=8Hz,
MeQOD, 600 MHz).

O espectro de COSY (Figura 4.44) revelou ainda, mais trés sistemas de
spins. O segundo sistema pode ser observado no espectro de RMNH 'H (Figura
4.43) em que apresentou dois dubletos em &y 8,01 (H-6”) e &y 6,25 (H-3”), com
constantes de acoplamento de J= 9,2 e 3,6 Hz, respectivamente e um duplo dubleto
em Oy 6,46 (H-5”) com a constante de J=9,2/3,6 Hz, sugerindo-se assim a presenca
de um anel aromatico trissubstituido, sendo que duas substituicées sao vizinhas e a
terceira em posigédo meta.
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O mapa de contorno HSQC (Figura 4.45) apresentou as correlacées dos
sinais dos hidrogénios do sistema acima discutido: em &y 6,46 (dd, J = 3,6 € 9,2)
com o do carbono em &¢ 109,6 (C-5"); em &¢ 6,25 (d, J = 3,6 Hz) e 6¢ 8,01 (d, J =
9,2 Hz) com os carbonos em, &¢c 104,1 (C-3"”) e 8¢ 133,4 (C-6""), respectivamente.
Na analise do espectro de HMBC, estes sinais apresentaram correlacbes com 0s
dos carbonos: &4 6,46 com &8¢ 203,3 (C-9”) (quando este experimento foi realizado
com uma constante diferente, 4 Hz, pode-se observar também a correlacdo com &¢
162,1 (C-2”” ); em dy 6,25 com o carbono &c 167,3 (C-4""), sendo este ultimo
pertencente a fungao fendlica; e finalmente o dubleto em &4 8,01 com os carbonos
em &c 133,4 (C-6"") e 203,3 (C-9”), sendo este caracteristico de uma carbonila
conjugada (HMBC em 4Hz, Figura 4.47).
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Figura 4.47 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia VIl (J=4Hz
MeQOD, 600 MHz).

O terceiro sistema de spin observado no COSY (Figura 4.44) foi observado
no espectro de RMN 'H (Figura 4.43) através de um dubleto 5y 6,98 (2H, H-27/6”, J
= 9,2 Hz), este acopla com outro dubleto em &y 6,66 (2H, H-3"/5”, J = 9,2 Hz). Estes
deslocamentos quimicos sdo caracteristicos dos hidrogénios H-2"/H-27/6”e 3”/5”,
isto ocorre devido a livre rotagdo do anel que deixam os hidrogénios quimicamente

equivalentes.
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O mapa de contorno HSQC (Figura 4.45) mostrou a correlacado dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,98 e &4 6,66 com os carbonos em &¢ 129,3 (C-27/6”) e ¢ 116,3
(C-37/5”), respectivamente. A analise do mapa de contorno HMBC (Figura 4.46)
mostra as correlagdes dos sinais dos dubletos: em &y 6,98 com o0 do carbono em &¢
157,5 (C-4”), este caracteristico de carbono fendlico; e em &y 6,66 com os dos
carbonos em 8¢ 135,3 (C-1"") e 6¢ 157,5 (C-4”).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.43) apresentou ainda dois singletos, em &y
7,50 (1H) e 6,48 (1H) caracteristicos dos hidrogénios H-3 e H-6, respectivamente,
que correlagionam com os dos carbonos em, &¢c 117,4 (C-3) e 6¢c 111,8 (C-6),
respectivamente (HSQC, Figura 4.45). A analise do mapa de contorno HMBC
(Figura 4.46) mostra as correlacdes dos sinais em &4 6,48 com os dos carbonos &¢
117,4 (C-3), 6¢c 133,5 (C-2) e 150,6 (C-4), sendo este ultimo pertencente a funcao
fendlica; no experimento utilizando J de 4 Hz pode-se observar a correlacao de oy
6,48 d¢c 162,1 (C-7) (Figura 4.47); e finalmente &4 7,55 com os carbonos em &, 133,5
(C-2); d¢ 146,2 (C-5); ¢ 150,6 (C-4) e ¢ 162,1 (C-7).

O terceiro sistema observado no COSY esta relacionado aos dois dubletos
em &y 5,20 (1H, H-8") e em &4 4,30 (1H, H-7”) com J = 4,8 Hz (Figura 4.44). O mapa
de contorno HSQC (Figura 4.45) mostrou a correlagdo destes sinais com o0s
carbonos em &¢ 47,5 (C-7") e &¢c 49,5 (C-8”), respectivamente. A correlacado obtida
para o dubleto em &y 4,30 no espectro de HMBC s6 pode ser observado no
experimento com constante de 4 Hz (Figura 4.48), em que demonstra a correlacao
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com os carbonos em &, 129,3 (C-1 e C-2”); e verifica-se também que o dubleto em
0n 5,20 correlaciona-se com os dos carbonos em &, 49,5 (C-8”); &¢c 133,5 (C-2); d¢
162,1 (C-7); d¢c 178,0 (C-9) e 6¢ 203,3 (C-9”).
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Figura 4.48 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia VIII (J=4 Hz,
MeQOD, 600 MHz).

118



Resultados e Discussao

Tabela 4.11 - Dados de RMN 'H e '3C das substancia Vil e VII

6 ppm, JHz

C VIR VIIP VIR viP

1 129,3 125,3
2 133,5 131,56
3 6,48 (s) 6,40 (s) 117,4 117,1
4 150,6 145,6
5 146,2 146.,5
6 7,50 (s) 7,40 (s) 111,8 113,0
7 5,40 (d;13,2) 162,1 79,4
8 3,68 112,0 449

(dd; 12,0 e 13,2)

9 178,0 192.0
" 117,0 134,1
2 165,0 164.0
3 6,92 (d; 2,4) 6,63 (d; 1,6) 104,1 103,9
4 159,1 165,6
5 6,87 (dd; 2,4 e 8,4) 6,60 (M) 111,8 111,1
6 7,84 (d; 8,4) 7,57 (d; 8,8) 127,5 129,5
1” 135,3 134,1
2" 6,98 (d; 9,2) 6,56 () 129,3 131,2
&

3" 6,66 (d; 9,2) 6,56 (s) 116,3 115,56
5

4 157.,5 156.9
4 4,30 (d; 4,8) 4,45 (d; 5,6) 47,5 47,0
8” 5,20 (d; 4,8) 4,35 49,5 43,8

(dd; 5,6 e 12,0)

9” 203,3 206,1
1 111,9 14,4
2 162,1 165,6
3" 6,25 (d; 3,6) 6,38 (d; 2,8) 104,1 103,9
4 167,3 166,3
5" 6,46 (dd; 3,6 € 9,2) 6,54 (m) 109,6 108.,8
6” 8,01 (d; 9,2) 8,18 (d; 8,8) 133,4 129,5

& MeOD, 400 e 600 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC

b MeOD, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC
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Com base na analise dos dados discutidos acima de RMN, comparagao com
os dados de VII que foi utilizada como modelo, foi proposta a estrutura VIlI, onde a
estereoquimica dos carbonos 7” e 8” se baseou na constante de acoplamento que é

caracteristica de sistemas onde eles estao em cis.

O espectro de infravermelho obtido em pastilha de NaCl (Figura 4.49)
apresenta as seguintes bandas as absorcdes: larga e intensa em 3373 cm
referentes aos estiramentos axiais de hidroxilas (O-H), estiramento axial da ligacéao
C=0 em 1614 cm™' (banda larga) referente a presenca de carbonilas e C=C anéis
aromaticos; entre 1511-1405 cm™ mostram bandas de absorcdes referentes aos
estiramentos C=C dos anéis aromaticos, entre 1222-1109 cm™ referentes aos
estiramentos angulares no plano para ligacées C-H sp2 dos anéis arométicos, entre

846-646 cm™' referentes ao estiramentos angulares fora do plano.

;L.»f\r:"'?‘!-““’%gw\x i,
1 ' g,
"

= _— e =

Figura 4.49 - Espectro de infravermelho da substancia VIII (Pastilha NaCl).
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Foi realizado o experimento de espectrometria de massas de alta resolucéao

no modo positivo, confirmando massa molecular da substancia [M+H+(-

H»0)]*507,8363 Da.
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4.2.1.1.9 - Elucidacao estrutural da Substancia IX

A substancia IX foi isolada da fracado RACVI (p.34) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.12, p.34). Esta se apresentou como sélido de coloracéo
amarela. A analise dos dados de RMN 'H (Figura 4.50), COSY (Figura 4.51), HSQC
(Figura 4.52), HMBC (Figura 4.53) e comparacao com dados da estrutura de VIII
(Tabela 4.12) levaram a elucidacao estrutural da substancia IX.

O espectro de RMN 'H (Figura 4.51, Tabela 4.11) apresentou um dubleto em
oy 7,90 (H-6’) com constantes de acoplamento J = 8,8 Hz, um singleto largo &4 7,03
(H-3’), € um duplo dubleto em &y 6,77 (H-5’) com as constantes de J = 8,8 € 2,8 Hz,
sugerindo-se assim a presenca de um anel aromatico trisubstituido. Através do
experimento COSY (Figura 4.51) pode-se observar que se trata de um sistema de

spins acoplados.
H
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Figura 4.50 - Espectro de RMN de 'H da substancia IX (MeOD, 400MHz).
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Figura 4.51 -Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia 1X
(MeOD 400MHz).

O sinal de deslocamento quimico do hidrogénio em &y 6,77 (dd, J= 2,8; 8,8
Hz) correlacionou-se com o sinal do carbono em &¢ 115,7 (C-5’), mapa de contorno
de HSQC (Figura 4.52) e com os sinais de carbono em &¢ 115,3 (C-1’) e 8¢ 128,5
(C-6’), mapa de contorno HMBC. O sinal do hidrogénio em &y 7,90 (d, J = 8,8 Hz)
correlaciona-se com o sinal do carbono em &¢ 128,5 (C-6’), mapa de contorno HSQC
e com os sinais de carbono em &; 159,2 (C-4’) e 177,2 (C-9), HMBC, sendo estes
caracteristicos de carbono fendlico e de carbonila conjugada respectivamente. O

sinal de hidrogénio em &y 7,03 (sl) correlacionou-se com o carbono em &¢ 103,1.
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Figura 4.52 - Mapa de contorno do experimento HSQC da substancia IX (MeOD,

400MHz).
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Figura 4.53 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia IX (MeOD,

400MHz).
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O espectro de COSY (Figura 4.51) revelou ainda, mais trés sistemas de outro
sistema de spins. O segundo sistema observado no espectro de RMNH 'H (Figura
4.50) apresentou dois dubletos em &y 6,97 (H-6") e 4 6,15 (H-3"), com constantes
de acoplamento de J = 8,8 e 2,4 Hz, respectivamente e um duplo dubleto em &4 6,02
(H-5”) com as constantes de J= 8,8 e 2,4 Hz, sugerindo-se assim a presenca de um
anel aromatico trissubstituido, sendo que duas substituicbes sdo vizinhas e a

terceira em posicao meta.

O mapa de contorno HSQC (Figura 4.52) apresentou as correlagcées dos
sinais dos hidrogénios do sistema acima discutido: &4 6,02 (dd, J = 2,4 e 8,8) com 0
do carbono em &¢ 108,7 (C-5"); em &¢ 6,15 (d, J = 2,4 Hz) e &¢ 6,97 (d, J = 8,8 Hz)
com os carbonos em, &c 103,0 (C-3”) e &¢c 135,6 (C-6""), respectivamente. Na
analise do espectro de HMBC (Figura 4.53), o sinal de hidrogénio em oy 6,97
correlaciounou se com os sinais de carbonos em &¢ 165,6 (C-2"’) e 203,9 (C-9),
sendo estes caracteristicos de carbono fendlico e de carbonila conjugada
respectivamente, o sinal de hidrogénio em &y 6,15 correlacionou &¢ 108,7 (C-5),
117,2 (C-1"") e 165,6 (C-2"); e finalmente o duplo dubleto em &4 6,02 com o carbono

em 8¢ 117,2 (C-1").

O terceiro sistema de spin verificado no COSY (Figura 4.51) foi observado no
espectro de RMN 'H (Figura 4.50) como dois dubletos em 34 6,89 (H-3”) e &y 6,85
(H-6"), com constantes de acoplamento de J = 2,4 e 8,8 Hz, respectivamente e um
duplo dubleto em &4 6,61 (H-5") com as constantes de J = 8,8 e 2,4 Hz, sugerindo-se
assim a presenga de um anel aromatico trissubstituido, sendo que duas

substituicdes sdo vizinhas e a terceira em posicdo meta.
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O mapa de contorno HSQC (Figura 4.52) mostrou a correlacédo dos sinais dos
hidrogénios em &y 6,87, 0y 6,85 e dy 6,61 com os carbonos em &¢ 111,2 (C-3”), &¢
132,5 (C-6") e &¢c 115,6 (C-5"), respectivamente. A andlise do mapa de contorno
HMBC (Figura 4.53) mostra as correlagdes dos sinais de hidrogénio &4 6,61 com o
carbono em &¢ 127,1 (C-1”), o &4 6,85 com o do carbono em &¢c 120,0 (C-7), &¢c
149,0 (C-2”), 152,1 (C-4”); o &y 6,87 com o carbono em &¢ 120,0 (C-7”), d¢c 132,5
(C-6"), ¢ 127,3 (C-17), &¢c 149,0 (C-27), 152,1 (C-4”), sendo estes dois ultimos
caracteristicos de carbono fendlico.

OH OH

H

O espectro de RMN 'H apresentou ainda sinais de hidrogénio em &y 6,85 (d, J
= 8,4), 64 8,02 (sl) e 647,11 (dd, J= 2,4 e 8,4 Hz), caracteristicos dos hidrogénios H-
5, H-3 e H-6, respectivamente, que correlacionam com os carbonos em &¢ 116,3 (C-
5), ¢ 106,3 (C-3) e &¢c 133,6 (C-6) pelo mapa de contorno HSQC. A analise do

mapa de contorno HMBC mostra as correlagdes dos sinais em 6y 6,85 com o

carbono em &¢ 133,6 (C-6); e finalmente do sinal em &y 7,11 com os carbonos em &
116,3 (C-5) e 6¢c 157,9 (C-4), sendo este pertencente a funcao fendlica.
Através dos dados obtidos pelos espectros de RMN de 'H e '*C (1D, 2D) a

estrutura da substancia proposta é :
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A substancia IX foi submetida a andlise por espectrometria de massas no
modo negativo e apresentou o pico do ion pseudo molecular com 521,2 Daltons [M-
H], indicando a formular molecular C3yH1s09 Foi também obtido o espectro de
MS/MS (Figura 4.54) e a partir do mesmo foi proposta a fragmentacdo da

substancia Xl (Figura 4.55), que auxilia na identificacdo da mesma.

MF_SA_MeOD_DI 33 (2.114) Sm (Mn, 2x1.00); Cm (25:36-(41:52+1:22)) 2: Daughters of 521ES

. 521.2 9.9505

385.1

248.9

522.2

204.9

154.8 411.2

1 112.7 152.31

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 4.54 - Espectro de MS/MS da substancia X para owi"on m/z 521,2 Da

127



Resultados e Discussao

Tabela 4.12 - Dados de RMN 'H e '3C das substancias VIl e IX

S ppm, JHz

C VI IX° VIII2 IX°

1 129,3 NO
2 133,5 NO
3 6,48 (s) 8,02 sl 117.,4 106,3
4 150,6 157,9
5 6,85 d (8,4) 146,2 116,3
6 7,50 (s) 7,11 dd (2,4 e 8,4) 111,8 133,6
7 162,1 NO
8 112,0 NO
9 178,0 177,2
1 117,0 115,3
2 165,0 167,6
3 6,92 (d, 2,4) 7,03 sl 104,1 103,1
4 159,1 159,2
5 6,87(dd, 2,4 e 8,4) 6,77 (dd, 2,8 e 8,8) 111,8 115,7
6’ 7,84 (d, 8,4) 7,90 (d, 8,8) 127,5 128,5
1” 135,3 127,3
2” 6,98 (d, 9,2) 129,3 149,0
3” 6,66 (d, 9,2) 6,87 (d 2,4) 116,3 111,2
4” 157,5 152,1
5 6,66 (d, 9,2) 6,61 (dd,2,4 e 8,8) 116,3 115,6
6” 6,98 (d, 9,2) 6,85 (d 8,8) 129,3 132,5
7’ 4,30 (d, 4,8) 47,5 120,0
8” 5,20 (d, 4,8) 49,5
9” 203,3 203,9
1 111,9 117,2
2" 162,1 165,6
3 6,25 (d, 3,6) 6,15 (d, 2,4) 104,1 103,0
4 167,3 NO
5 6,46 (dd, 3,6 €9,2) 6,08 (dd, 2,4 e 8,8) 109,6 108,7
6" 8,01 (d, 9,2) 6,97 (d, 8,8) 133,4 135,6

#MeOD, 400 e 600 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC

b MeOQOD, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC; NO ndo observado
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m/z 205

Figura 4.55 - Proposta de fragmentacdo MS/MS para o ion m/z 532,2 Da da
substancia IX.
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4.2.1.1.10 - Elucidacao estrutural da Substancia X

A substancia X foi isolada da fracado RACVI-5 (p.34) do extrato acetato de etila
das raizes (Fluxograma 3.12, p.34). A substancia apresentou-se como sélido
amarelo e sua elucidacao estrutural foi realizada através da andlise dos espectros
de RMN 'H (Figura 4.56), de COSY (Figura 4.57), HSQC (Figura 4.58), HMBC
(Figura 4.59) e comparacao com os dados da literatura para o modelo Lophirona L
(ANURADHA et al., 2006, Tabela 4.13).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.56) da substancia X mostrou um duplo

dubleto em &y 6,46 (J = 8,8 e 2,0 Hz) referente ao H-5’e 5’ acoplando em meta com

um dubleto em &y 6,21 (J = 2,0 Hz) caracteristico do hidrogénio H-3’ e 3"’ e em orto
com um dubleto &y 7,65 (J = 8,8 Hz) referente ao H-6’ € 6’ . Esses sinais remetem

ao anel A de um flavonoide substituido nas posicdes 2°/2” e 4’/4”, sendo estes
acoplamentos confirmados pela analise do espectro de COSY (Figura 4.57).
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Figura 4.56 - Espectro de RMN de 'H da substancia X (MeOD, 400MHz).
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Figura 4.57 - Mapa de contorno do experimento de COSY da substancia X (MeQOD,
400 MHz).

O mapa de contorno HSQC (Figura 4.58) mostra a correlagdo do sinal de
deslocamento quimico do hidrogénio em &y 6,46 com o do carbono em &¢c 112,0 (C-
5'e 5””). A analise do mapa de contorno de HMBC (Figura 4.59) mostra a correlacao
do sinal em 846,46 com os dos carbonos em 6¢103,5 atribuido ao C-3'/3"” e 6c114,7
atribuido ao C-1’/1"".
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O mapa de correlacées HSQC (Figura 4.58) mostrou a correlacdo dos sinais
de hidrogénios em &y 6,21 e dy 7,65 com os dos carbonos em, &¢c 103,5 (C-3’ e C-
3”) e 6¢c 130,1 (C-6’ e C-6""), respectivamente. A anédlise do mapa de correlacdes de
HMBC (Figura 4.59) mostra as correlagdes: do sinal do dubleto em &4 6,21 com os
carbonos 6¢112,0 (C-5’ e C-5), 8¢ 114,7 (C-1’ e C-1""), 8¢ 165,4 (C-2’ e C-2"’) € 8¢
168,3 (C-4’ e C4), sendo estes dois ultimos pertencentes a funcao fendlica; do
dubleto em &y 7,65 com os carbonos em &, 165,4 (C-2° e C-2"), ¢ 168,3 (C-4’ e C-
4”") e 193,6 (C-9 e C-9™), sendo este caracteristico de uma carbonila. A observacao
destas correlagdes permite atribuir estes sinais aos hidrogénios 3°/3”” e 6'/6’” do anel
A de uma flavona.
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Figura 4.58 - Mapa de contorno de HSQC da substancia X (MeOD, 400MHz).
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Figura 4.59 - Mapa de contorno de HMBC da substancia X (MeOD, 400MHz).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.56) apresentou também dupletos em & 6,90
(2H) (J= 8,8 Hz) e em 6,75 (2H) (J = 8,8 Hz) caracteristicos dos hidrogénios H-2, H-
2”/H-6, H-6"e H-3, H-3"/H-5, H-5”, que ocorre devido a livre rotagdo do anel

aromatico que deixam estes hidrogénios quimicamente equivalentes.

O mapa de contornos HSQC mostrou a correlagdo dos sinais dos hidrogénios
em Oy 6,90 e by 6,75 com os carbonos em &¢ 129,7 (C-2, 2”/6, 6”) e d¢ 116,3 (C-3,
3”/5, 5”), respectivamente. A analise do mapa de correlagbes HMBC (Figura 4.59)
mostra a correlacdo do sinal do dubleto em &4 6,90 com os dos carbonos em &¢

130,1 (C-1, 17), &¢ 159,6 (C-4, 4”), este caracteristico de carbono fendlico; e do sinal
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em Oy 6,75 com os carbonos em &, 129,7 (C-2,2”/6,6”); d¢c 130,1 (C-3,3"/5,5”) e &¢
159,6 (C-4, 4”).

O espectro de RMN 'H (Figura 4.56) apresentou, ainda, um dubleto em &y
2,64 (J = 11,8 Hz, H-B) acoplando com um dubleto em &y 5,83 (J = 11,8 Hz, H-q)
caracteristico de acoplamento em trans (angulo diedro préximo de 180° entre estes
hidrogénios.

O mapa de contornos HSQC (Figura 4.58) mostrou as correlacdes dos sinais
dos hidrogénios em &y 2,64 e by 5,83 com os dos carbonos em, &¢ 52,6 (C-a) e &¢
85,7 (C-B), respectivamente. A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.59)
mostra a correlacdo do sinal dubleto em &4 2,64 com os dos carbonos em &¢ 130,1
(C-1,1") e &¢c 193,6 (C-9, 9”), este caracteristico de carbono carbonilico; e o sinal
dubleto em &4 5,83 com os dos carbonos em &, 85,7 (C-B); &¢ 130,1 (C-1,17) e &¢
193,6 (C-9, 9”). Uma vez confirmada a correlacdo do hidrogénio em &y 2,64 com o
carbono em &¢ 130,1 (C-1) e do sinal 84 5,83 (H-a) com o carbono carbonilico em &¢
193,6, as duas partes da molécula comentadas anteriormente foram ligadas da
seguinte maneira, onde foi primeiramente sugerido a presenca de um epdxido

substituindo a ligacao dupla da chalcona.

HO
(e

OH ©

Entretanto, consultando modelos para atribuicado dos deslocamentos quimicos
de hidrogénios de epdxidos na literatura, foi constatado que o &4 2,64 na posicao
encontra-se mais blindado que o usual, sugerindo assim duvidas com relagdo a
estrutura proposta, e tal hipétese foi confirmada pelo experimento de espectrometria
de massas, onde nao foi observado o ion m/z = 274 Da, referente a estrutura

proposta.
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Uma vez que a ocorréncia de dimeros em Anacardiaceae € comum foi
proposta entdo uma segunda estrutura, na qual tem-se um dimero em que ocorre

simetria entre as duas unidades e foi proposta a seguinte estrutura.

X Lophirona L

Nesta estrutura proposta, o deslocamento em &y 2,64 refere-se ao hidrogénio
ligado em carbono ndo carbindlico e sofrendo blindagem devido ao efeito
anisotropico do anel aromatico ligado ao carbono vizinho é coerente.

No espectro de gNOESY (Tabela 4.14 e Figura 4.60) ao ser irradiado o sinal
em Oy 5,83 foi observado o incremento relativo ao efeito NOE em &y 6,90 (H-2/6)
caracterizando uma relagao entre eles cis, confirmando a hipétese de uma relacao
trans entre os anéis aromaticos.

Esta estrutura dimérica foi confirmada pelo espectro de massas através do
ion m/z 533,2 Da [M-H,O+Na'] e um estudo de fragmentagdo da mesma é
apresentado no item 4.2.1.10.1.

Para a substancia X isolada no presente trabalho foi proposta a
estereoquimica: 7R,8S,7’R,8"S e o nome da substancia rel-(7R,8S,7’R,8"S)-
tetrahidro-7,7”-bis(4-hidroxifenil)-8,8”-(furandiil)-bis-(2,4-dihidroxifenil), baseado
principalmente nos dados de gNOESY e dicrosimo circular (ltem 4.2.1.1.12)
discutido adiante.

Esta molécula é inédita na literatura.
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Tabela 4.13 - Dados de RMN 'H e ®C da substancia X e Lophirona L (ANURADHA
et al., 2006)

5 (ppm), J (Hz)

Lophirona L°

C X2 LophironaL®  ya

1el” 130,1 1314
2/6 e 6,90 (d, 8,8) 7,40 (d, 8,0) 129,7 128,6
2"/6”

3/5¢e 6,75 (d, 8,8) 6,80 (d, 8,0) 116,3 115,6
3"/5”

4eq 159,6 157,3
1e1” 114,7 113,9
2e2” --- --- 165,4 164,9
3ed” 6,21 (d, 2,0) 6,08 (d, 2,0) 103,5 103,1
4 e4” --- - 168,3 165,7
5eb5” 6,46(dd, 8,8 ¢ 6,10 (dd, 8,0 e 2,0) 112,0 108,0
6e6” 7,652(g,)8,8) 7,38 (d, 8,0) 130,1 132,4
7e7” 2,64 (d,11,8) 5,42 (dd, 8,0 e 1,2) 52,6 83,8
8e8 5,83 (d,11,8) 4,72 (dd, 8,0 e 1,2) 85,7 58,7
9e¢9 - - 193,6 201,4

#MeOD, 400 MHz. Dados retirados do HSQC e HMBC.
®TH (200MHz) e "*C (75MHz), Acetona-d6.

Tabela 4.14 - Dados obtidos do experimento gNOESY da substancia X.

g-NOESY
Hidrogénio (8y) irradiado O
H-8 e 8” (5,83) 2,64 (H-7e77)
6,90 (H-2/6)
H-7e 7" (2,64) 5,83(H8/8”)
6,90 (C-2/6)
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Figura 4.60 - Experimento de gNOESY da substancia X.

O espectro de infravermelho, registrado em pastilhas de NaCl (Figura 4.61)
apresentou bandas de absorcdes: larga e intensa em 3353 cm™ referente aos
estiramentos axiais de hidroxilas (O-H); de estiramento axial de carbonila alfa beta
insaturada (C=0) e C=C de anéis aromaticos em 1598 cm™ (banda larga), cuja
freqiéncia de absorcdo € baixa devido também a ligacdo de hidrogénio
intramolecular; entre 2853-2920 que séo referentes aos estiramentos axiais C-H g,°;
na regido entre 1652-1456 cm’' referentes aos estiramentos C=C dos anéis
aromaticos; entre 1247-1057 cm’' referentes aos estiramentos angulares no plano
das ligagdes C-H sp?; e entre 885-666 cm™' referentes aos estiramentos angulares
fora do plano (essa regidao pode definir o padrdo de substituicdo do anel, porém para
este composto nao foi possivel definir o mesmo pela alta complexidade da
substéancia).
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Figura 4.61 - Experimento de infravermelho da substancia X.

4.2.1.11- Analise do composto X via ESI-MS

O composto X foi analisado via ESI-MS através de insercao direta para a

confirmagéo de sua massa molecular e estrutural. Foram realizados os experimentos

em massa de baixa resolugcédo para elucidacao final de sua estrutura e futuramente

sera necessario a analise do mesmo por massas de alta resolucao para publicacdo

do artigo cientifico contendo o0 mesmo, uma vez que ele é inédito
Apbés o ajuste de alguns parametros de condicdes

na literatura.

experimentais do

espectrbmetro de massas, tais como, Declustering Potential (4,00), Focusing

Potential (382,0), Entrance Potential (12,0) e Colission Energy
um “full scan” entre m/z500 e 555 Da (Figura 4.62).
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Figura 4.62 - Espectro de massas “full scan” entre m/z 500 e 555 Da da substancia
X.

Analisando o espectro obtido, dois picos mais intensos sdo mostrados (m/z
511,2 e 533,2 Da). Partindo-se da proposta estrutural apresentada no item anterior
para X, estes picos sao referentes a molécula protonada com perda de agua e a
molécula com a perda de agua e com o aduto de sodio, respectivamente.

Assim estes sinais mais intensos foram estudados via MS/MS com o objetivo

de confirmar o posicionamento dos substituintes.
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Foi dado inicio ao estudo de MS/MS selecionando o pico mais intenso m/z
533,2 Da (M-H,O+Na)", obtendo um espectro de ions produtos com poucas
fragmentacdes, como era esperado pela alta estabilidade da molécula (Figura 4.63).
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Figura 4.63 - Espectro de MS/MS da substancia X para o ion m/z 533,2 Da.

Assim, para os fragmentos apresentados foram realizados as propostas de
fragmentacdes para cada um, como mostrado na Figura 4.64.
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Figura 4.64 - Proposta de fragmentacdo MS/MS para o ion m/z 532,2 Da da

substancia X.

Para o segundo pico mais intenso visto no “full scan”, m/z 511,2 Da, foi
também realizado o estudo de MS/MS, sendo que neste espectro observou-se mais

fragmentacoes pela auséncia de aduto, ja que a presenca deste fornece uma maior

estabilidade ao mesmo (Figura 4.65).
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Figura 4.65 - Espectro de MS/MS do ion m/z 511,2 Da da substancia X.

3 2.l

A partir dos fragmentos dos ions produtos formados foi também realizado uma
proposta de fragmentacao (Figura 4.66).
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Figura 4.66 - Proposta de fragmentacao do ion
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4.2.1.1.11 - Elucidacao estrutural da Substéancia XI

A substéancia Xl foi isolada da fracdo CGl (p.39) do extrato acetato de etila do
caule e dos galhos (Fluxograma 3.17, p.39). A substancia apresentou-se como
sblido amarelo e sua elucidacdo estrutural foi realizada através de dados de
espectro de RMN 'H (Figura 4.67), HSQC (Figura 4.68), HMBC (Figura 4.69)
COSY (Figura 4.70) (Tabela 4.15).

O espectro de RMN de 'H da substancia Xl (Figura 4.67) revelou sinais
caracteristicos de um grupo cafeoila devido a presenca de dois dubletos em & 4 7,44
(J=16 Hz) e & 4 6,20 (J = 16 Hz), caracteristicos de hidrogénios olefinicos a,3
carboxilicos trans (H-7 e H-8', respectivamente). O mapa de contorno HSQC
(Figura 4.68) apresenta as correlagdes destes hidrogénios com os carbonos em &¢
1445 (C-7’) e 6¢c 114,4 (C-8’). A andlise do mapa de contorno HMBC (Figura 4.69)
mostra as correlagdes dos sinais: em &y 7,44 com os dos carbonos em ¢ 114,4, (C-
2 e C-8), 6¢c 121,7 (C-6’) e d¢c 166,2 (C-9’); em &y 6,20 com os dos carbonos &¢
125,9 (C-1’) e 8¢ 166,2 (C-9’).
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Figura 4.68 - Mapa de contorno de HSQC da substancia XI (DMSO, 400MHz).
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Figura 4.69 - Mapa de contorno de HMBC da substancia Xl (DMSO, 400MHz).

Os sinais correspondentes a hidrogénios ligados a anéis aromaticos dubletos
em oy 7,04 (J=2,0 Hz, H-2’) € 6,76 (J = 8,0 Hz, H-5’) e 0 duplo dubleto em &y 6,97
(J=8,0 e 2,0 Hz, H-6’) caracterizam outro sistema de acoplamento na molécula e a
unidade cafeoil da substadncia XI. O mapa de contornos HSQC (Figura 4.68)
apresenta as correlacdes destes hidrogénios em &y 7,04 com o do carbono em &¢
114,5 (C-2’), &4 6,76 com o do carbono em &¢ 115,3 (C-5’) e 0 &y 6,97 com o
carbono em &¢ 121,7 (C-6’). A analise do mapa de contornos HMBC (Figura 4.69)
mostra as correlacdes dos sinais: em &y 7,04 com os carbonos em &¢ 121,7 (C-6’),
0c 145,5 (C-3’) e 6¢ 148,9 (C-4’); em &y 6,76 com os dos carbonos em d¢ 125,9 (C-
1’), &¢c 145,5 (C-3’) e &¢ 148,9 (C-4’); em &y 6,97 com os dos carbonos em &¢c 115,3
(C-5), 6¢c 145,5 (C-3’), 8¢ 148,9 (C-4’) e 8¢ 166,2 (C-9’).
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Foram observados ainda neste espectro sinais que caracterizam uma unidade
de acido galico, como singleto em &y 6,91 (2H, H-27/6”) caracteristicos de
hidrogénios quimicamente equivalentes. O mapa de contorno HSQC (Figura 4.68)
apresenta a correlagdo destes hidrogénios com os dos carbonos em d¢ 108,5 (C-
2”/C-6"). A andlise do mapa de contorno HMBC (Figura 4.69) mostra a correlacédo
do sinal destes hidrogénios com os dos carbonos em &¢ 108,5 (C-27/6”), d¢c 145,5
(C-37/C-57), 6c 139,9 (C-4”) e &¢ 167,6 atribuido a carboxila (C-7”).

OH

Através do espectro de COSY (Figura 4.69) é possivel observar outro
sistema de spin que caracteriza 0 acido quinico presente na molécula Xl, assim, é
possivel observar as correlacbées em &y 5,13 (ddd largo, J pequeno caracterizando
sua posicao equatoria, 1H, H-3) com os sinais de hidrogénios em 6y 3,50 (1H, H-4) e
oy 1,60, &4 2,00 (2H, multipletos centrados nestes deslocamentos, H-6a e B). O
deslocamento em &y 5,13 também caracteriza a ligacao entre a unidade quinica da
molécula com uma carboxila nesta posicdo e também ocupando a posi¢do axial.
Observa-se também que &y 3,50 (1H, H-4); apresenta acoplamento com o
hidrogénio com o multipleto centrado em &4 3,90 (1H, H-5) e este ultimo com
multipleto centrado em &4 1,80 (2H, H-2).

Através do mapa de contorno HSQC (Figura 4.68) foi possivel correlacionar
os sinais de hidrogénios descritos acima com os dos respectivos carbonos, assim,

os sinais: em &y 5,13 se correlacionou com o do carbono em &¢ 70,9 (C-5); &4 3,90
147



Resultados e Discussao

correlacionou com o do carbono em &¢ 69,6 (C-3), o sinal de hidrogénio em &y 3,50
correlacionou-se com o carbono em &c 71,3 (C-4), todos estes caracteristicos de
carbonos oximetinicos. Os multipletos centrados em &y 1,60 e &y 2,00
correlacionaram com o do carbono em &¢ 37,5 e o multipleto centrado em &y 1,80
correlacionou com o carbono em &¢ 37,6.

Estes dados foram comparados com os do acido 4-O-galoilclorogénico (MA,
J. et al. 2003, Tabela 4.15), indicando a presenca de uma unidade de &cido quinico
na estrutura de Xl, ligada a galoil e cafeoil, porém em posicdes diferentes. Tendo em
vista que o experimento de HMBC nado apresentou correlagbes dos sinais dos
hidrogénios do acido quinico com as carboxilas de galoil e cafeoil, propde-se que o
cafeoil ocupe a posicao 5 (alfa) do acido quinico uma vez que seus deslocamentos
quimicos dos hidrogénios sdo praticamente iguais nas duas estruturas e o galoil
ocupa a posicdo 3 (beta) do acido quinico. Esta estereoquimica permite que a
carbonila e ou a dupla ligacdao do cafeoil blinde o hidrogénio ligado ao carbono 3
(alfa).

Estes dados levam a estrutura da substancia XI como sendo &cido 3-O-galoil-
5-cafeoilquinico.

Heo91 OH

Xl
A substancia Xl foi analisada através de espectrometria de massas e MS/MS
no modo negativo (Figura 4.71), confirmando a ligacdo de galoil e cafeoil ao acido
quinico. A Figura 4.72 apresenta proposta de fragmentacédo para Xl, onde pode-se

observar a perda de galoil ou cafeoil que implica que os mesmos nao podem estar
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ligados entre si, confirmando portanto a estrutura proposta e a massa molecular de
XI.
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Figura 4.70 - Mapa de contorno do experimento de COSY da Substancia XI (DMSO,
400 MHz).
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Figura 4.71 - Espectro de MS/MS do T()n m/z505,9 Da da substanma XI.
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Figura 4.72 - Proposta de fragmentagao do ion m/z505,9 Da da substancia XI.
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Tabela 4.15 - Dados de RMN 'H e ™C da substancia X| e acido 4-O-
galoilcrorogénico (MA, J. et al., 2003)

6 (ppm), J (Hz)

Acido 4-O- Acido 4-O-

C XI'H Xl *C galoilclorogé- galoilclorogé-

nico nico
1 --- 79,0 --- 76,1
2 1,60 e 2,00 (2 m) 37,5 2,05-2,25 (m) 37,6
3 3,90 (s) 69,6 4,39 (m) 69,2
4 3,50 (m) 71,3 5,14 76,1

(dd, 9,9 € 2,9)
5 5,13 (ddd largo) 70,9 5,75 (M) 68,2
6 1,80 (m) 37,6 2,05-2,25 (m) 39,3
7 --- ND 179,1
1’ --- 125,9 126,4
o 7,04 (d, 2,0) 114,5 6,98 (d, 2,2) 113,8
3 ---- 145,5 145,1
4 --- 148,9 148,2
5 6,76 (d, 8,0) 115,3 6,74 (d, 8,2) 115,2
6’ 6,97 (dd; 2,0 e 121,7 6,88 121,8
8,0) (dd, 8,2 € 2,2)

7 7,44 (d, 16,0) 144,5 7,49 (d, 15,8) 146,0
8 6,20 (d, 16,0) 114,4 6,17 (d, 15,8) 113,6
9 - 166,2 167,3
17 --- 120,9 120,1
27 6,91 (s) 108,5 7,10 (s) 109,1
3” - 145,5 145,5
4” - 139,9 138,6
5 145,5 145,4
6 6,91 (s) 108,5 7,10 (s) 109,1
7 --- 167,6 166,7

4DMSO0, 400 e 600 MHz. Dados obtidos pelo HSQC e HMBC.
®CD,0D, 400 MHz (RMN 'H) e 100 MHz (RMN *°C).
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4.2.1.1.12 - Determinacao da configuracao absoluta de V-X

A configuragdo absoluta de V-VIII foi determinada baseado na regra dos
quadrantes de compostos com carbonos benzilicos assimétricos (DE ANGELIS &
WILDMAN, 1969), o modelo (-)-(5S,65)-5,6-dihidro-3,8,10-trihidroxi-5-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-6-hidroximetil-2,4-dimetoxi-7 H-benzo[ c]xanthen-7-one (Vlla) e
(2R,3S,4S)-2-hidroximetil-5-metoxi-6,7-metilenodioxi-4-(3’,4’,5’-trimetoxi-fenil)-
1,2,3,4-4cido tetrahidronaftéico lactdénico (Vllla) (ARIMOTO & NISHIBE, 1996). A
aplicacado da regra dos quadrantes para o composto modelo Vlla e Vllla em que o
sinal na curva de dicroismo circular (DC) em 268 ¢é negativo, implica na
estereoquimica absoluta no carbono 7”S. Como o composto VIII mostra sinal
positivo para este valor na curva de DC, a estereoquimica do mesmo deve ser 7”’R.
A estereoquimica relativa deste composto foi determinada usando a constante de
acoplamento entre os hidrogénios destes carbonos e experimento de gNOESY como
sendo trans entre 77-8”, 0 que leva a estereoquimica absoluta em 8”S para o
carbono 8”.

Os compostos V-VII apresentam valores negativos de DC em
aproximadamente 268, levando a estereoquimica absoluta dos carbonos 7°S. A
estereoquimica absoluta dos demais carbonos foram obtidas através da relacéo
entre o hidrogénio deste carbono e dos demais. Assim os compostos V-VII tém
como estereoquimicas absolutas V: 7°S,8"R, VI: 7R,85,7’S,8’R e VII: 7S5,8R,7”S,8”S.
A comparacgao destas estereoquimicas e o baixo valor negativo do [a]p de matosina,
permite propor para ela a configuracdo absoluta: 7R,8R,7°R,8"S. A substancia 1X
nao apresenta carbono assimétrico, portanto, ndo apresenta atividade otica. A
substancia X apresenta os carbonos 7, 7”, 8 e 8” assimétricos com estereoquimicas

iguais entre si e portanto apresenta atividade ética.
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OCH;

(-)-(5S,6S)-5,6-dihidro-3,8,10-trihidroxi-5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-6-hidroximetil-2,4-
dimetoxi-7H-benzo[c]xanthen-7-one (Vlla).
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H3;CO

(2R,3S,4S)-2-hidroximetil-5-metoxi-6,7-metilenodioxi-4-(3’,4’,5’-trimetoxi-fenil)-

1,2,3,4-acido tetrahidronaftéico lacténico (Vllla).

Tabela 4.16 - Dados de [a]D* e Dicroismo circular (hm) de V-X

Subst. UV A nm (g) [alo CD Anm [6]
Vil 205, -46,18 210 224 239 268 298 338
2250mbro, neg pos neg neg pos neg
278,316
\'d 210, -15,78 206 224 246 268 286 338
2250mbro, neg neg pos neg pos neg
280, 318
Matosin -2.00*
a
VIl 215, +1,56 206 220 236 260 284 320 344
2250mbro, neg pos neg pos pos pos neg
270, 288,
302, 360
Vv 202, -8,42 232 254 278 326 374
220ombro, pos neg pos neg neg
278, 320,
380
ND
Urunde-
uvina C
Vila 271, 365 -43,5** 261 298 322
neg zero neg
Villa 280/290
Pos
IX 0
X -37,5***

*[a]o: V, VII, VIII = MeOH, c: 0,001; VI = Acetona.** [a]ng = MeOH, c: 0.1.
“**[a]p: X = EtOH ¢: 1.
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Figura 4.73 - Espectro de dicroismo circular da substancia V (MeOH).

15

-Substancia VI ‘

10

mdeg
o

| W“v““wvmwwwwmw

-10 -

-15 I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
200 250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura 4.74 - Espectro de dicroismo circular da substancia VI (MeOH).
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Figura 4.75 - Espectro de dicroismo circular da substancia VIl (MeOH).
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Figura 4.76 - Espectro de dicroismo circular da substancia VIII (MeOH).
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4.3 - Atividades Bioldgicas

4.3.1 - Ensaios biolégicos com as formigas cortadeiras Atia
sexdens rubropilosa

4.3.1.1 - Efeito dos extratos brutos e fracoes de A. graveolens nos
ensaios por ingestao em operarias de A. sexdens rubropilosa

Os extratos etandlicos das folhas (FV), raiz (RV), peciolo (GFV) e caule
(CGV) de A. graveolens foram ensaiados sobre as operarias de Atfta sexdens
rubropilosa conforme a metodologia descrita no item 3.10.1 (p. 40).

Para analise dos dados foram tragadas, inicialmente, as curvas de
sobrevivéncia para cada tratamento em relagdo ao controle. Na analise estatistica
dos resultados obtidos apés um periodo de 25 dias de experimento, foi
empregado o teste “log-rank”, comparando as curvas de sobrevivéncia de
formigas submetidas ao tratamento com aquelas dos controles com dieta pura.

Analisando os dados obtidos nos ensaios com os extratos etandlicos de A.
graveolens (Grafico 4.1 e Tabela 4.17), observou-se que os extratos FV e GFV
causaram mortalidade superior a 50% (Sso) entre o0 6° e 8°dia de experimento.

Os extratos da raiz (RV) e do caule (CGV) causaram mortalidade superior a
50% (Sso) dos individuos no 3% e 6° dia do experimento, respectivamente,
enquanto o grupo controle apresentou esta mortalidade entre o 10° e 142 dia.
Portanto, os extratos da raiz e do caule de A. graveolens possuem agao sobre a
sobrevivéncia média das formigas cortadeiras (Sso, Grafico 4.1 e Tabela 4.17),
pois suas sobrevivéncias médias ndo estdo préximas ao controle. Por este
motivo estes extratos etandlicos foram particionados para a busca de possiveis

substancias com potencial inseticida.
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Grafico 4.1 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdao em dieta artificial com extratos etanélicos
de A. graveolens nas concentracdes de 2 mg/mL.

Tabela 4.17 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial
com A. graveolens nas concentracées de 2 mg/mL

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento 1 2 3 6 8 10 1a 17 21 25 "d
Controle Dieta Pura 0 0 4 18 26 42 64 80 88 90 13a
FV 0 14 24 42 56 60 66 78 90 98 8b

RV 4 24 52 76 78 82 88 94 98 100 3b

CGV 0 26 36 52 54 64 72 76 84 86 5b

GFV 2 10 24 46 52 54 64 82 90 92 7b

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

As fracdes obtidas do particionamento do extrato bruto etandlico da raiz de A.
graveolens (item 3.5, p.25) foram submetidas ao ensaio inseticida sobre as
operarias de A. sexdens rubropilosa cuja metodologia foi descrita no item 3.10.1 (p.
40).

Entre os resultados das fragdes, hexanica (RVH), acetato de etila (RVACT) e
a hidroalcodlica (RVAQ) (Tabela 4.18 e Grafico 4.2), a fracdo com melhor resultado
inseticida foi a RVH que apresentou Sso entre o 17° e 21° dia, enquanto o controle
nao apresentou Ssp.

Embora os ensaios perante a formiga cortadeira da fracdo RVACT tenha
apresentado uma mortalidade de Sso entre o 17° e 21° dia, esta foi escolhida para o
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tabalho devido a sua atividade significativa perante o fungo simbionte (item 4.3.2.1,
p.166).

Tabela 4.18 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial
com fragbes do extrato de raizes de A. graveolens nas concentragdes de 2 mg/mL

% acumulada de mortalidade por dia
3 6 8 10 14 17 21 25

Tratamento Md *

1 2
Controle Dieta Pura 0 6 6 8 10 10 10 10 12 20 25a
RVH 0 0 0 4 6 16 22 38 74 94 19b
RVACT 0 0 2 4 4 10 28 42 58 64 19b
RVAQ 0 2 2 10 12 12 16 16 24 30 30b

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

Gréfico de Sobrevivéncia - Astronium graveolens

— Dieta Pura —— RVAQ

100 RVACT —RVH
2 T
m
£ 607
D
o=
=
& 401
0
Q
o

204

0 T

] ‘; 2I Ll’» rﬂl, é {IS I:' !IS EI) 10 1|1 1|2 1|31|4 1l51|61|]*r 1|8 1|92|{]2|1 2|22|32|42|5
Dias

Gréafico 4.2 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com fracées do extrato

de raizes de A. graveolens nas concentragdes de 2 mg/mL.

As fracdes obtidas do particionamento do extrato bruto etandlico do caule
(CGV) de A. graveolens (ltem 3.6, p. 35) foram submetidas ao ensaio inseticida
sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa cuja metodologia foi descrita no item
3.10.1 (p. 40). A fracdo CGVACT (Grafico 4.3 e Tabela 4.19) apresentou o melhor
resultado giuando comparado as outras fracées da caule/galhos, visto a proximidade
de Ssp obtida e o controle da dieta. Esta fracdo também apresentou um bom

resultado perante a formiga sendo, portanto, foi alvo de estudo para a busca de
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possiveis substancias com acao inseticida, ja que ha possibilidade de alguma

substancia estar inibindo a acao de outra, ndo se observando assim a atividade.

100

80+

B804

40+

Sobrevivéncia

204

0

Grafico de Sobrevivéncia - Astronium graveolens

—— Dieta Pura
— CGVAC
— CGVH
— CGVAQ

012345678 91011121314151617 18192021 2223242526
Dias

Grafico 4.3 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com fracées do extrato

de caule de A. graveolens nas concentragdes de 2 mg/mL.

Tabela 4.19 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com fracOes do extrato de caule de A. graveolens nas concentracdes de 2 mag/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *

1 2 3 6 8§ 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 0 2 2 4 12 20 36 46 50 25a
CGVH 2 2 2 4 4 6 10 12 24 34 >25a
CGVACT 0 0 2 4 16 20 26 34 44 56 22a
CGVAQ 0 0 0 2 2 2 6 10 18 34 >25b

* Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log

rank” (p< 0,05).
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4.3.1.2 Efeito das substancias de A. graveolens nos ensaios por
ingestao em operarias de Atta sexdens rubropilosa

As substancias isoladas (itens 3.5.1 e 3.6.1) do extrato RVACT e CGVACT
de A. graveolens foram submetidas ao ensaio inseticida sobre as operarias de A.
sexdens rubropilosa cuja metodologia foi descrita no item 3.10.1 (p.40).

Na fracdo RVACT identificou-se a presenca de chalconas diméricas,
flavondides e outros compostos fendlicos (item 4.1, p.51). Na fracdo CGVACT foram
identificados galato de metila e miricetrina, estes também isolados da fragédo
RVACT.

Dados na literatura citam os compostos fendlicos com atividades
antimicrobiana (SANOMIYA et al., 2005), antioxidante (DUARTE et al., 2009), e nao
apresentam nenhuma informag&o sobre a atividade inseticida.

O composto fendlico galato de metila (GM) (Substancia Il) foi ensaiado nas
concentracdes de 0,1, 1 e 2 mg/mL (Tabela 4.20 e Grafico 4.4). Os resultados
apresentados para 0,1 e 1mg/mL nao foram satisfatorios, uma vez que pelo teste de
“log rank” ndo apresentaram diferencas significativas, além disso, no 25° dia a
mortalidade foi de 20 e 42%, respectivamente. Resultados ndo muitos distantes do

obtido pelo controle.

Tabela 4.20 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com galato de metila nas concentracdes de 0,1 e 1 mg/mL

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento

Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle DietaPura 0 12 12 12 18 18 18 18 20 22 >25a
0,1 mg/mL 0 6 6 8 12 14 16 16 16 20 >2ba
GM 1,0 mg/mL 4 24 24 28 34 34 34 38 40 42 >25a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log
rank” (p< 0,05).
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Grafico 4.4 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com galato de metila nas

concentragdes de 0,1 mg/mL e 1mg/mL.

O experimento realizado com galato de metila na concentracdo de 2 mg/mL

(Tabela 4.21 e Grafico 4.5) apresentou no 10° dia uma mortalidade de 50% (Sso),

enquanto a dieta foi de 40%. No 21° dia a mortalidade atingiu 100%, enquanto o

controle apresentou 56%, demonstrando que alteracbes na concentracdo podem

aumentar a atividade inseticida deste.

Tabela 4.21 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

com com galato de metila nas concentracdo de 2 mg/mL

Tratamento % acumulada de
Mmd*

mortalidade por dia

1 2 3 6 8 10 14

17 21 25

Controle DietaPura 0 2 12 30 34 40 42
GM 0 6 12 34 36 50 80

46 56 56 19.5a
98 100 100 11b

* Letras distintas em relacao ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).
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Grafico 4.5 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com galato de metila na
concentragao de 2 mg/mL.

Outros compostos fendlicos, como os flavonoides, apresentam diversos
relatos de atividades na literatura, entre elas, antibacteriana (MOTA et al., 2009),
antiviral e fungicida (ALMEIDA, 2007).

Relatos mencionados a atividade inseticida sdo relacionados a flavondides
glicosilados, como quercetina e astilbina, que apresentam toxicidade frente a formiga
em altas concentracdes (SUGAYAMA et al., 1997 apud FILHO et al., 2002; CINTRA
et al., 2005).

O flavondide glicosilado isolado (miricetrina, Substancia ), foi ensaiado na
concentracao 0,1 mg/mL (Grafico 4.6 e Tabela 4.22). Os resultados apresentados
nao foram satisfatérios, uma vez que Sso ndo foi atingido pela subatancia ensaiada
nos 25 dias de experimento.

Para confirmar a auséncia de atividade da miricetrina sobre a formiga seria
necessario realizar o experimento em diferentes concentragdes, como citado

anteriormente estes compostos apresentaram atividade em altas concentracoes.
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Grafico 4.6 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A.sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial com miricetrina na
concentragao de 0,1 mg/mL.

Tabela 4.22 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
por ingestao de miricetrina na concentragéo de 0,1 mg/mL

% acumulada de mortalidade por dia
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Tratamento Md *

Dieta Pura 0 0 0 0 6 10 14 18 24 30 >25a
Miricetrina 0,1 mg/mL 0 0 0 2 2 2 4 6 12 12 >25b

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

Dando continuidade aos ensaios, outras substancias foram isoladas e suas
estruturas elucidadas, tais como as substancias V, VI e VII que foram identificadas
como chalconas diméricas e ha pouco relato na literatura sobre esta classe de
substancia, sendo que o unico estudo esta relacionado a atividade antiinflamatéria
(BANDEIRA et al., 2003).

Estas chalconas foram ensaiadas na concentracdo de 0,2 mg/mL e o0s
resultados dos experimentos constam da Figura 4.7 e Tabela 4.23. Os resultados
nao foram significativos, as substancias V, VI e VII apresentaram Ssp entre 0 21 e
25°dia de experimento.

Outro composto presente neste estudo foi o acido-5-O-cafeoilquinico (IV)
(Figura 4.7 e Tabela 4.23) que também nao apresentou atividade relevante, uma

vez que nao atingiu o Ssp nos 25 dias de experimento.
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Grafico 4.7 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com as substancias V-
Vil isoladas de A. graveolens.

Tabela 4.23 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com as substéancias IV-VIl isoladas de A. graveolens

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 M
Dieta Pura 0 0 0 0 0 2 2 6 10 32 >25a
W, 0 2 2 8 8 10 12 24 32 36 »25a
Y, 0O 0 0 10 14 26 30 44 52 58 205b
VI > 4 4 8 10 14 16 28 44 54 24b
ViI 0 2 2 8 14 20 26 38 46 50 >25a

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

A baixa mortalidade observada nos ensaios das substancias demonstra
que pode estar ocorrendo sinergismo no extrato etandlico das raizes (RV) de A.
graveolens, uma vez que o ensaio deste foi bem significativo, cerca de 94% de
mortalidade.

E importante ressaltar que ndo ha relatos na literatura de ensaio biolégico
sobre A. sexdens rubropilosa com o0 género Astronium e as substancias isoladas,

reforgando assim a importancia deste estudo.
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4.3.2 - Ensaios biolégicos com o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus, de A. sexdens rubropilosa
4.3.2.1 - Efeitos de extratos brutos e fracoes de A. graveolens
contra o fungo simbionte L. gongylophorus

Os extratos etandlicos das folhas (FV), raizes (RV), peciolo (GFV) e caule
(CGV) de A. graveolens foram ensaiados sobre o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus conforme a metodologia descrita no item 3.10.2 (p.41). Os
experimentos com os extratos e fragdes foram realizados na concentracdo de
1000 pg/mL.

Analisando os dados obtidos com os extratos (Grafico 4.8) observou-se
gue os extratos etandlicos do peciolo (GFV) e do caule (CGV) apresentaram um
baixo poder de inibicdo do fungo simbionte, 35% e 17%, respectivamente, frente
ao controle.

Crescimento Micelial

[ cav (A=5,25cm?, SD=0,57)

T —_
e EZ3 Controle (A=6,35cm?, SD=0,73)
64 el 5
| e [ GFV (A=4,37cm?, SD=0,74
"
"
e I === B Controle (A=6,73cm?, SD=0,28)
4 o et

0 T T T T

Area do crescimento micelial (cm?)

30 Dias

Gréafico 4.8 - Efeito das extratos CGV e GFV no crescimento micelial do fungo
simbionte L. gongylophorus.

Os extratos das raizes (RV) e das folhas (FV) (Grafico 4.9) apresentaram
os melhores resultados de inibicdo, aproximadamente 88 e 91%,
respectivamente.

O extrato das raizes (RV) apresentou o maior poder de inibicao do fungo
simbionte dentre os ensaiados, e o do caule (CGV) frente as formigas e desta
maneira, os extratos RV e CGV foram particionados (item 3.5 e 3.6,

respectivamente) para a busca de possiveis substancias com potencial inseticida.
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Gréafico 4.9 - Efeito dos extratos de RV e FV de A. graveolens no crescimento
micelial do fungo simbionte L. gongylophorus

As fracbes obtidas do particionamento do extrato RV de A. graveolens foram
submetidas ao ensaio de inibicado sobre o fungo simbionte da formiga cortadeira. O
crescimento micelial do fungo simbionte ensaiado com as fragdes do extrato
etandlico das raizes, hexanica (RVH), acetato de etila (RVACT) e a hidroalcodlica
(RVAQ) (Grafico 4.10), apresentaram inibicdo de 44, 90 e 77%, respectivamente.
Devido a porcentagem de inibicio demonstrada pela fracdo RVACT, esta foi

escolhida para a busca de possiveis substancias com potencial fungicida.
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Grafico 4.10 - Efeito das fragbes RVH, RVACT e RVAQ de A. graveolens no
crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.

As fracbes obtidas do particionamento do extrato do caule CGV de A.
graveolens (ltem 3.6) foram submetidas ao ensaio de inibicdo sobre o fungo
simbionte da formiga cortadeira. Os resultados das fracbes acetato de etila
(CGVACT) e a hidroalcodlica (CGVAQ) (Grafico 4.11), apresentaram uma inibicao
frente ao fungo simbionte de 41 e 28%, respectivamente. Devido a porcentagem de
inibicdo demonstrada pela fracdo CGVACT, esta foi escolhida para a busca de

possiveis substancias com potencial fungicida.
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Gréafico 4.11 - Efeito das fragbes CGVACT e CGVAQ de A. graveolens no
crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.

4.3.2.2 - Efeitos de substancias isoladas de A. graveolens contra o
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

As substancias isoladas do extrato RVACT e CGVACT de A. graveolens
(Itens 3.5.1.1 e 3.6.1.1) foram submetidas ao ensaio de inibicdo com o fungo
simbionte, cuja metodologia foi descrita no item 3.10.2 (p.41).

Os experimentos com os compostos foram realizados na concentracao de
100 pg/mL, sendo que os resultados obtidos dos extratos das raizes de A.
graveolens estao apresentados a seguir.

Devido a sua propriedade de inibicdo (90%), a fracdo acetato de etila
(RVACT) (Grafico 4.12), foi alvo de estudo fitoquimico, sendo que nesta fragdo
foram isolados, galato de metila, miricetrina, chalconas diméricas e outros
compostos fendlicos.

O flavondide miricetrina apresentou 28% de inibicdo no fungo simbionte
(Grafico 4.12) mostrando pouca atividade fungicida.

Ha relato na literatura do flavondéide glicosilado astilbina com acao fungicida
sobre o fungo simbionte, sendo este capaz de inibir 100% o crescimento micelial do
mesmo (ALMEIDA, 2007). Foi ainda avaliada a mistura de orientina com isoorientina
(GALLO, 2004), estas apresentaram uma inibicao de 40%, porém nao ha relatos do

flavonoide miricetrina com atividade fungicida.
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Grafico 4.12 - Efeito da miricetrina no crescimento micelial do fungo simbionte L.
gongylophorus

O experimento realizado com galato de metila na concentragdo de 100 pg/mL
(Grafico 4.13) apresentou 25% de inibicdo. Na literatura existem apenas relatos
envolvendo este composto a atividade antimicrobiana, Staphylococcus aureus
(PENA et. al, 2001).
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Gréfico 4.13 - Efeito de galato de metila no crescimento micelial do fungo simbionte
L. gongylophorus
Outra substancia isolada neste estudo foi o acido 5-O-cafeoilquinico (IV)

(Figura 4.14), e ele ndo apresentou atividade inibitéria, mas estimulou o crescimento
do fungo em 7%.
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Grafico 4.14 - Efeito da substancia acido 5-O-cafeolilquinico no crescimento micelial
do fungo simbionte L. gongylophorus
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As substancias V, VI e VIl identificadas como chalconas diméricas, foram
ensaiadas e os resultados dos experimentos constam na Figura 4.15. Os resultados
nao foram promissores, uma vez que, as substancias V, VI e VIl apresentaram 22,

23 e 8%, respectivamente, de inibicdo do fungo simbionte frente ao controle.
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Grafico 4.15 - Efeito das chalconas diméricas V, VI e VIl no crescimento micelial do
fungo simbionte L. gongylophorus

Os resultados obtidos das substéncias isoladas demonstram que a
inibicdo de 90% no crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus
proveniente da fracdo RVACT pode estar relacionada a sinergismo entre as
substancias isoladas, uma vez que as substancias ensaiadas isoladamente néao

apresentaram resultados significativos.

170



Resultados e Discussao

4.3.3 - Ensaios bioléogicos no desenvolvimento de Spodoptera
frugiperda

4.3.3.1 - Efeito dos extratos brutos e fracoes de A. graveolens no
desenvolvimento de S. frugiperda

Os extratos brutos e fracbes de A. graveolens foram ensaiados sobre S.
frugiperda conforme a metodologia descrita no item 3.10.3 (p.42). Os resultados
obtidos com os extratos etandlicos de A. graveolens (Tabela 4.24, Graficos 4.16 e
4.17) ndo se mostraram significativos. O melhor resultado obtido foi o tratamento
realizado com o extrato do caule, que mostrou uma mortalidade de 54% na fase
larval.

Em relacdo a mortalidade pupal, o tratamento com o peciolo apresentou uma
mortalidade pupal de 23% quando comparado ao controle que apresentou 13%,
porém este resultado ndo apresenta significancia pelo Teste Tukey. A analise dos
resultados demonstra uma baixa agao toxica dos extratos de A. graveolens.

Com relagcédo ao peso pupal foi observado um aumento nos tratamentos com
extratos das raizes e dos peciolos. Este fato pode estar relacionado com a baixa
concentragdo de compostos fendlicos identificados no estudo fitoquimico (ltem 4.1,
p. 51). A acao destes pode ter causado um efeito estimulante ao invés de inibitério
(MULLIN et al., 1991).

Outros parametros analisados, como reducao de peso e prolongamento da
fase larval (GIOLO et al., 2002) nao foram observados, porém merecem atencao.
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Tabela 4. 24 - Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos
etanodlicos de A. graveolens. Temp.: 2521 °C; UR 70+5% e fotofase de 12 h

Estagio Fase Larval Fase Pupal
Duracao (dias) Mortalidade Peso pupal Duracao Mortalidade
(+EP)’ (%) (ma) (dias) (#2EP)’ (%) (2EP)’
(+EP)' (+EP)
ratamento
Folhas 32,04+5,56bc 10,00£10,00c | 276,37+£30,65b | 11,68+1,75a | 7,40+12,82ab
Folhas MeOH 32,22+7,21b 40+17,32bc 270,17+45,53b | 11,33+1,23a | 17,50+4,33b
Folhas 43,8616,57a 76,67+15,27ab | 170,14+37,89¢c | 11,00+0a 83,33128,69a
Hex;DCM
Caule 27,77+2,98¢c 53,70 + 11,6b | 288,31+9,15ab | 11,61+1,21a | 0+0b
Peciolo 25,36+1,36¢C 26,27+15,27bc | 305,72+23,34a | 11,55+0,98a | 22,57+25,35b
Raiz 27,68+2,75¢c 16,67£11,55¢c | 281,88+30,85ab | 11,43+1,62a | 8,46+7,50b
Controle ' 27,68+2,15d 0,00 + Oc 252,92+38,40b | 11,77+1,17a | 13,3315,77b
" Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Gréafico 4.16 - Médias da duragdo e mortalidade da fase larval de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos etandlicos de A. graveolens.
Temp.: 251 °C; UR 70+5% e fotofase de 12h.
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Grafico 4.17 - Médias da duracdo e mortalidade da fase pupal de S. frugiperda

alimentada com dieta artificial

tratada com extratos

graveolens.Temp.: 2511 °C; UR 70+5% e fotofase de 12h.
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Além das pesquisas citadas anteriormente, foram realizados estudos a fim de
verificar a acdo de extratos de plantas (Rutaceae, Malvaceae, entre outras) no
intestino médio da S. frugiperda. KNAAK et al. (2010) realizaram uma analise
histopatolégica e observaram alteragdes nas microvilosidades, desorganizagdo do
intestino médio e a hipertrofia das células epiteliais, mostrando a acdo dos extratos
testados nestes locais dos insetos.

Outras alteragbes foram relatadas por MARTINEZ & EMDEN (2001) e tratam-
se de deformidades morfoldgicas que afetam as atividades vitais dos insetos, tais
como, de se alimentarem, caminharem ou voarem, que podem torna-los vulneraveis
a diversos tipos de predadores e podem evitar que os mesmos causem danos as
culturas.

Entre as possibilidades dos extratos testados ndo alcancarem os resultados
relevantes contra S. frugiperda estao a baixa concentracdao de algumas substancias
ativas no extrato e/ou a presenca de enzimas no intestino dos insetos, como as
enzimas monoxigenase dependentes do citocromo P-450, glutationa S-transferase
(GSTs) e carboxilesterases (COEs) que atuam na detoxificagdo dos compostos
ensaiados (DESPRES et al., 2007 apud Dourado, 2009).

Entre as atividades enzimaticas relatadas, pode ser citada a enzima GSTs
que na S. litoralis, 0 aumento seu inibe a acao de piretréides, porém na presenca de
flavonas, flavonol, flavanona e flavanonol esta enzima é inibida (YU & ABO-
ELGHAR, 2000).

Embora o extrato etandlico das raizes de A. graveolens nao tenha
apresentado atividade significativa frente a S. frugiperda, perante aos ensaios sobre
a formiga cortadeira (item 4.3.1.1, p.157) e o fungo simbionte (item 4.3.2.1, p.166)
os resultados foram promissores, portanto foi realizado o processo de particao
liquido-liquido, utilizando solventes com diferentes polaridades (hexano, acetato de
etila) como descrito no item 3.5 (p.25) e estes foram ensaiados frente a S.
frugiperda.

Os resultados dos ensaios das frag6es nao foram significativos em relacéao a
mortalidade larval e pupal (Tabela 4.25, Graficos 4.18-19). Foi observado uma
reducado de 35 mg em relacdo ao peso larval de S. frugiperda na fragao acetato de

etila, resultado nao observado no extrato etandlico.
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A fracao acetato de etila foi entdo escolhida para a obtencao das substancias
pela atividade apresentada contra a formiga, seu fungo simbionte e a lagarta.

Tabela 4.25 - Médias da duracdo de fase larval e pupal e massa pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com fracées das raizes de
A.graveolens, a 1000 mg.kg-1. Temp.: 25 + 10C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h

Estagio Fase Larval Fase Pupal
Duracao Mortalidade Peso pupal Duracao Mortalidade (%)
(dias) (%) (m';) P (dias) (4EP)’
(+EP)’ (+EP)’ (+EP) (2EP)’

Tratamento
Hexano 19,18+0,79c 26,67+15,27a | 279,09+21,46a | 9,10+1,63a | 14,8+16,962

Acetato de | 27,65+4,04a | 33,33 £15,27a | 243,55+42,37b | 9,11+1,08a | 10,83+10,10a
Etila

Hidro- 22,16 +1,7b 16,66 £5,77a 286,28+27,09a | 9,16+1,09a | 3,716,412
alcodlico

Controle 20,25+1,08d | 6,66%5,77a 277,77+18,97a | 8,24+1,45a | 10,36 = 10,02a

" Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
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Gréafico 4.18 - Médias da duragdo e mortalidade da fase larval de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com fracées das raizes de A. graveolens.
Temp.: 251 °C; UR 70+5% e fotofase de 12h.

174



Resultados e Discussao

15 40-
— 3 304
g
a 3

(1]
1§ g 204
o £
a 2 104

(] A O &
& & &
() < O N

‘b b \0 00
<O ol
2@ N
Q \b
I

Grafico 4.19 - Médias da duracdo e mortalidade da fase pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos etandlicos de A.
graveolens.Temp.: 2511 °C; UR 70+5% e fotofase de 12h.

RODRIGUEZ & VENDRAMIM e TORRECILLAS & VENDRAMIM (1996 e
2001) observaram que a reducdo da ingestdo de alimentos, devido a acdo de
substancias deletérias, como também um inadequado substrato alimentar, pode
gerar pupas de menor peso, ocasionando problemas de cépula com os individuos
normais, dando origem a adultos pequenos.

Apoés o fracionamento da fragao acetato de etila, a Unica substancia ensaiada
no experimento de ingestdo foi o galato de metila (Sigma-Aldrich), nas
concentragdes 10 (3 mg), 50 (15 mg) e 100 ppm (30 mg) (Graficos 4.20-21 e
Tabela 4.26). Nos ensaios bioldgicos posteriores, a metodologia de ensaio por
toxicidade aguda, foi utilizada devido a menor quantidade de massa obtida nos
fracionamentos.

Os resultados demonstram que o composto fendlico galato de metila néo
apresentou atividade significativa nas trés concentragdes pelo teste Tukey. Assim, a
atividade relacionada a reducao do peso nao esta relacionado a esta substancia.

Nos ensaios de ingestao, classes fendlicas atuam na S. eridania aumentando
a mortalidade e diminuindo a ingestéo, resultando numa menor taxa de crescimento
(LINDROTH & PETERSON, 1988 apud LABINAS & CROCOMO, 2002).
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Gréafico 4.20 - Médias da duragdo e mortalidade da fase larval de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com a substancia de galato de metila de A.
graveolens. Temp.: 251 °C; UR 70+5% e fotofase de 12h.
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Gréfico 4.21 - Médias da duracdo e mortalidade da fase pupal S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com a substancia de galato de metila de A.
graveolens. Temp.: 251 °C; UR 70£5% e fotofase de 12h.
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Tabela 4.26 - Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com galato de
metila isolado de A. graveolens. Temp.: 25 £ 1 °C; UR 70+5% e fotofase de 12 h

Estagio Fase Larval Fase Pupal
Peso pupal
- - m = -
Duracao (dias) Mortalidade (&E?,)) Duracao Mortalidade (%)
(+EP)’ (%) - (dias) (+EP)’ (+EP)’
(+EP)’

ratamento

3mg 24,41+1,48Db 3,3315,77 a 311,03+18,04a | 14,36%£1,35b 13,33+11,552

15 mg 25,2512 47ab 10,00+0,00a 306,51+21,90a | 14,65+1,36ab 3,70+6,412

30 mg 26,10+2,06 a 3,33+5,77 a 312,13+17,22a | 15,67+1,70 a 3,7016,41 a
Controle 1 | 26,3924 a 6,66+5,772 312,71+28,85a | 15,38+1,50ab | 7,03 £6,12 a

1

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Poucos sdo os relatos na literatura de experimentos de S. frugiperda

envolvendo espécies da familia Anacardiaceae. TIRELLI et al. (2010) observou que
Schinus terebinthifolius causa uma redugdao na percentagem de sobrevivéncia
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durante a fase de pupa, fato que pode ser decorrente devido a presenca de fragdes
tanicas, que apresentam atividade toxica devido a interagdo com proteinas
(ZUANAZZI et al., 2004). Assim, uma das possibilidades poderia ser a atividade
gerada por taninos, ja que estes compostos estdo presentes na familia
Anacardiaceae (TIRELLI et al., 2010).
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4.3.3.2 - Ensaios Bioldgicos de toxicidade aguda com extratos de
plantas sobre S. frugiperda

Os extratos etanodlicos das raizes (RV) e do caule (CGV) de A. graveolens
foram ensaiados sobre a S. frugiperda conforme a metodologia descrita no item
3.10.4 (p.43). Os resultados obtidos com os extratos (Graficos 4.22 e Tabela 4.27)
nao apresentaram resultados significativos.

Embora os extratos etandlicos das raizes e caule ndo tenham apresentado
atividade significativa frente a S. frugiperda, perante os ensaios sobre a formiga
cortadeira (item 4.3.1.1, p.157) e o fungo simbionte (item 4.3.2.1, p.166), os
resultados foram promissores, portanto foi realizado o processo de particao liquido-
liquido, utilizando solventes com diferentes polaridades [hexano (RVH, CGVH),
acetato de etila (RVACT, CGVACT)] como descrito nos itens 3.5 e 3.6 (p.25 e 35,
respectivamente).

Nenhuma das amostras ensaiadas apresentou resultado satisfatério (Grafico
4.22 e Tabela 4.27), porém RVH apresentou resultado um pouco mais significativo
quando comparada com o controle.

Os resultados nao significantes podem ser decorrentes de baixas

concentracdes de substancias que podem estar presentes nas fragdes testadas.
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Gréfico 4.22 - Médias da mortalidade causadas pelos extratos etandlicos e fracdes
das raizes, do caule e dos galhos de A.graveolens sobre lagartas de segundo instar
de S. frugiperda. Temp.: 251 °C; UR 701£5% e fotofase de 12h.
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Tabela 4.27 - Mortalidade causada pelos extratos etandlicos e fracdes das raizes e
dos galhos de A. graveolens sobre lagartas de segundo instar de S. frugiperda

Extrato Mortalidade Média Extrato Mortalidade Média
(%) (%)
+ DP + DP

RVET 3,34+745b CGVH 9,72+ 10,39 a

RVH 32,82+ 23,07 a CGVAQ 0+0b
RVACT 5,0+11,18 b CGVACT 0+0b

RVAQ 6,94 + 10,11 ab CGVET 0+0b
Controle 15,17 + 15,95 ab Controle 0+0b

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

De acordo com os dados promissores obtidos nos experimentos perante o
fungo simbionte e a formiga cortadeira as fracbes RVACT e CGVACT foram
submetidas ao fracionamento cromatografico visando obter as substancias
presentes nos mesmos.

E importante ressaltar os possiveis mecanismos de acdo do experimento
tépico que é caracterizado pela exposicdo da amostra ao tegumento do inseto.
Quando esta é absorvida, ela pode atuar nos reguladores do crescimento (ecdise),
no metabolismo respiratorio das células (sintese de ATP) e no sistema nervoso
central, podendo causar a morte do inseto (PEREIRA, 2007).

Entre as substancias isoladas das fracoes RV e CGVACT estao miricetrina e
galato de metila, entretanto, os dados experimentais (Graficos 4.23, 4.24 e Tabela
4.28, 4.29) dessas substancias nao apresentaram atividade significativa pelo teste

tépico, como também n&o foram promissores nos ensaios por ingestao.
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Gréfico 4.23 - Médias da mortalidade delagartas de segundo instar de S. frugiperda
causa por miricetrina (substancia I). Temp.: 25 1 °C; UR 70 + 5% e fotofase de 12h.
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Tabela 4.28 - Mortalidade causada pela miricetrina (substancia ) sobre lagartas de
segundo instar de S. frugiperda

Miricetrina (mg/mL) Mortalidade Média*(%)

+ DP
1 2,22+4,97 a
5 8,44+9,18 a
10 16,39 + 22,57 a
Controle 2,004,447 a

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Grafico 4.24 - Médias da mortalidade causada por galato de metila (substancia Il)
sobre lagartas de segundo instar de S. frugiperda. Temp.: 25 +1 °C; UR 70 + 5% e
fotofase de 12h.

Tabela 4.29 - Mortalidade causada pelo galato de metila (substancia IlI) sobre
lagartas de segundo instar de S. frugiperda

Galato de metila (mg/mL) Mortalidade Média*(%)

+ DP
1 8,22+8,45a
5 7,00+ 10,95 a
10 8,22+8,45a
Controle 2,00+4,47 a

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

Tendo em vista as baixas atividades observadas nos ensaios realizados, seria

necessario analisar outras substancias que compdem os extratos do caule e das
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raizes, realizando tanto o ensaio tépico quanto de ingestao. Estudos revelam maior
atividade envolvendo ensaios de ingestao (VIANA & PRATES, 2003).
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4.4 - Coleta e Analise dos volateis das folhas de A. graveolens pela
técnica de Headspace-SPME

4.4.1 - Determinacao da Fibra Ideal

Os cromatogramas obtidos através das condicoes descritas no item 3.11.1
(p.46) para as diferentes fibras (preta e azul) estdo apresentados a seguir (Figuras
4.77 e 4.78).
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Figura 4.77 - Cromatogramas obtidos da extracdo de volateis das folhas de A.
graveolens obtidos em quadruplicata com a fibra preta (CAR/PDMS -
Carboxen/Polidimetilsiloxano) em 15, 30 e 45 minutos.
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Figura 4.78 - Cromatogramas obtidos da extracdo de volateis das folhas de A.
graveolens obtidos em quadruplicata com a fibra azul (PDMS/DVB -
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno) em 15, 30 e 45 minutos.

Observando-se os cromatogramas, verificou-se que a fibra azul apresentou
uma melhor adsorcdo dos compostos. As fibras apresentaram cromatogramas
similares no inicio da corrida, no entanto, a fibra preta adsorveu poucos compostos
em relagao a fibra azul apés 17,5 minutos. Portanto, determinou-se a fibra azul como

ideal para este experimento.

4.4.2 - Determinacao do Tempo de Exposicao Ideal

Verificou-se que para as condigdes empregadas (ltem 3.11.2, p.46) que o
tempo de exposicdo de 45 minutos é o tempo ideal, uma vez que a partir deste

tempo mais compostos apareceram, como visto na Figura 4.78.
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4.4.3 - Compostos identificados em A. graveolens por HS-SPME

Realizou-se o experimento de extracdo dos volateis de A. graveolens por HS-
SPME, e identificou-se os mesmos por CG-EM através de seus IA e espectros de
massas em comparagao com a literatura (ADAMS, 2007) e NIST(2008).

Os compostos apresentaram um |A distante ao comparado com o |A da
literatura (ADAMS, 2007), isto pode ser decorrente do livro utilizado para a
comparacao, pois este foi elaborado para identificacdo de compostos presentes em
Oleos essenciais. Assim, para identificar os compostos foram utilizados os espectros
de massas obtidos pelo CG-EM e estes foram comparados com espectros da
literatura (ADAMS, 2007) e NIST (2008)(Figura 4.80).

No total detectou-se 17 compostos, no entanto, identificou-se apenas 13, uma
vez que os demais ndo apresentaram (Figura 4.79-80 e Tabela 4.30) espectros de
massas semelhantes aos descritos na NIST (2008).
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Figura 4.79 - Espectros de massas dos compostos obtidos pelo CG-EM comparados
com espectros da literatura (ADAMS, 2007) e NIST(2008).
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Tabela 4.30 - Compostos volateis identificados em A. graveolens

Pico  TRI IA (ADIAAMS, Compostos  Teor (%) PM
2007)

1 6,754  gag 932 s#pineno 2.54 136
2 7834  ggy 974 B-pineno 1.29 136
3 8124  gu5 988 Mirceno 20.79 136
4 9461  gs3 1024 Limoneno 5411 136
5 9683  ggq 1032 (2)-Ocimeno ~ 3-37 136
6 9963  g70 1044 (5-Ocimeno 534 136
7 10,627 993 1086 Terpinoleno 563 136
8 17,728 o5 1373 wylangeno 019 204
9 17,871 4057 1374 a-Copaeno 081 204
10 18,898 {299 1417 (B)-cariofileno 283 204
11 19,093 1307 1419 Bylangeno 030 204
12 19,348 1317 NI 0.50 -
13 19,714 4332 1452 a-Humuuleno 042 204
14 20,120 {348 1461 NI 0.66 -
15 20,499  q{3p4 1345 NI 0.60 -
16 20,654 1371 1369 NI 0.31 -
17 21,096 1389 1522 5.Cadineno  0-31 204

Tempo de retengdo (TRy) obtido da quadruplicata, Indice aritmético calculado, Indice aritmético de
ADAMS, 2007 (1A*) e NI, N&o identificado.
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3 %

B- Pineno  Mirceno Limonemo (Z)-Ocimeno (E)-Ocimeno
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&Y ¢
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Figura 4.80 - Compostos volateis identficados da fibra azul.

4.4.4 - Coleta dos volateis das folhas de A. graveolens pelo método
de aeracao

O cromatograma obtido pelo método de aeracdo através das condi¢cdes
descritas no item 3.11.4 (p.48) esta apresentado a seguir (Figura 4.81-82 e Tabela
4.31).

(x10,000,000)
TIC

5.0

-

0.0 A

T T o o s o MCT - Y- 'gé_s' " 260 275
Figura 4.81 - Cromatograma obtido da extracdo de volateis das folhas de A.
graveolens pelo método de aeracao.
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Tabela 4.31 - Compostos volateis das folhas de A. graveolens pelo método de
aeracao

Pico TR A IR Composto PM Teor(%)
(ADAMS,2007)
1 8.915 933 932 a-pineno 136 6.07
2 10.208 978 974 B-pineno 136  2.60
3 10.612 993 988 Mirceno 136  20.87
4 11.887 1037 1024 Limoneno 136 69.84
5 21,931 1425 1417 (E)-cariofileno 204 0.62

Tempo de retencédo (TR), Indice de Aritmético calculado (IA) e Indice de Aritmético (IA) (ADAMS,
2007).

o- Pineno B- Pineno H
B\
H
|
| (E)-Cariofileno
AN

Mirceno  Limonemo
Figura 4. 82 — Compostos volateis das folhas obtido pelo método de aeragéo.

Alguns compostos foram confirmados na extracdo por PORAPAK, entre eles
estdo, a-pineno, B-pineno, Mirceno, Limoneno e (E)-Cariofileno. Uma possibilidade
para extracdo de mais alguns compostos seria a extracdo com outros solventes,
uma vez que este experimento foi realizado apenas com hexano.

Varios sdo os relatos da acado de terpenos na literatura, entre os citados
estdo, o efeito antimicrobiano observado por LEITE et al. (2007) e BURT (2004), no
qual compostos como a-pineno e B-pineno inibiram  Streptococcus aureus,
Streptococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes e
Escherichia coli.
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A acao inseticida de monoterpenos foi observada contra Sitophilus zeamais,
uma vez que, estes inibem a acetilcolinesterase nos insetos (JUNIOR, 2003).

Efeitos de repeléncia foram demonstrados por ZACARIN et al. (2005), em que
uma grande concentracado destes compostos nos 6leos essenciais provenientes das
folhas de variedades de citrus causaram repulsdo contra a A. sexdens rubropilosa,
no entanto, este comportamento também foi observado por CHEN et al. (1984) com
Atta laevigata, porém com volateis de A. graveolens.

O composto trans-B-ocimeno identificado entre os volateis foi o responsavel
por esta acao observado por CHEN et al. descrita em 1984.

Devido a grande quantidade de monoterpenos (Figura 481 e Tabela 4.30)
existentes nas folhas de A.graveolens é possivel que estes apresentem a acao
repelente contra A. sexdens rubropilosa, porém testes de atratividade devem ser
realizados para confirmar a acao destes.
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5. Conclusoes

O estudo fitoquimico de Astronium graveolens proporcionou o isolamento e
identificacdo de 11 metabdlitos secundarios: 6 chalconas diméricas, 2 flavondides e
3 compostos fendlicos.

As chalconas diméricas estao sendo relatadas pela primeira vez no género
Astronium e, exceto a substancia V, pela primeira vez na literatura.

Os ensaios realizados com os extratos brutos da raiz, caule e galhos de A.
graveolens sobre Afta sexdens rubropilosa foram os tratamentos mais significativos
com Md (sobrevivéncia mediana das operarias de A. sexdens rubropilosa) de 3 e 6
dias, respectivamente. Os ensaios das raizes perante o fungo simbionte L.
gongyophorus foram promissores, 0s quais apresentaram uma inibicdo de 91%,
entretanto, o extrato do caule e galhos apresentou apenas 35% frente ao controle.

As fragdes RVH e CGVACT, provenientes do extrato bruto da raiz, caule e
galhos foram ensaiadas sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa e
apresentaram resultados de atividade inseticida mais significativa, 94 e 56% no 25°
dia, respectivamente. Embora a fracdo RVH tenha apresentado um bom resultado
de atividade inseticida, a fracdo RVACT foi particionada, pois apresentou uma
inibicao de 90% do fungo simbionte frente ao controle. Nesta frac&o identificou-se a
presenca das chalconas diméricas, flavondides e outros compostos fendlicos. A
fracao CGVACT néao apresentou uma inibicao significativa, uma vez que inibiu
apenas 41% do crescimento micelial frente ao controle. Nesta fragdo foram
identificados um flavondide e dois compostos fendlicos.

As substancias ensaiadas frente a formiga cortadeira e o fungo simbionte nao
apresentaram resultados promissores, o efeito observado de RVACT e CGVACT
pode estar relacionado ao sinergismo, ou ha alguma substancia ndo isolada e
identificada.

Os resultados obtidos dos ensaios realizados com os extratos brutos de A.
graveolens sobre Spodoptera frugiperda nao se mostraram significativos, como
também as substancias testadas, como miricetrina e galato de metila ndo foram

promissoras.
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s

E importante ressaltar que nao ha relatos na literatura de ensaios bioldgicos
com o género Astronium sobre A. sexdens rubropilosa, L. gongylophorus e
S.frugiperda, reforcando assim a importancia deste estudo.

Além disso, nao foi possivel completar o estudo de todos os extratos e
fracbes obtidas, desta forma ndo foram identificados e ensaiados todos os
metabdlitos secundarios das diferentes partes da espécie em estudo.

A analise de volateis pela técnica Headspace-SPME levou a identificacdo de
13 compostos, tendo o relato na literatura de algumas delas com atividade repelente
e inseticida.

A extracao dos volateis pelo método de aeracao levou a identificacao de 5
compostos, incluindo a presencga de alguns ja identificados pela técnica Headspace-
SPME. Para determinar a atratividade ou a repeléncia seria necessario realizar os
ensaios através de testes com olfatbmetro em “Y” e Eletroantenografica (EAG).

O estudo fitoquimico, acompanhado por ensaios biolégicos e a identificacao
de volateis realizados neste trabalho contribuiram para a descoberta da atividade
bioldgica de algumas fracdes, que poderdo ser utilizadas no controle insetos praga.
Estas atividades tém possibilidades de serem causadas pela agdo sinérgica dos
constituintes quimicos das mesmas, uma vez que 0s compostos testados
apresentaram pouca atividade. Outra possibilidade que também deve ser
comprovada com futuros estudos € a se alguma(s) substancia(s) seja(m) muito
ativa(s).

O isolamento de 6 substancias, que pelo levantamento bibliografico realizado,
sao inéditas na literatura contribuiu com a quimiossistematica da familia
Anarcadiaceae e na formacao da mestranda, pois as determinacdes das estruturas
das mesmas apresentaram diversos desafios e envolveu diversas técnicas

modernas de identificacdo de substancias e seus isolamentos.
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