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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO DE Annona Sylvatica (ANNONACEAE).
AVALIACAO DAS ATIVIDADES INSETICIDA E FUNGICIDA FRENTE AS
FORMIGAS CORTADEIRAS E SEU FUNGO SIMBIONTE E AO GORGULHO DO
MILHO - As formigas cortadeiras sao espécies sociais, vivendo em coldnias
permanentes. Os géneros de maior importancia econdmica, Atta (salvas) e
Acromyrmex (quenquéns), sado as principais pragas da agricultura brasileira, por
causarem sérios danos pela sua grande e descontrolada herbivoria, o que gera
Sérios prejuizos econbmicos para muitos agroecossitemas. Nessa mesma vertente,
o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais, pertencente a familia Curculionidea, € a
principal espécie praga do milho armazenado. Os grdos sao perfurados e
danificados pelas larvas e adultos, inutilizando sua comercializagdo. Como
consequéncia, o controle eficaz de tais pragas é de extrema importancia para a
agricultura e economia do pais que visa oferecer ao mercado nacional e
internacional produtos de qualidade e alto valor comercial. Nesse contexto, o estudo
fitoquimico de Annona sylvatica fornece uma forma alternativa de controle a estas
pragas, uma vez gque estudos destas espécies mostraram uma ampla variedade de
produtos naturais com atividades promissoras, entre elas, inseticida e fungicida,
devido a ampla presenca de acetogeninas e lignanas como metabolitos secundarios.
Este estudo resultou no isolamento de 14 compostos (quatro lignanas, quatro
acetogeninas, trés alcaloides e trés esteroides), no entanto, foram identificados 11
compostos, devido a alta complexidade estrutural apresentada para as
acetogeninas. As técnicas de identificacdo utilizadas foram através dos espectros
uni e bidimensionais de RMN *H e *3C e por Espectrometria de Massas (HPLC/NMR;
HPLC/ESI-MS/MS e HPLC/APCI-MS/MS). Para os ensaios biolégicos, o extrato
etandlico das sementes destacou-se como potencial toxico frente aos trés
bioensaios citados acima. As fragOes diclorometanicas das folhas e ramos obtidas
através do particionamento liquido-liquido dos extratos foram tOxicas para as
formigas cortadeiras e seu fungo simbionte. Dentre as acetogeninas isoladas,

apenas uma apresentou uma atividade significativa frente ao gorgulho do milho.

Palavras chave: formigas cortadeiras, gorgulho do milho, Annona sylvatica,

acetogenina, lignana, alcaloide.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMISTRY STUDY OF Annona Sylvatica (ANNONACEAE).
EVALUATION OF INSECTICIDE AND FUNGICIDE ACTIVITIES AGAINST LEAF-
CUTTING ANTS AND YOUR SYMBIOTIC FUNGUS AND THE CORN MAIZE
WEEVIL — The leaf-cutting ants are social species, living in permanent colonies. The
genera of the greater importance, Atta (sauvas) and Acromyrmex (quenquéns), are
the major plagues of Brazilian agriculture, to cause serious damages by its large and
uncontrolled grazing, which leads to serious economic losses for many agro-
systems. In the same way, the corn maize weevil, Sitophilus zeamais, belonging to
the family Curculionidae, is the major pest species of stored corn. The corn grains
are drilled and damaged by larvae and adults, causing numerous qualitative and
quantitative losses of corn grains disabling its marketing. As the consequence, the
effective control of these plagues is extremely important for agriculture and economy
that aims to provide the nacional and international market quality products with high
commercial value. In this context, the phytochemistry study of Annona sylvatica
provides an alternative way to control these plagues, since that studies of these
species showed a wide variety of natural products with promising activities, including,
insecticide and fungicide, due to the large presence of acetogenins and lignans as
secondary metabolites. This study allowed the isolation of fourteen compounds (four
lignans, four acetogenins, three alkaloids and three steroids), however were
identified eleven compounds due to the high structural complexity presented for the
acetogenins. The identification techniques employed have been using single and
two-dimensional spectra of *H and **C NMR and Mass Spectrometry (HPLC/NMR;
HPLC/ESI-MS/MS e HPLC/APCI-MS/MS). For the biological tests, the ethanolic
extract of the seeds stood out as potentially toxic to three bioassays cited above. The
leaves and branches dichlorometanic fractions obtained by liquid-liquid partitioning of
the extracts were toxic for leaf-cutting ants and their symbiotic fungus. Among the
acetogenins isolated, only one of them showed a significant activity against corn

maize weevil.

Key words: leaf-cutting ants, corn maize weevil, Annona sylvatica, acetogenin,

lignan, alkaloid.
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Introducao

1 — INTRODUCAO

1.1 — Formigas cortadeiras

As formigas séo consideradas um dos mais bem sucedidos grupos de
insetos, sendo organismos dominantes na maioria dos ecossistemas terrestres
(ILHA et al.,, 2009; MARINHO et al., 2006). S&o pertencentes a classe Insecta,
ordem Hymenoptera e familia Formicidae (REIS FILHO et al., 2007).

A tribo Attini (inserida dentro da subfamilia Myrmicinae) abrange
aproximadamente 13 géneros. Todos 0s géneros inseridos nesta tribo séo
considerados formigas cortadeiras, sendo que 0s géneros mais evoluidos sao Atta,
popularmente conhecidas por sauvas (FIGURA 1.1), e Acromyrmex, conhecidas por
guenqguéns. Sua distribuicdo geografica se da desde o Sul dos Estados Unidos e o
norte do México até o Uruguai e regiao Central da Argentina, excluindo a regido dos
Andes e algumas ilhas das Antilhas (MYASHIRA, 2007; REIS FILHO et al., 2007).

O Brasil € 0 pais que possui 0 maior nimero de salvas na Ameérica do
Sul, onde sdo encontradas onze espécies (de um total de quinze) e trés subespécies
de Atta, ocorrendo principalmente nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Goias, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul e Parana (MYASHIRA, 2007).

Sao consideradas cortadeiras porque elas cortam diversos materiais
vegetais ou se utilizam das porcdes ja desprendidas como flores, folhas e galhos
finos, sendo este material vegetal entdo carregado para dentro do ninho
(FERNANDES et al, 2002; REIS FILHO et al., 2007).

Graves danos a agricultura e silvicultura sdo proporcionados pelo corte
desse material vegetal. Prejuizos de ambito econémico e ambiental sdo acarretados,
uma vez que quase todas as culturas sdo atacadas e danificadas pelas formigas
cortadeiras, podendo atacar plantas de todas as idades e destrui-las completamente
(ALMEIDA et al., 2007; FERNANDES et al., 2007).



Introducéo

(Fonte: hotsites.sct.embrapa.br/diacampo/programacao/2009/combate-a-formiga-cortadeira-em-plantios-
florestais. Acesso em 14/11/12)

FIGURA 1.1- Formigas cortadeiras.

Estima-se que em sistemas tropicais, cerca de 17% da producéo
florestal € consumida, havendo um consumo nacional de aproximadamente 12.000
toneladas/ano de iscas toxicas na tentativa de controlar e minimizar os efeitos
negativos destes insetos (BOARETTO & FORTI, 1997; FERNANDES et al., 2007).

Desta forma, estes herbivoros sdo considerados as principais pragas
para a agricultura brasileira. Para se ter ideia do grau de danos ecoldgicos e
econdmicos atingidos, séo listados alguns de seus prejuizos, segundo BOARETTO
& FORTI (1997) e PICANCO (2010):

- As culturas de Pinus e Eucalyptus sdo as mais atacadas, especialmente nas
fases de pré-corte e imediatamente apds o plantio ou no inicio da conducdo de
brotacao;

- Para Atta bisphaerica, um sauveiro adulto provoca a perda de 36 toneladas
de cana-de-acucar/ha/ano, ocasionando perdas de aproximadamente 450 Kg de

2
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acucar ou 300 litros de alcool. Prejuizos ainda maiores de cerca de US$ 630
milhdes/ano sdo decorrentes de um consumo de mais de 10 toneladas/ha/ano.

- Cerca de 10 sauveiros adultos/ha chegam a cortar 25 kg de forragem/dia em
pastagens.

- Para um formigueiro de sauva limdo (A. sexdens rubropilosa), em
reflorestamentos, ha um consumo de uma tonelada de folhas verdes/ano,
equivalente a 80 arvores/ano. Infestagcbes de 200 formigueiros da quenquém/ha
provocam a perda de 30% das brotacdes novas de eucalipto de rebrota.

- Em pomares, as arvores em formacdo podem ter suas folhas totalmente

cortadas durante uma noite.

Assim, efetuar um controle efetivo desses insetos visa garantir a
produtividade das culturas. Essa € uma preocupagao constante para muitos
agroecossistemas, sendo que as formigas cortadeiras estdo sendo alvos de diversos
estudos e pesquisas para o desenvolvimento de metodologias de controle.
Entretanto, para abordar técnicas de controle atualmente utilizadas é necessério,
antes, conhecer o estudo da sua biologia e comportamento, obtendo-se a
possibilidade de éxito no desenvolvimento de técnicas eficientes para o seu controle
(BOARETTO & FORTI,1997; MARINHO et al., 2006).

1.1.1 - Caracteristicas biolégicas - Relacdo de sim biose com o fungo

Leucoagaricus gongylophorus

As formigas cortadeiras vivem em simbiose com o fungo L.
gongylophorus. Essa € uma relacdo interespecifica de mutualismo, havendo uma
total dependéncia entre ambos (FIGURA 1.2). Dessa forma, o material vegetal que
as formigas cortam e introduzem dentro do ninho, mais especificamente na camara
do jardim do fungo, serve como substrato para manutencdo e crescimento do
mesmo (ANJOS et al., 2008; BACCI JR. et al., 1998; FERNANDES et al., 2002). O
fungo, por sua vez, serve como fonte de alimento Unico para as larvas e a rainha,
além de produzir enzimas que degradam polissacarideos em aclUcares menores,
servindo como alimento também para as operarias adultas. Cabe ressaltar aqui, que
a fonte de alimento para as operarias adultas, além do fungo simbionte, se da
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também pela ingestdo da seiva das folhas no momento em que estas realizam o
corte do material vegetal (BOULOGNE et al., 2012; RICHARD et al., 2005; SILVA et
al., 2003).

O L BOULOGNE.

(Fonte: BOULOGNE et al., 2012)

FIGURA 1.2 — Fungo simbionte, L. gongylophorus.

Para garantir o sucesso e 0 crescimento da colbnia, as operarias
selecionam as plantas a serem cortadas. O objetivo é a escolha daquelas que
apresentem o valor nutricional exigido pelo fungo simbionte, além da rejeicédo
daquelas que contenham substancias toxicas para as operarias, fungo ou mesmo
para ambos (MARINHO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2004).

Dentre caracteristicas biolégicas das formigas, se encontra o fato de
serem insetos sociais. Comportamento como o de cuidado cooperativo com a prole e
entre as companheiras do ninho, divisdo de tarefas por castas em que cada uma
realiza sua funcéo, sobreposicdo de duas ou mais geracgdes, individuos estéreis e
reprodutivos, sdo caracteristicas que lhes proporcionam vantagens em relacdo aos
outros herbivoros, favorecendo o seu sucesso, reprodugdo e sobrevivéncia, sendo
denominados por isso, como superorganismos (MARINHO et al., 2006).

Outros fatores também se destacam como responsaveis por esta
denominagédo: capacidade de defesa quimica, bem como a comunica¢do quimica, a
sensibilidade olfativa, capacidade de aprendizagem, seletividade e producdo de
substancias antibiéticas com a finalidade de reduzir o crescimento de outros fungos

e bactérias presentes do ninho, sdo exemplos (MARINHO et al., 2006).
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As formigas cortadeiras ocorrem 0 ano todo, apresentam facilidade de
formacéo e estabilizacdo de novas colbnias, além de mostrarem alta complexidade
quando o formigueiro é adulto (MARINHO et al., 2006; PICANCO, 2010; WEBER,
1972). Sauveiros bem desenvolvidos geram diversas galerias que interligam as
camaras (panelas) em que sdo acomodadas a rainha, o fungo, larvas e pupa e o lixo
(JACCOUD, 2000).

Diante dessas caracteristicas biolégicas e comportamentais, nota-se a
complexidade estrutural e comportamental que as formigas cortadeiras apresentam
tornando dificil a utilizacéo de técnicas para o seu controle efetivo.

Portanto, a persisténcia em estudos mais aprofundados, assim como a
utiizacdo de novas moléculas de origem natural que gerem menor prejuizo
ambiental e apresentem maior éxito em seu controle pela alta especificidade, sao
ferramentas importantes na tentativa de contornar os obstaculos que estes insetos

imp&em. Alguns dos métodos de controle ja utilizados sdo apresentados a seguir.

1.1.2 — Métodos de controle

As formigas cortadeiras sdo importantes na transformacdo do solo.
Quando ecologicamente equilibradas, elas realizam o corte natural das plantas,
estimulando o seu crescimento, auxiliam na disperséo de sementes e na aeracgao e
infiltracdo da agua devido ao sistema de tuneis, permitindo o ciclo de nutrientes e o
aumento da circulacdo de diversos elementos quimicos. O solo ao redor de um
formigueiro apresenta altos niveis de carbono, nitrogénio e fosforo (ILHA et al., 2009;
MYASHIRA, 2007). Dessa forma, considerando seus aspectos positivos ao meio
ambiente, o emprego de técnicas alternativas de controle a esses insetos sdo mais
adequadas a se pensar em relacdo ao seu combate.

Alguns métodos de controle podem ser citados: mecanico, biolégico e
quimico (ARAUJO et al., 2003). O controle mecéanico se baseia na escavagdo do
formigueiro até localizar e matar a rainha, destruindo os ninhos. Essa técnica
praticamente ndo € utilizada por se restringir a formigueiros pequenos com até
quatro meses de idade. Ja o controle biolégico consiste na utilizacdo de predadores,
parasitoides e micro-organismos que utilizam a formiga como hospedeira. No

entanto, mais conhecimentos acerca dessa técnica ainda sdo necessarios para que
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essa possa ser aplicada com seguranca. Os métodos quimicos sdo 0s mais
utilizados, sendo o seu procedimento basico a utilizacdo de um produto téxico
sintético nas formulagcbes de po, liquidos nebulizaveis ou como iscas granuladas,
aplicado diretamente nos ninhos (BOARETTO & FORTI,1997; DELLA LUCIA &
VILELA, 1993).

Atualmente, o emprego de iscas granuladas tem se destacado por ser
considerado eficiente, pratico, e econdmico, aléem de oferecer maior seguranca ao
operador, dispensar mao de obra e equipamentos especializados e permitir o
tratamento de formigueiros de dificil acesso. Estas iscas sdo compostas de um
substrato atrativo (geralmente polpa citrica desidratada) em mistura com um
principio ativo sintético toxico, dissolvidos em o6leo de soja, com formulacdo em
pellets (BOARETTO & FORTI, 1997).

A polpa citrica provavelmente € apropriada para o desenvolvimento do
fungo simbionte, uma vez que ela se apresenta levemente acida, com alto conteudo
de carboidrato, contendo nitrogénio e grande variedade de vitamina e
microelementos. Essas caracteristicas sdo importantes para eficiéncia das iscas
granuladas, uma vez que h& muitos relatos de devolugcéo e/ou rejeicdo do material
pelas formigas, provavelmente relacionados a baixa atratividade do substrato
(BOARETTO & FORTI, 1997).

Para o principio ativo toxico, destaca-se a utilizacdo de fipronil e
sufluramida. No entanto, a utilizacdo de compostos sintéticos clorados e fosforados
torna-se preocupante por resultar em problemas de contaminagdo ao meio
ambiente, solo e lencadis freaticos, além de acarretar um desequilibrio ecoldgico, uma
vez que espécies ndo-alvo sao atingidas por se tratar de produtos nao seletivos
(BOULOGNE et al., 2012).

Nesse contexto, a busca por um método de controle que vise a
aplicacdo de substancias que sejam mais seletivas e menos prejudiciais ao meio
ambiente, torna-se de extrema relevancia na tentativa de minimizar os efeitos
prejudiciais causados por estes insetos, atualmente considerados como pragas de
dificil controle. Essas caracteristicas podem ser encontradas nos estudos de plantas
gue apresentem relatos na literatura da atividade inseticida e/ou fungicida, buscando
o isolamento das substancias naturais responsaveis por estas atividades
(BOULOGNE et al., 2012). Considera-se entdo, um método alternativo de controle,

sendo por este motivo estudado no Laboratério de Produtos Naturais da
6
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Universidade Federal de S&o Carlos em parceria com o Centro de Estudos de
insetos Sociais (CEIS-UNESP) em Rio Claro.

1.2 - O gorgulho do milho

O milho representa 0 segundo cereal mais importante em termos de
producdo mundial, suplantado apenas pelo trigo. Cultivado na maioria dos paises,
sendo os Estados Unidos, China e Brasil os principais produtores e consumidores, e
no Brasil, cerca de 45% da producado destina-se para a industria de racéo de aves e
suinos (MARSARO JUNIOR et al, 2005).

Visando garantir o abastecimento de milho para sua utilizacdo ao longo
do ano, prevenindo eventuais periodos de escassez e proporcionando maior
estabilidade dos precos, torna-se necessario o seu armazenamento. No entanto, ao
armazenar os graos, estes também servem como alimento abundante para varias
espécies de insetos, aléem de protegé-los da influéncia de temperaturas letais
(MARSARO JUNIOR et al, 2005; POTENZA et al, 2004). Assim, os esforcos
concentrados no aumento da producao de graos sdo desperdicados caso ndo haja
uma melhoria nas condi¢cdes de armazenamento e controle destas pragas (FONTES
et al, 2003).

Diante desta problematica, uma das principais pragas de graos
armazenados € o Sitophilus zeamais, popularmente conhecido como gorgulho do
milho. Coledptero pertencente a familia Curculionidae, foi descrito por Motschulsky,
1855, e é classificado como uma praga primaria por atacar graos inteiros e sadios.
Quando adultos, sdo pequenos besouros medindo de 2,0 a 3,5 mm, de coloracéo
castanho-escura com manchas avermelhadas nos élitros (asas anteriores, FIGURA
1.3). Possuem aparelho bucal do tipo mastigador e suas mandibulas sao fortes o
suficiente para romperem a dureza dos grdos armazenados (LORINI et al, 2010;
UKEH et al., 2012).

Sao encontrados em regides tropicais e sub-tropicais do mundo,
particularmente nas Américas e Africa, e, apesar da cultura do milho ser a principal
opc¢ao de alimentacdo para S. zeamais, diversos outros grédos armazenados podem
ser atacados, como por exemplo trigo, arroz, aveia, cevada, centeio, feijao, sorgo e

raizes de mandioca seca, podendo também se desenvolver em alimentos
7
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processados como massas alimenticias, biscoitos e bolo endurecido (UKEH et al.,
2012).

(Fonte: http://www.agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/gorgulho_1902.html/ Acessado em 16/11/12)

FIGURA 1.3 — Gorgulho do milho.

O ciclo biologico destes insetos se inicia quando a fémea utiliza suas
mandibulas para perfurar o gréo, fazendo um orificio por onde é depositado um ovo.
Logo apos a cavidade aberta e o ovo introduzido no seu interior, ela é coberta por
uma secre¢do gelatinosa produzida por glandulas associadas ao ovopositor, que
endurece rapidamente permanecendo os orificios de postura de dificil visualizacdo
(DANHO, 2002). Apos a ecloséao, a larva se desenvolve e se alimenta do interior do
grao, escavando-o a medida que cresce. Seu estagio larval (quatro instares) é
completado dentro do proprio gréo, transformando-se em pupa, culminando com a
emergéncia do adulto do seu interior. Caso ocorra a postura de mais de um ovo por
grao, a larva mais forte ira se sobrepor as demais, ocorrendo, assim, apenas uma
emergéncia de adulto por grdo. O inseto adulto entdo deixa o grdo e ocorre o
acasalamento dois a trés dias apdés sua saida, iniciando-se novamente seu ciclo
biolégico (FIGURA 1.4; BOTTON et al., 2005; GALLO et al, 2002). Vale ressaltar que
a fémea tem sua postura inibida em grdos com umidade inferior a 12,5% devido ao
fato de quanto mais seco estiver o grdo, maior € sua dureza e assim a resisténcia ao
ataque do inseto (SMIDERLE & CICERO, 1999).
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(Fonte: http://old.padil.gov.au/pbt/index.php?g=node/23&pbtID=209/ Acessado em 16/11/12)

FIGURA 1.4 — Representacao do ciclo biolégico do gorgulho do milho.

7z

O gorgulho do milho é considerado uma das espécies-praga mais
destrutivas de grdos armazenados, e dentre as que atacam os graos de milho, uma
das mais importantes, tendo em vista os danos quantitativos e qualitativos que
acarretam (ALMEIDA et al.,, 1999; SANTOS et al, 2002). Prejuizos sé&o
principalmente de perda de peso, perda da qualidade em termos de consumo e do
valor nutritivo, desvalorizagdo comercial dos graos, e perda do poder germinativo
das sementes (MARSARO JUNIOR et al, 2005; UKEH et al, 2012). Além disso, a
contaminacao por acaros e fungos pode ocorrer em virtude dos graos danificados se
tornarem mais vulneraveis, havendo a presenca de agua e temperatura adequada
favorecendo o crescimento dos mesmos (LORINI et al, 2010; MARSARO JUNIOR et
al, 2005; POTENZA et al., 2004).

Os danos causados por estes insetos-pragas, assim, sdo decorrentes
de uma série de caracteristicas apresentadas: seu elevado potencial de reproducao,
grande numero de hospedeiros, capacidade de penetracdo em massa e capacidade
de atacar graos tanto no campo quanto em depdésitos (infestacéo cruzada), podendo
ser causados tanto pelas formas jovens (larvas) que se desenvolvem dentro do gréo,
guanto pela forma adulta (FIGURA 1.5; ESTRELA et al.,, 2006; FONTES, 2003;
LORINI et al, 2010).
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(Fonte: http://www.agrolink.com.br/agricultura/problemas/busca/gorgulho_1902.html/ Acessado em 16/11/12)

FIGURA 1.5 — Danos causados aos graos de milho decorrentes do ataque de S.

zeamais.

Por apresentar infestacdo cruzada, danos sofridos pela planta em
desenvolvimento podem ser compensados, em parte, pela recuperacdo da planta
danificada e pelo aumento de producéo de plantas ndo atacadas. Danos sofridos
pelos graos armazenados, porém, sao irrecuperaveis e definitivos. Em decorréncia
dos prejuizos mencionados, faz-se necesséria a aplicagcdo de medidas de controle
(FONTES et al, 2003).

1.2.1 — Métodos de controle

7z

O controle quimico por meio de inseticidas sintéticos € comumente
utilizado, principalmente por meio de fumigantes. A fumigacdo € uma técnica
empregada para eliminar qualquer infestacdo de praga mediante uso de gas toxico.
O inseticida bastante utilizado pela sua eficacia e facilidade de uso é a fosfina
(BOTTON, 2005). Entretanto, apesar de eficazes, de baixo custo e de facil manejo,
diversos problemas séo acarretados pela utilizacdo desses inseticidas sintéticos,
principalmente quando seu uso € indiscriminado, havendo problemas de
contaminacdo de alimentos com residuos de ingredientes ativos, possibilidade de
intoxicacdo dos aplicadores, contaminacdo ao meio ambiente e 0 crescente
surgimento de populacdes de insetos resistentes (ALMEIDA et al, 1999; COITINHO
et al, 2006; SANTOS et al, 2002).
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Outro método de controle muito utilizado, em que houve um aumento
nos ultimos anos, foi o de pds-inertes. Sao substancias provenientes de alguns
minerais extraidos de rochas e moidos, que ao serem misturados aos gréos causam
a morte dos insetos por dessecacdo. A terra diatomacea é um tipo de po inerte
proveniente de fosseis de algas diatomaceas, que possui dioxido de silicio (silica)
como principal ingrediente. Seu preparo para uso comercial é feito por extracao,
secagem e moagem do material fossil, o qual resulta em p6 seco de fina
granulometria. A silica tem a capacidade de secar o ambiente, e em consequéncia,
0s insetos, matando-os (BOTTON et al., 2005; PAIXAO et al., 2009). Como suas
limitacbes, destacam-se o0 desgaste de equipamentos e 0s problemas de saude,
especificamente ao sistema respiratorio humano devido a exposicdo a silica
(FIELDS, 1998).

Desta forma, o emprego de plantas que apresentem caracteristicas de
resisténcia a insetos (compostos secundarios bioativos com propriedades
inseticidas) mostra-se como uma medida de controle alternativo, além de apresentar
uma série de vantagens em relagdo aos controles ja citados: mais seletivos, menos
toxicos a organismos nao-alvo, maior nivel de protecdo da saude humana e menor
impacto ambiental (MARSARO JUNIOR et al, 2005; SANTOS et al, 2002). O
controle pode ser por meio de produtos com formulacdo em po, Oleos e extratos,
apresentando toxicidade via contato, ingestdo e fumigacao. Diversos efeitos sobre
as pragas podem ocorrer, como mortalidade, repeléncia, deterréncia na alimentacéo
e ovoposicao, e redugédo no crescimento (COITINHO, et al., 2011; ESTRELA et al.,
2006).

Muitos estudos tém mostrado a atividade de inseticidas obtidos de
fontes naturais frente a S. zeamais, principalmente dos que utilizam Ooleos
essenciais. ESTRELA et al. (2006) destacam a toxicidade de 6leos essenciais de
espécies de Piper (Piperaceae) por agdo de contato, fumigacdo e topica. Ja
SUTHISUT et al. (2011) mostram um estudo de toxicidade por contato, reducdo da
alimentacao e repeléncia dos 6leos essenciais de plantas da familia Zingiberaceae.
Na familia Annonaceae, os constituintes do Oleo essencial de Xylopia aetiopica
mostraram 100% de mortalidade frente aos gorgulhos (ASAWALAM et al., 2008).

Considerando a diversidade de metabolitos secundarios de plantas da

familia Annonaceae, estas tém despertado o interesse no estudo como uma forma
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alternativa e promissora na busca por novos compostos, naturais e biodegradaveis

gue controlem as pragas, como o gorgulho do milho e as formigas cortadeiras.

1.3 — Familia Annonaceae

A familia Annonaceae, caracterizada por arvores, arbustos e
escaladores, pertence ao grupo das plantas Eudicotiledoneas e € a principal familia
do clado Magnoliales. Esta familia compreende um grande numero de géneros e
espécies, a maioria nativa de regides tropicais ou subtropicais, possuindo
aproximadamente 135 géneros e mais de 2300 espécies, sendo 39 géneros
endémicos na América, 40 na Africa e 50 na Asia. Exemplos de alguns géneros da
familia, suas distribuicbes geogréficas e niumero de espécies sdo mostrados na
TABELA 1.1. No Brasil, é representada por 26 géneros e cerca de 265 espécies
(LOBAO & MELLO-SILVA, 2007; NUNES et al., 2012; RICHARDSON et al., 2004).

TABELA 1.1 - Distribuicdo geografica e nimero de espécies de alguns géneros da
familia Annonaceae (RICHARDSON et al., 2004)

Distribuicéo Espécies
Xylopia Pantropical 100
Guatteria Neotropical 250
Annona Ameérica tropical e Africa 100
Uvaria Paleotropical 100
Goniothalamus Indo-malaia 115
Artabotrys Paleotropical 100

Estudos fitoquimicos da familia Annonaceae mostram uma diversidade
estrutural de metabdlitos naturais encontrados em suas espécies, como alcaloides,

flavonoides, sesquiterpenos, esteroides, lignanas e acetogeninas (TABELA 1.2).
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TABELA 1.2 — Biodiversidade de substancias quimicas isoladas de espécies da

familia Annonaceae

Classe de substancia Orgéo (Planta)

(exemplo)

Referéncia

FLAVONOIDES

Folhas

(Annona dioica)

Folhas

(Annona dioica)

OH (0]
Caempferol

ESTEROIDES

Galhos
(Porcelia
Estigmasta-4,25-dien-3-ona macrocarpa)
SESQUITERPENOS
Folhas

(Annona pickelii)
H

HO

Espatulenol

13
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DUTRA et al., 2012.
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Folhas DUTRA et al., 2012.
(Annona pickelii)

Oxido de cariofileno

LIGNANAS

/
/
° /° Folhas FIGUEIREDO et al., 1999.
0 (Rollinia mucosa)
—° Yangambina
/
/ Folhas FIGUEIREDO et al., 1999.

(Rollinia mucosa)

Epiyangambina

ALCALOIDES

/

0.

HO

o Folhas e galhos finos FECHINE et al., 2002.
O (Duguetia trunciflora)
~

O

Reticulina

14
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HO.
o ‘ " Folhas e galhos finos
! o (Duguetia trunciflora)
OH

Discretamina

<O\|/\/\
O/ / NH
“n Caule
\ .
| (Xylopia
7 langsdorfiana)
OCHj4
Xylopina
ACETOGENINAS
\ Sementes
_ (Annona
Esquamocina
cornifolia)
H3C(H2C)7 (CHgha =
/p/ Folhas

o

(Rollinia laurifolia)

Laurifolina

FECHINE et al., 2002.

SILVA et al., 2009.

SANTOS et al., 2007.

PIMENTA et al., 2001.

Além da diversidade estrutural encontrada nesta familia, uma ampla

gama de atividades bioldgicas referentes a estes metabdlitos naturais sao relatadas,

principalmente as relacionadas as acetogeninas.

As acetogeninas pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios

presentes exclusivamente na familia Annonaceae, e tem atraido muita atencéo dos

pesquisadores por apresentarem uma variedade de atividade bioldgicas, tais como,
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citotoxica, antitumoral, antiparasitaria, pesticida, antimicrobiana, imunosupressoras e
inseticida (CASTILHO-SANCHEZ et al., 2010).

Destacando-se a atividade inseticida, exemplos da atividade dessas
substancias sobre alguns insetos sao apresentados na TABELA 1.3. Em diversas
espécies sao relatados esses compostos, contudo € no género Annona onde esta
registrado o maior nimero destas substancias, como A. cherimolia, A. montana
(COLOM et. al., 2008), A. muricata (KIM et. al., 1998), A. reticulata, A. montana, A.
bullata, A. densicoma, A. squamosa, Rollinia membranaceae, R. mucosa, Xylopia
aromatica, Uvaria narum, U. acuminata, Goniothalamus giganteus, entre outros
(BERMEJO et al., 2005).

TABELA 1.3 - Atividade bioldgica de acetogeninas isoladas de diferentes espécies
da familia Annonaceae sobre insetos (CASTILHO-SANCHEZ et al., 2010)

Nome Composto Orgéo Inseto Atividade
Cientifico ativo
Annona Esquamocina, Spodoptera Inseticida
cherimolia Asimicina, Sementes frugiperda Inibicao
Neoannonina alimentar
Annona Anonacina Folhas e Oncopeltus Inseticida
montana ramos fasciatus
Blatella
germanica, Inseticida,
Anomontacina, Anticarsia Inibicao
Annona Bulatalicina, Sementes gemmatalis, alimentar,
muricata Esquamocina, Myzus persicae, Inibicdo do
Anonacina Leptinotarsa crescimento,
decemlineata, Repelente
Aedes aegypti
Drosophila
Annona Esquamocina Sementes melanogaster, Inseticida
squamosa Tribolium
castaneum
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1.3.1 — O género Annona

O género Annona é representado por cerca de 140 espécies tropicais
encontradas nas Américas e cerca de 130 distribuidas no continente africano. O
nome do género Annona deriva de Anon, nome popular da planta no Haiti e que
significa “colheita do ano” (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Por serem tipicamente de clima tropical e adaptadas a essas
condi¢des, muitas destas espécies produzem frutos comestiveis que sédo cultivadas
em varios paises, apresentando boas perspectivas econdbmicas para a regiao
Nordeste do Brasil. As mais conhecidas e de maior importancia econdmica séo: A.
Muricata L., (popularmente chamada de graviola), A squamosa L., (conhecida no
Brasil como fruta-do-conde), A. reticulata L. (fruta-da-condessa), A. cherimolla Mill
(cherimdlia), que produzem frutos bastante aromaticos de sabor agradavel,
acucarados e ligeiramente acidos. Seus frutos suprem a demanda crescente no
mercado interno e externo. Os mais importantes sdo: a graviola para a industria de
suco e polpa e para consumo in natura, a fruta-do-conde, atemodia e fruta-da-
condessa (ALVES et al., 2000; MOSCA et al., 2006).

Além da sua importancia econdémica, o perfil quimico de espécies
desse género se destaca pela presenca de produtos naturais com importantes
atividades biolégicas, como atividade sedativa, analgésica, antimalarica, citotdxica e
inseticida de A. muricata, antibidtica e antifiangica de A. salzmanii, citotéxica de A.
montana, acao larvicida e quimioesterilizante contra mosquitos do género Anopheles
de A. squamosa, efeitos vasodilatores e antimicrobiana de A. cherimolia, atividade
inseticida de A. reticulata, entre outros (DI-STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Do ponto de vista quimico, o género Annona segue 0 mesmo perfil da
familia. Dentre seus principais metabolitos secundarios, destacam-se flavonoides,
lignanas, esteroides, alcaloides e acetogeninas (BERMEJO et al., 2005, DI-STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002; NUNES et al., 2012).
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1.3.2 — Annona sylvatica

A. sylvatica (antigo nome Rollinia sylvatica) € uma espécie nativa do
Brasil, encontrada nos estados de Minas Gerais e de Sdo Paulo até o Rio Grande do
Sul. E conhecida como araticum, araticum-do-mato, cortica e cortica-amarela. Suas
folhas tém sido usadas na medicina popular contra febre, tosse, Ulceras causados
por sifilis, espasmos musculares, angina e diarréia (FIGURA 1.6; FORMAGIO et al.,
2013).

Poucos estudos quimicos para esta espécie encontra-se na literatura.
O primeiro relata o isolamento do composto sylvaticina, uma acetogenina dos frutos
de R. sylvatica, apresentando atividade citotdxica para células humanas tumorais,
além de ter mostrado atividade inseticida contra as larvas do microcrustaceo
marinho, Artemia salina (MIKOLAJCZAK et al., 1989). O ultimo relata a composicao
guimica do 6leo essencial das folhas de A. sylvatica e avaliagdo das atividades anti-
inflamatéria e anticancer (FORMAGIO et al., 2013).

(Fonte: Martin Molz - http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=1215/Acessado em 08-10-12)

FIGURA 1.6 — Galhos, folhas e frutos de A. sylvatica.
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principais objetivos:

. Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado das sementes, folhas e
ramos da planta A. sylvatica, permitindo o isolamento e identificacdo

estrutural de metabodlitos;

. Avaliar o potencial toéxico dos extratos, particbes e substancias
isoladas de A. sylvatica sobre a formiga cortadeira (A. sexdens rubropilosa),
seu fungo simbionte (L. gongylophorus) e ao gorgulho do milho (S. zeamais);

. Isolar e caracterizar os compostos que n&o apresentarem as
atividades supracitadas, contribuindo com informacdes sobre a
quimiossistematica da espécie estudada, por esta ser pouco conhecida

sobre o ponto de vista quimico.
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3 — EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais

3.1.1 — Solventes

Grau P.A. (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona, etanol e
metanol) para Cromatografia em Coluna (CC) foram destilados no proprio
Departamento de Quimica.

Grau HPLC (Metanol e Acetonitrila) das marcas J.T.Baker e Panreac
foram utilizados como fase mével para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), e acido férmico grau HPLC-MS da marca TCI America como aditivos na

utilizagédo do Espectrometro de Massa.

Agua deionizada ultra pura proveniente de sistemas de filtragem e
osmose reversa (0,08 uS) obtida através do equipamento da marca Gehaka (modelo
Master System) foi utilizado como fase movel para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

Metanol grau MS da marca J.T.Baker e Tedia e acetonitrila grau MS da

marca Tedia foram utilizados no preparo das solucfes para a realizacao de infusao

direta no Espectrometro de Massa.

Solventes deuterados (cloroférmio, e metanol) das marcas Cambridge
Isotope Laboratories Inc., Merck e Aldrich, foram utilizados para o preparo das
amostras para realizacdo dos experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de

'H e 3¢, uni e bidimensionais

3.1.2 — Balanca Analitica

Balanca analitica da marca A&D Company, modelo GH-202,

pertencente ao Laboratério de Bioensaios — Universidade Federal de S&o Carlos;
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3.1.3 — Material Cromatografico:

Para Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram
utilizadas folhas de aluminio com silica gel 60 UV,54, com 0,2 mm de espessura das

marcas Aldrich, Merck e Macherey-Nagel GmbH & Co.

Para Cromatografia em Coluna (CC) foi utilizado gel de silica 60 (63 -
230 pm) e gel de silica tipo flash (40 — 63 ym), ambos da marca Acros Organics,

além de Sephadex® LH-20 da marca Amersham Biosciences Inc.

Para Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE) foram utilizadas as
colunas analitica Luna - C1g3 10 um (¢ 4,6 x 250 mm) e semi-preparativa Luna - Cyg
10 um (¢ 10 x 250 mm) com fase estacionaria de silica de fase reversa da marca
Phenomenex empacotadas no proprio departamento e coluna preparativa Shodex
GS-310 2G Asahipak empacotada com fase polimérica (¢ 25 x 400 mm, 10 pum).
Para as analises de HPLC-MS/MS foi utilizada coluna analitica da marca Agilent,
modelo Zorbax Eclipse XDB-18 (¢ 4,6 x 150 mm, 5 um) munida de uma coluna de
seguranca (pré-coluna) composta pela mesma fase estacionaria da marca
Phenomenex. Esta coluna foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Moacir Rossi Forim
durante o trabalho.

3.1.4 — Reveladores Cromatograficos

Para as revelacdes dos cromatogramas em CCDA foram utilizadas:

e Camaras de luz UV nos comprimentos de onda de 254 e 356 nm;
* Solucdo de vanilina em acido sulfurico, através da utilizagdo de um

borrifador e sob aguecimento.
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3.2 — Equipamentos

3.2.1 — Evaporadores rotativos

Os rotaevaporadores utilizados foram da marca Bulchi, modelos
rotaevaporador R-200, R-114 e R-205, equipado com banho Buchi B-490 e B-480,
recirculador refrigerado da marca Thermo Scientific, modelos Neslab CFT-25 e
Neslab Thermo Felx 900, todos mantidos a 5°C e acoplados as bombas de vacuo da

marca Sibata Scientific Technologies.

3.2.2 — Espectrémetros de Ressonancia Magnética Nuc  lear

As analises em RMN foram registradas nos aparelhos: marca Bruker,
modelos DRX 400 e Avance |l operando a 400 MHz para ntcleo de *H e 100 MHz
para 3C (9,4 Tesla); marca Bruker, modelo Avance Il Ultrashield Plus operando a
600 MHz para nucleo de *H e 150 MHz para *3C (14,1 Tesla) com cryo-sonda de 5
mm, 0 que propicia 0 aumento da sensibilidade comparavel a um equipamento de

21,1 Tesla (900 MHz para frequéncia do hidrogénio).

3.2.3 — Cromatografo para Cromatografia Liquida de  Alta Eficiéncia

As andlises realizadas via CLAE foram registradas nos seguintes

equipamentos:

. Shimadzu modelo LC — 1 OAD, modelo SPD — M 10A VP, munido de
detector trabalhando com dois comprimentos de onda, modelo SPD 10AD. A
comunicacéo detector/computador foi realizada através de um modulo CBM
— 10A e programa SHIMADZU Class — VP.
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. Agilent Technologies, modelo Agilent 1200 series, configurado com um
degaseificador G1322A, bomba quaternaria G1311A, auto injetor G1367B,
compartimento de coluna termostatizado (forno) G1316A e um detector U.V.
G1316A com software EZI Chrome,;

. Agilent Technologies, modelo Agilent 1260 series configurado com o0s
mesmos compartimentos supracitados operando com software OpenLab.

. Agilent Technologies, modelo Agilent 1200 series equipado com bomba
guaternaria G1311A, degaseificador G1322A, e detector por DAD G1315D.
A fase estacionéaria dos cartuchos SPE utilizados foi HySphereResin GP-
1012 pm.

3.2.4 — Cromatografo CG-EM

As analises em CG-EM foram registradas em espectrémetro Shimadzu
GC/MS — QP 5000 (Gas Chromatography Mass Spectrometer), equipado com
coluna da marca Macherey-Nagel GmbH & Co, modelo Optima-5 de 30 m de
comprimento e @ 0,25 mm com 0,25 um, operando com ionizacdo no modo positivo
por impacto eletronico (IE) a 70 eV. O software utilizado para tratamento dos dados
foi 0o GCMS Real Time Analysis.

3.2.5 — Espectrometro de Massas

As andlises feitas em Espectrometro de Massas foram registradas, via

acoplamento com cromatografia liquida ou por infuséo direta:

. Equipamento da marca Applied Biosystems Life Technologies (AB/MDS
Sciex), sob a plataforma API™ 2000, munido de analisador triplo quadrupolo
e com duas fontes de ionizacdo: ionizagcdo por electrospray (fonte
TurbolonSpray®) (ESI-MS) e ionizacdo quimica & pressdo atmosférica
(APCI-MS). A parte acoplada com cromatografica liquida foi realizada em um

equipamento da marca Agilent, modelo 1200 series nas mesmas
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configuragfes ja supracitadas para o mesmo modelo. O software utilizado

para tratamento dos dados foi o Analyst verséo 1.5.1.

Para as filtragens das amostras injetadas no HPLC e HPLC-MS/MS,
foram usadas filtros das marcas Agela Technologies de 0,45 pm - @ 25 mm
constituido de PVDF e da marca Macherey-Nagel GmbH & Co, modelo Chromafil O-
20/15 MS constituido de PTFE de 0,20 um — ¢ 15 mm, com a utilizacdo de uma
seringa descartavel de 1 mL.

3.2.6 — Estufa

Para a realizacdo do ensaio fungicida frente Leucoagaricus
gongylophorus foi utilizado estufa incubadora FANEM - 347 CD e estufa de secagem
e esterilizacdo FANEM - 315 SE, pertencente ao Laboratorio de Bioensaios —

Universidade Federal de S&o Carlos.

3.3 — Estudo fitoquimico

3.3.1 — Material vegetal

As partes vegetais utilizadas no estudo (folhas, ramos e sementes)
foram coletadas em 25 de abril de 2011, de um exemplar de Annona sylvatica
cultivado em um pomar doméstico no municipio de Erval Seco, RS, Brasil. Uma
exsicata do espécime coletado encontra-se depositada no herbario ESA do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ESALQ/USP sob registro nimero 121205,
em Piracicaba, SP, Brasil. A confirmacdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr.

Renato Mello-Silva (Departamento de Botéanica, Instituto de Biociéncias, USP).
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3.3.2 — Obtencéao dos extratos de A. sylvatica

Para a preparacao dos extratos brutos, as partes vegetais da planta,
como folhas, ramos e sementes foram secas em estufa de circulacdo a 40 °C e
posteriormente reduzidas a p6 por trituracdo em moinho. Em seguida, os extratos
brutos foram preparados submetendo o material vegetal, seco e moido das folhas,
ramos e sementes a trés extracbes consecutivas em etanol, com um intervalo de
trés dias entre cada extragdo. O solvente foi entdo, filtrado e os extratos
concentrados em rotaevaporadores (FIGURA 3.1). As massas de cada extrato

etandlico obtidos das trés estruturas vegetais estdo apresentadas na TABELA 3.1.

Material vegetal

(Folhas, Ramos e Sementes)

[ Secagem e Moagem ]

[ Extracdo com Etanol ]

Solvente filtrado e
concentrado

Extrato bruto etandlico
(Folhas/Ramos/Sementes)

FIGURA 3.1 — Fluxograma de preparo dos extratos das folhas, ramos e sementes de
A. sylvatica.
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TABELA 3.1 - Massas dos extratos etandlicos de cada estrutura vegetal obtidos de

A. sylvatica
Folhas Ramos Sementes
Peso seco do érgédo (g) 472,15 958,43 242,73
Extrato etandlico (g) 66,32 42,26 67,04

As amostras referentes a cada extrato etandélico foram enviadas para o
Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) Unesp - Rio Claro para realizagéo do
ensaio inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa, para o
Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ) — USP, Piracicaba — SP para a realizacdo do ensaio inseticida
frente a S. zeamais, e para Laboratdrio de Bioensaios do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sao Carlos, para realizagcdo do ensaio fungicida, frente
ao L. gongylophorus. A partir dos resultados obtidos, iniciou-se o fracionamento de

cada extrato etandlico.

3.3.3 — Fracionamento do extrato etanodlico das folh  as de A. sylvatica

O extrato etandlico das folhas (62,0 g) foi submetido a particéo liquido-
liquido resultando nas fragbes descritas na TABELA 3.2, com seus respectivos
codigos. A metodologia empregada para o preparo da particdo liquido-liquido
baseou-se no preparo de uma solucdo hidroalcoolica do extrato, solubilizando-o0 em
uma solucdo MeOH/H,O (1:3) sendo extraidos subsequentemente com solventes
em ordem crescente de polaridade: Hexano, Diclorometano e Acetato de Etila. Cada
fase foi entdo concentrada em evaporador rotatorio até eliminacdo completa dos

solventes.
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TABELA 3.2 - Massas referentes a cada fase obtidas a partir da particdo do extrato
bruto etandlico das folhas de A. sylvatica

Fases Massas (Q) Caodigo
Hexanica 22,84 AFHe
Diclorometanica 2,12 AFD
Acetato de Etila 3,27 AFA
Hidroalcoolica 26,46 AFHi

Obtendo-se cada fase, as mesmas foram enviadas para a realizagao
dos bioensaios frente as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte, e ao gorgulho

do milho.

A partir dos resultados obtidos com cada bioensaio, notou-se que a
fase diclorometénica das folhas apresentou atividade frente as formigas cortadeiras
e ao fungo simbionte, dando-se prosseguimento ao seu fracionamento visando a

busca dos compostos responsaveis por estas atividades.

3.3.3.1 — Fracionamento da fase diclorometanica das folnas (AFD) de A.

sylvatica

A fase diclorometéanica das folhas de A. sylvatica (AFD) (cerca 1,82 g)
foi submetida a uma coluna cromatografica em gel de silica como fase estacionaria,
tendo como fase movel inicial para a eluicdo hexano, seguido de Hex:AcOEt 9:1,
aumentando o gradiente de eluicdo em 10% e, por ultimo, MeOH. Foram coletadas
30 subfracdes, as quais foram reunidas por semelhanca em seus perfis
cromatograficos por CCDA em 11 grupos, mostrado na TABELA 3.3.
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TABELA 3.3 - Fracionamento Cromatografico da fase diclorometanica das folhas
(AFD) de A. sylvatica (1,82 g)

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
AFDO1 01-04 32,1
AFD02 05-06 45,3
AFDO03 07 428,2
AFDO04 08-10 73,5
AFDO5 11-14 275,5
AFDO06 15-17 182,4
AFDO7 18-19 113,6
AFDO08 20-21 208,4
AFDO09 22-23 35,6
AFD10 24-25 91,8
AFD11 26-30 79,5

A partir das andlises via CCDA para reunido das subfracdes
semelhantes em seus perfis cromatograficos, notou-se que as subfracdes 08 a 10
(AFD 04) apresentaram uma mancha de coloracdo rosa escuro apos revelacdo em
vanilina sulfarica. Essa fracdo foi avaliada também por RMN *H apresentando sinais
caracteristicos de lignanas furofuranicas, dando-se prosseguimento cromatografico

entdo para esse grupo.

3.3.3.2 — Fracionamento da fracdo AFD 04 de A. sylvatica

Uma vez que se trata de uma fragao proveniente das folhas, a fracéo
AFD 04 foi fracionada através de cromatografia por exclusdo Sephadex LH-20, com
o objetivo de eliminar ou reduzir a quantidade de clorofila presente na amostra.
Assim, este fracionamento resultou em 19 subfracdes que foram reunidas por
semelhanca em seus perfis cromatograficos em 4 grupos, conforme mostrado na
TABELA 3.4.
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TABELA 3.4 - Fracionamento cromatografico da fragdo AFD 04 proveniente da fase
diclorometéanica das folhas de A. sylvatica

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
AFD 04/01 01-09 4,2
AFD 04/02 10-13 62,3
AFD 04/03 14-16 3,4
AFD 04/04 17-19 2,1

Antes da aplicagdo na coluna, a amostra foi previamente filtrada em
algodao para eliminacao de quaisquer residuos e impurezas que pudessem danificar
a fase estacionaria Sephadex LH-20, sendo a mesma eluida a seguir com MeOH
puro. O grupo AFD 04/02 apresentou a mesma mancha rosa escuro apoés revelacao
em vanilina sulfrica, assim como os sinais no espectro de RMN *H caracteristicos
de lignanas furofuranicas estavam presentes nesta fracdo. Assim, este grupo foi
escolhido para prosseguimento dos métodos cromatograficos para posterior

purificagéo destes compostos.

3.3.3.3 — Fracionamento da fracdo AFD 04/02 de A. sylvatica

A escolha do tipo de fracionamento para o grupo AFD 04/02 se deu
devido a uma boa separacdo apresentada em CCDA, principalmente em relacdo a
clorofila ainda presente na amostra, sendo realizada assim, através de cromatografia
em camada delgada preparativa (CCDP), utilizando silica como suporte de
adsorcdo. Dessa forma, foi testado o melhor eluente a ser aplicado para melhor
separacao dos constituintes, sendo escolhido o sistema Hex:DCM:MeOH (8:1,5:0,5),
e a amostra dividida para duas placas preparativas, aplicando-se em cada uma

cerca de 31 mg .

Apesar da boa separacdo cromatografica analisada previamente por
CCDA, notou-se que para CCDP seria necessario um maior numero de elui¢cdes
para que houvesse a separacdo desejada, uma vez que as manchas estavam todas

concentradas na base da placa preparativa logo apos a primeira eluicdo. Seguiu-se

30



Experimental

entdo, com mais 10 eluicbes no mesmo sistema, e posterior raspagem da silica,
transferindo-se para um suporte contendo funil analitico e papel de filtro para a
extracdo dos compostos impregnados na silica, realizada com os solvente DCM,

AcOEt e Acetona. Esse procedimento resultou em 7 grupos (TABELA 3.5).

A FIGURA 3.2 mostra a placa preparativa utilizada, com os respectivos
grupos indicados. Apesar de néao ter ocorrido uma boa separagdo mesmo com as 10
eluicbes realizadas, cada camada referente a cada grupo foi retirada
cuidadosamente com uma espatula e extraidas com solvente, como mencionado
anteriormente, resultando no isolamento do composto AFD 04/02/03 (Substancia 03)
e da fracdo AFD 04/02/05 (Substancias 01 + 02).

TABELA 3.5 - Fracionamento cromatografico da fracdo AFD 04/02 de A. sylvatica

Grupos Massa (mg)
AFD 04/02/01 1,3
AFD 04/02/02 15
AFD 04/02/03 2,1
AFD 04/02/04 2,2
AFD 04/02/05 43,4
AFD 04/02/06 15
AFD 04/02/07 3,4

Todos os grupos foram analisados por RMN *H e **C assim como por
seus espectros bidimensionais. O grupo AFD 04/02/05 foi também analisado por
espectrometria de massas através da injecdo da amostra por insercdo direta
utilizando fonte de ionizagao por ESI realizado no modo positivo. A substancia 03,
além de ter sido analisada pelas técnicas mencionadas, teve seu espectro de
massas registrado por CG-EM, uma vez que se trata de uma substancia nunca

relatada em literatura.
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} AFD 04/02/01

} AFD 04/02/02

— Mancha roxa; AFD 04/02/03
} AFD 04/02/04

} AFD 04/02/05

— Mancha rosa; AFD 04/02/06

AFD 04/02/07

FIGURA 3.2 - Placa preparativa da fragdo AFD 04/02 proveniente da fase
diclorometéanica das folhas de A. sylvatica com seus respectivos grupos.

3.3.3.4 — Purificacdo das substancias 01+02 present es na fracdo AFD 04/02/05
(43,4 mg) de A. sylvatica

Notando-se a presenca de duas lignanas furofuranicas presentes na
fracdo AFD 04/02/05, prosseguiu-se com o0s métodos cromatograficos para
purificacdo dessas substancias. Devido a diferenca de um substituinte metoxila entre
as duas lignanas (analisadas por RMN 'H e pelos espectros de massas), o tempo de
retencdo entre esses dois compostos em coluna de Cig analisado por CLAE era
muito préximo. Para obter uma boa separagcdo seria necessario cromatografia no
modo isocratico, com fluxo mais baixo (0,7 mL/min), resultando em um tempo total
de corrida muito longo (110 min). Além disso, vérias inje¢cdes em coluna semi-
preparativa seriam necessérias para purificacdo de toda a amostra (FIGURA 3.3).
Assim, o prosseguimento para purificagdo desses compostos se deu pela utilizagao

da coluna de fase polimérica Shodex, (com dimensdes maiores em relacdo a coluna
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semi-preparativa anteriormente citada), com loop de 200 pL, fase movel em MeOH
100% e utilizando os comprimentos de onda a 254 e 230 nm para deteccdo. Apesar
das substancias apresentarem pesos moleculares muito proximos e
consequentemente tempos de retencdo proximos também para esta fase
estacionaria, quando se utilizou esta coluna, o tempo total de corrida foi mais curto
(65 min), obtendo-se separacdo das duas bandas cromatograficas sem precisar
utilizar a técnica de reciclo (FIGURA 3.4).

iCondicOes cromatogréficas: Coluna analitica com fase estacionéria de silica Cag
ElOpm (p 4,6 x 250 mm), fase movel isocratica constituida por ACN:H,O (25:75),§
éinjegéo 20pL, detector U.V. 254nm, fluxo 0,7mL/min). :

FIGURA 3.3 - Cromatograma referente a mistura das substancias 01 e 02 utilizando

coluna analitica de silica Cis.
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FIGURA 3.4 Cromatograma referente a mistura das substancias 01 e 02 utilizando

coluna preparativa polimérica Shodex.

A numeracao dos compostos se deu pela ordem sucessiva das bandas

coletadas. As massas referentes a cada banda sdo mostradas na TABELA 3.6.

TABELA 3.6— Fracionamento cromatografico da fracdo AFD 04/02/05 das folhas de

A. sylvatica

Grupos Substancia Intervalo recolhido (min) Massa (mg)
AFDO04/02/05/01 01 47-54 17,0
AFDO04/02/05/02 02 55-63 15,4

O intervalo de corrida de 0 a 47 min foi coletado em um Unico frasco, e
por apresentar uma mistura com pouca massa, o0 mesmo nao foi analisado. Apés a

obtencdo das substancias puras, as mesmas foram enviadas para a realizacdo do
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ensaio fungicida frente ao L. gongylophorus. A FIGURA 3.5 mostra o fluxograma de

todos os procedimentos cromatograficos citados nos itens 3.3.3.1 a 3.3.3.4.

Fragéo DCM
(AFD)
Folhas - 1,829

CC Silica
Eluicdo em Hexano até MeOH puro

AFD 01 AFD 02 AFD 03 AFD 04 AFD 05 AFD 06 AFD 07 AFD 08 AFD 09 AFD 10 AFD 11
(32,1mg) (45,3mg) (428,2mg) (73,5mg) (275,5mg) (182,4mg) (113,6mg) (208,4mg) (35,6mg) (91,8mg) (79,5mg)

CC Sephadex LH-20
Eluicdo em MeOH puro

AFD 04/01 AFD 04/02 AFD 04/03 AFD 04/04
(4,2mg) (62,3mg) (3,4mg) (2,1mg)

CCDP
Eluicdo Hex:DCM:MeOH (8,5:1,5:0,5)

IAFD 04/02/01 ’ l AFD 04/02/02 ’ l AFD 04/02/03 ’l AFD 04/02/04 ” AFD 04/02/05 ‘ l AFD 04/02/06 ’ l AFD 04/02/07 ’

(1,3mg) (1,5mg) (2,1 mg) (2,2mg) (43,4 mg) (1,5mg) (5,4mg)

Clae, Eluicdo: MeOH
Coluna preparativa Shodex

Substancia UV: 230 e 254nm
03

l AFD 04/02/05/01 l AFD 04/02/05/02

(17,0mg) (15,4 mg)
Substancia 01 Substancia 02

FIGURA 3.5- Fluxograma dos procedimentos cromatograficos citados nos itens
3.3.3.143.3.34.

3.3.4 — Fracionamento do extrato etanolico dos ramo s de A. sylvatica

O extrato etandlico dos ramos (40 g) foi submetido a particao liquido-
liquido resultando nas fracdes descritas na TABELA 3.7, com seus respectivos
codigos. A metodologia empregada para o preparo da particdo liquido-liquido foi a
mesma que a utilizada para a particdo do extrato etandlico das folhas, baseando-se
no preparo de uma solucéo hidroalcoolica do extrato, solubilizado-o em uma solucéo
MeOH/H,O (1:3) sendo extraidos subsequentemente com solventes em ordem

crescente de polaridade e concentradas em evaporador rotatorio.
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TABELA 3.7 - Massas referentes a cada fase obtida do extrato bruto etandlico dos

ramos de A. sylvatica

Fases Massas (g) Caodigo
Hexanica 6,18 ARHe
Diclorometéanica 3,18 ARD
Acetato de Etila 2,56 ARA
Hidroalcoolica 25,33 ARHi

Todas as fases obtidas foram enviadas para a realizagdo dos
bioensaios inseticidas e fungicida, frente as formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte, e ao gorgulho do milho. A partir destes resultados, foi escolhida para
estudo a fase diclorometanica por esta apresentar atividade significativa frente aos
trés bioensaios supracitados, com o intuito de isolar e caracterizar os compostos

responsaveis pelas atividades observadas.

3.3.4.1 — Fracionamento da fase diclorometanica dos ramos (ARD) de A.

sylvatica

A fase diclorometanica dos ramos de A. sylvatica (ARD) (0,50 g) foi
fracionada utilizando cromatografia por exclusdo com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, tendo como fase movel para eluicdo um sistema isocratico constituido
por MeOH:DCM (7:3). A escolha da fase moével utilizada se deu pela melhor

solubilidade da amostra nesse sistema.

Foram coletadas 38 subfragcbes, nas quais foram reunidas por
semelhanca em seus perfis cromatograficos por CCDA em 11 grupos, mostrado na
TABELA 3.8.
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TABELA 3.8- Fracionamento Cromatogréfico da fase Diclorometanica dos Ramos
(ARD) de A. sylvatica (0,509)

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
ARDO1 01-06 17,1
ARDO2 07-09 24,9
ARDO3 10-14 120,3
ARDO04 15-17 62,4
ARDO5 18-21 115,7
ARDO6 22-25 42,4
ARDO7 26 55
ARDO8 27-29 8,4
ARDO09 30-31 4,6
ARD10 32-34 12,8
ARD11 35-38 8,8

Todos os grupos obtidos foram analisados através dos espectros de
RMN *H e por CCDA. Para o grupo ARD 04 foi observada a presenca de sinais na
regido aromatica e referentes a hidrogénios carbinélicos e metinicos. Para o grupo
ARD 10, foi observado em seu espectro de RMN *H a presenca de uma substancia
majoritaria, além de sinais na regido aromatica, sinais caracteristicos aos
hidrogénios ligados ao carbono metilenodioxilico, sinais bastantes intensos
referentes as metoxilas e multipletos em &4 2,4 a 3,0 ppm. Deu-se prosseguimento

entdo, para a purificacado destes dois grupos.

3.3.4.2 — Fracionamento da fracdo ARD 04 de A. sylvatica

O fracionamento da fraggdo ARD 04 (62,4 mg) seguiu-se com a
utiizacdo de cromatografia por exclusédo com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, com o intuito de purificar a fracdo de um material graxo presente na
amostra, uma vez observado pelo espectro de RMN H sinais caracteristicos de

compostos de cadeia alifatica com deslocamentos quimicos em &y 1,28. A escolha
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da fase movel para eluicdo foi devido também a melhor solubilidade da amostra no
sistema escolhido, utilizando-se um sistema isocratico constituido por MeOH:DCM
(7:3).

Esse fracionamento resultou na coleta de 22 subfracdes que foram
reunidas por semelhanca em seus perfis cromatograficos, em 5 grupos, conforme
mostrado na TABELA 3.9.

TABELA 3.9- Fracionamento cromatografico da fracdo ARD 04 proveniente da fase

diclorometéanica dos ramos de A. sylvatica

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
ARD 04/01 01-07 2,8
ARD 04/02 08-12 12,9
ARD 04/03 13-14 15,3
ARD 04/04 15-20 29,6
ARD 04/05 21-22 1,2

Todos os grupos foram analisados através dos espectros de RMN *H e
por CCDA. O grupo ARD 04/04 mostrou sinais no espectro de RMN 'H muito
parecidos com as lignanas ja isoladas provenientes da fase diclorometanica das
folhas, como sinais na regido aromatica, sinais referente a hidrogénios carbinélicos e
multipleto referente aos hidrogénios metinicos. Esses sinais sdo caracteristicos de
lignanas furofuranicas e por isso, seguiu-se com o fracionamento deste grupo

visando purificagdo desses compostos.

3.3.4.3 — Fracionamento da fragdo ARD 04/04 de A. sylvatica

A fracdo ARD 04/04 proveniente dos ramos de A. sylvatica (29,6 mg)
foi submetida a uma coluna cromatografica em gel de silica como fase estacionaria,
tendo como fase mével um sistema de eluicdo comecando em AcOEt:DCM (4:6),
aumentando-se gradativamente até chegar em 100% de MeOH. Foram coletadas 62
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subfracdes, nas quais foram reunidas por semelhanca em seus perfis

cromatograficos por CCDA em 08 grupos, mostrado na TABELA 3.10.

Ao analisar o espectro de RMN 'H de cada grupo, notou-se que o
espectro da fracdo ARD 04/04/02 era idéntica ao espectro referente a substancia 02
(isolada depois de varios fracionamentos da particdo diclorometanica das folhas). J&
para a fracdo ARD 04/04/04, esta apresentou uma uUnica mancha analisada por
CCDA, assim como a integrac&o dos sinais no espectro de RMN *H corresponderam
a uma unica substancia, tratando-se de outra lignana furofuranica (substancia 04).
Para esta substancia, foram realizados todos os experimentos de RMN uni e
bidimensionais, assim como a analise no CG-EM para confirmacdo de sua massa

molecular.

TABELA 3.10 - Fracionamento Cromatografico da fracdo ARD 04/04 proveniente dos

ramos de A. sylvatica (29,6 mg)

Grupos Substancias Subfragbes Massa (mg)
Reunidas
ARDO04/04/01 -- 01-04 0,8
ARDO04/04/02 02 05-11 2,4
ARDO04/04/03 -- 12-14 1,2
ARDO04/04/04 04 15-24 3,0
ARDO04/04/05 -- 35-38 3,1
ARDO04/04/06 -- 39-48 2,3
ARDO04/04/07 -- 49-55 6,7
ARDO04/04/08 -- 56-62 6,1

3.3.4.4 — Fracionamento da fracdo ARD 10 de A. sylvatica

A fracdo ARD 10 (12,8 mg) foi purificada por CLAE, resultando no

isolamento de dois alcaloides e de uma fracdo com cinco alcaloides em mistura.
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A fase movel utilizada na corrida cromatogréfica para esta fracado foi
testada primeiramente em sistemas empregando MeOH:H,O nas proporcdes 7:3 e
1:1, porém, mesmo apoés a diminuicdo da forca do solvente, notou-se que as bandas
cromatograficas estavam sobrepostas. Dessa forma, testou-se uma eluicdo com um
sistema empregando ACN e H,;O, onde houve uma melhor separacdo com a
propor¢cdo ACN:H,O (4:6), sendo esta entdo utilizada. O espectro de U.V. dessa
amostra foi realizado, obtendo-se o maximo de absorcéo, para posterior utilizacdo na
separacao por HPLC (FIGURA 3.6).

Absorbance

N B o L L B L o L o L L e e o o o
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

FIGURA 3.6 - Espectro de U.V. referente a amostra ARD 10.

ApoOs ter determinado a melhor condicdo cromatografica em coluna
analitica para separacao, partiu-se entdo para purificacao da fracdo em coluna semi-
preparativa. Para isso, o fluxo escolhido foi calculado através da férmula que
representa o fator de escalonamento (S), dada pela equacgéo (1), onde R, e L, séo,
respectivamente, diametro e comprimento da coluna preparativa e R, e L, didametro

e comprimento da coluna analitica.

__ Rp*xLp
Ra?xLa

(1)

O cromatograma obtido desta fracdo, assim como as condicbes
cromatograficas utilizadas, € mostrado na FIGURA 3.7.
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Substancia0 5| |

SO S, YO SN

§Condi96es Cromatogréficas: Coluna com fase estacionaria silica de fase reversa Cis!
analitica Luna - 10um, (¢ 4,6 x 250 mm) e semi-preparativa Luna - 10 ym, (¢ 10 x
2250 mm), eluicdo isocratica ACN:H,O (4:6), detector U.V. 273 e 305 nm, loop ZOOuL,g
gfluxo 1,0 mL/min (analitica) e 4,5 mL/min (semi-preparativa). :

FIGURA 3.7 — Cromatograma referente a fracdo ARD 10 utilizando coluna analitica e
semi-preparativa de silica Cys.

A numeragéo dos compostos se deu pela ordem sucessiva das bandas

coletadas. As massas referentes a cada banda sdo mostradas na TABELA 3.11.

Todos os grupos foram analisados por RMN 'H, sendo que os
intervalos de corrida de 0 a 4,5 min e 4,5 a 10,5 min foram coletados em frascos
separados, e ap6s andlise por RMN 'H conclui-se se tratar de pigmentos, sendo
entdo reunidos em um Unico grupo (ARD 10/01+02). O grupo ARD 10/03 apés ser
analisado pelas técnicas de RMN *H, COSY, HSQC e CG-EM mostrou se tratar de
um alcaloide oxoaporfinico (substancia 05). O grupo ARD 10/04 foi analisado por
RMN 'H e também indicava se tratar de um alcaloide oxoaporfinico, porém ao
preparar a amostra para a realizacdo das analises de RMN bidimensionais para o
mesmo, este foi degradado ao adicionar CDClI;, que estava levemente acidificado (o
CDCl3 se decomp®e ao longo do tempo, mesmo mantido em temperatura ambiente,
formando HCI). O grupo ARD 10/05 apresentou-se como uma mistura de alcaloides,

sendo estas analisadas pelos espectros de RMN uni e bidimensionais e por CG-EM.
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TABELA 3.11 — Fracionamento cromatografico da fracdo ARD 10 dos ramos de A.

sylvatica
Fracéo Substancia Intervalo recolhido (min) Massa (mg)
ARD 10/ 01+02 - 0-10,5 2,7
ARD 10/03 05 10,7 - 13,7 15
ARD 10/04 Decomp0ss 14 -17,5 1,4
ARD 10/05 Mistura de alcaldides 17,5 - final 3,1
Limpeza em Metanol - -- 3,2

A FIGURA 3.8 mostra o fluxograma dos fracionamentos realizados nos

itens 3.3.4.1 a 3.3.4.4 para a fracao diclorometanica dos ramos.

| Fragdo DCM (ARD) |
Ramos - 0.50g

\——

CC Sephadex LH-20
Eluigdo em MeOH:OCM (7:3)

[ ARDO1 |
| (17.1mg)

| ARDO05

ARDO2 | ARD03 [ ARDO4 |

(24.9mg) | (120.3mg) | (62.4mg)

| (115,7mg)

\ ARDO7 | ARD 08 ‘

| (55mg) | (84mg)

ARD 08
| (424mg)

ARDOS | ARD10 || ARDI1 |
(46mg) | (128mg) | (88mg) |

CC Sephadex LH-20
Elicdo em MeOH:DCM (7:3)

Clae fase reversaCy,
Eluikdo ACNH,0 (4:6)

ARD 10/04

ARD 04/01
L (2.8mg)

ARD 04/02
(12,9mg)

ARD 04/03
(15.3mg)

ARD 04/04
(29.6mg)

(TARD 1001402 |
(27mg)

ARD10/03 ‘

| ARD04/05 | (1.5mg) (1.4mg)

“ ARD10/05
(3.1mg)

)

J (1.2mg) | ]

CC Sikca
Elicdo AcOEL:DCM (4:6) atée MeOH puro

’ Substancia 05

ARD
04/04/01

| (0.8mg)

[ ARD
04/04/02
| (24mg)

ARD
04/04/03

(1.2mg)

ARD
04/04/04

(3.0mg)

ARD
04/04/05

(3.1mg)

ARD
04/04/06

(23mg)

ARD
04/04/07

|6.7I’|‘Igb

ARD
04/04/08

(6.1mg)

—

1 Substancia 02

pee—)

| - -
| Substancia 04

I
[Alcaloides em |

mistura

FIGURA 3.8 - Fluxograma referente aos fracionamento realizados nos itens 3.3.4.1 a

3.3.4.4.
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Como apresentado acima, 0s sucessivos fracionamentos levaram ao
isolamento e identificacdo dos compostos supracitados, porém com baixa
guantidade de massa. Assim, o restante da fracao original foi refracionada seguindo
0S mesmos protocolos de separagdo descritos, e reunidas via CCDA em
comparacdo com o trabalho realizado anteriormente. Sendo assim, foram obtidas
fracbes novamente ricas em lignanas e alcaloides em maior quantidade de massa.
Essas fracOes serdao alvos de investigagdes futuras visando a identificacdo de outros
compostos presentes nessas fracdes, contribuindo para a quimiossistemética do

género Annona, além de permitirem novas publicacdes.

3.3.5 — Fracionamento do extrato etandlico das seme  ntes de A. sylvatica

O extrato etanolico das sementes (62,0 g) foi submetido a particao
liquido-liquido, resultando nas fracdes descritas na TABELA 3.12, com seus
respectivos cédigos. A metodologia empregada para o preparo da particdo liquido-
liguido baseou-se no preparo de uma solucdo hidroalcéolica do extrato,
solubilizando-o em uma solugdo MeOH/H,0 (8:2) sendo extraido subsequentemente
apenas com Hexano. As duas fases obtidas foram concentradas em evaporador

rotatorio até eliminacdo completa dos solventes.

TABELA 3.12 - Massas referentes a cada fase obtida do extrato bruto etanélico das

sementes de A. sylvatica

Fase Massa (g) Caddigo
Hexanica 48,11 ASHe
Hidroalcoolica 9,21 ASHi

As duas fases obtidas foram enviadas para a realizacdo dos bioensaios
inseticidas e fungicidas, frente as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte, e ao
gorgulho do milho. Os resultados obtidos mostraram-se promissores para a
continuidade do estudo fitoquimico da fase hidroalcodlica por esta ter apresentado
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significativa atividade frente aos trés bioensaios supracitados, principalmente para o
ensaio fungicida frente a L. gongylophorus e ao ensaio inseticida frente a S.
zeamais. Sabendo-se que fragbes oriundas de sementes de Annona destacam-se
pela presenca de acetogeninas (CORTES et al., 1993), o alvo para o estudo desta
fracdo foi a busca por estas substancias, com o intuito de isolar, caracterizar e
ensaia-las separadamente verificando quais substancias sdo as responsaveis pela

atividade observada.

3.3.5.1 — Fracionamento da fase hidroalcodlica das sementes (ASHi) de A.

sylvatica

A fase hidroalcodlica das sementes de A. sylvatica (ASHi) (4,6 g) foi
fracionada utilizando cromatografia por exclusdo com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, utilizando como fase movel para eluicBo um sistema isocratico
constituido por MeOH:DCM (7:3). Foram coletadas 38 subfracdes, as quais foram
reunidas por semelhanca em seus perfis cromatograficos por CCDA em 06 grupos
(TABELA 3.13).

TABELA 3.13 - Fracionamento Cromatografico da fase hidroalcodlica das sementes
(ASHi) de A. sylvatica (4,6Q)

Grupos Subfra¢gbes Reunidas Massa (mg)
ASHi 01 01-03 42,2
ASHi 02 04-05 137,2
ASHi 03 06-08 564,6
ASHi 04 09-12 5554
ASHi 05 13-24 1586,2
ASHi 06 24-38 1362,9

Todos os grupos obtidos foram analisados através dos espectros de

RMN 'H e por CCDA. O prosseguimento dos métodos de fracionamentos foram
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realizados para os grupos ASHi 03, 04 e 05 devido a melhor separagcdo dos
constituintes observados por CCDA e pelas anélises dos espectros de RMN *H de

cada fracao.

3.3.5.2 — Fracionamento da fragcdo ASHi 03 das semen tes de A. sylvatica

Deu-se prosseguimento ao fracionamento do grupo ASHi 03 (564,6
mg) através de uma coluna cromatografica em gel de silica como fase estacionaria,
tendo como fase movel inicial para a eluicdo Hex:Acetona 9:1, aumentando o
gradiente de eluicdo em 10% até 100% MeOH. Foram coletadas 69 subfracdes, as
quais foram reunidas por semelhanca em seus perfis cromatograficos por CCDA em
09 grupos, mostrado na TABELA 3.14.

TABELA 3.14 - Fracionamento Cromatografico da fracdo ASHi 03 provenientes das
sementes (ASHi) de A. sylvatica (564,6 mg)

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
ASHi 03/01 01-11 53
ASHi 03/02 12-19 37,3
ASHi 03/03 20-24 17,4
ASHi 03/04 25-35 19,4
ASHi 03/05 36-52 37,2
ASHi 03/06 53-59 307,5
ASHi 03/07 60-63 22,8
ASHi 03/08 64-65 39,5
ASHi 03/09 65-69 52,3

A partir das andlises via CCDA para reunido das subfracdes
semelhantes nos perfis cromatograficos, notou-se que as fracdes ASHi 03/02, 03/03,
03/04, 03/05 e 03/06 apresentaram manchas de coloracdo marrom-escuras apos
revelacdo em vanilina sulfirica. Todas as fragdes foram analisadas por RMN 'H,
porém a andlise dos espectros de RMN *H para o grupo ASHi 03/06 mostrou-se
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como uma fragcdo rica em acetogeninas devido a presenca de alguns sinais
caracteristicos dessa classe de compostos, como: & 7,28 (q); & 5,05 (qq); o 4,42 —
3,08 (m); &y 1,38 (d). As andlises das outras fracfes também mostraram a presenca
desses compostos, sendo as fracdes iniciais em mistura com triglicerideos, e as

fracOes finais em uma mistura mais complexa com outros compostos mais polares.

Assim, a fracdo ASHi 03/06 foi analisada seu perfil cromatografico em

CLAE nas condi¢Ges cromatograficas mostradas na FIGURA 3.9.

VWD: Sinal A 210 nm L
4007 SHi3-6 grad 80ACN 210nm flux00,8 400

Substancia 0 8

350 [350

250 ﬂ F250
150+

1007 H r100

ECondigﬁes cromatograficas: Coluna com fase estacionaria silica de fase reversa Clg§
- analitica Agilent, modelo Eclipse XDB-18 - 5um, (¢ 4,6 x 150 mm) eluicao |socrat|ca
ACN H,0 (8:2), detector U.V. 210 nm, injecdo 20uL, fluxo 0,8 mL/min.

FIGURA 3.9 - Cromatograma referente a fracdo ASHi 03/06 utilizando coluna
analitica de silica Cs.

Devido a boa separacdo e resolugcdo dos compostos presentes nesta
fracdo em HPLC, a mesma foi escolhida para analise por HPLC-SPE-NMR utilizando
as mesmas condi¢cbes supracitadas e uma concentragdo de 5 mg/mL da amostra,
sendo as bandas cromatograficas trapeadas em cartuchos SPE e extraidas com
solvente deuterado para posterior obtencdo de seus espectros. Uma vez que estes
compostos mostraram-se de alta complexidade em suas determinacdes estruturais,
a técnica de HPLC-MS foi uma ferramenta de extrema importancia para
complementagcédo dos dados obtidos e auxilio na determinacdo estrutural. Para isso,

a analise foi realizada utilizando fonte de ionizacéo por ESI (com a adicdo de acido
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férmico 0,01% na fase aquosa) e APCI, ambos no modo positivo, nas mesmas
condi¢cbes cromatograficas supracitadas e utilizando concentracdo de 500 ug/mL e 1

mg/mL.

Devido a auséncia de trabalhos na literatura (ou trabalhos com dados
incompletos) que tragam as condigOes de energias e parametros utilizados para a
realizacdo deste experimento, seria necessario o isolamento destes compostos para
posterior analise por insercédo direta no espectrometro de massas para otimizacao
dos parametros necessarios para a analise. Além disso, o isolamento destes
compostos também seria de grande importdncia para realizacdo dos ensaios
biolégicos e avaliacdo de suas atividades.

O isolamento destes compostos se deu através da fracdo ASHi 04/04,
descrita no item abaixo, por esta fragéo ter se apresentado, apds analises em seus
perfis cromatograficos, seus espectros de RMN 'H e por HPLC-MS idéntica a a

descrita neste item.

Ap6s a obtencdo dos espectros de RMN *H, HSQC e HMBC, pelo
HPLC-NMR, assim como a obtencéo dos espectros de massas no modo product ion,
e modo positivo através da ionizacdo por ESI e APCI, a elucidacdo estrutural apenas
de uma substéancia (substancia 08) foi possivel até o presente momento, devido a
complexidade para determinacédo estrutural dessa classe de compostos associada

ao tempo gasto necessario para uma analise mais detalhada.

Vale ressaltar aqui, que a realizacdo do experimento HPLC-NMR
resultou no isolamento e obtencdo dos espectros de RMN para o0s quatros
compostos de melhor absor¢cdo mostrados no cromatograma da FIGURA 3.9. As
quatro acetogeninas de menor absor¢cdo ndo foram trapeadas, uma vez que, para

ser trapeada, uma banda deve apresentar boa absor¢do no U.V.

3.3.5.3 — Fracionamento da fracdo ASHi 04 das semen tes de A. sylvatica

O grupo ASHi 04 (555,4 mg) foi fracionado em uma coluna
cromatografica em gel de silica como fase estacionaria, tendo como fase moével

inicial para a eluicdo Hex:Acetona 9:1, aumentando o gradiente de eluicdo em 10%
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até 100% MeOH. Este procedimento foi o mesmo utilizado para a fragdo ASHi 03.
Foram coletadas 31 subfra¢des, as quais foram reunidas por semelhanca em seus

perfis cromatograficos por CCDA em 07 grupos, mostrado na TABELA 3.15.

TABELA 3.15 - Fracionamento Cromatografico da fracdo ASHi 04 provenientes das
sementes (ASHi) de A. sylvatica (555,4 mg)

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
ASHi 04/01 01-02 6,2
ASHi 04/02 03-05 32,3
ASHi 04/03 06-11 72,5
ASHi 04/04 12-21 203,2
ASHi 04/05 22-27 98,2
ASHi 04/06 28-29 32,4
ASHi 04/07 30-31 27,8

Da mesma forma que o observado para as subfracbes oriundas da
fracdo ASHi 03, as analises via CCDA das fracdes ASHi 04/02, 04/03 e 04/04,
apresentaram manchas de coloracdo marrom-escuras apos revelacdo em vanilina
sulfarica. Todas as fragdes foram analisadas por RMN 'H, sendo os sinais
observados no espectro de RMN 'H para o grupo ASHi 04/04 igual aos sinais
observados no espectro de RMN *H para o grupo ASHi 03/06, apresentando-se
como uma fracdo rica em acetogeninas. O perfil cromatografico para essa fracao
também foi analisado em HPLC, mostrando-se idéntico em seus constituintes e
tempos de retencdo. A FIGURA 3.10 mostra a comparagao das duas amostras com
seus cromatogramas sobrepostos, realizado nas mesmas condi¢cfes citadas para a
FIGURA 3.9.
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‘ Substancia 0 8

: Condi¢des cromatograficas: Coluna com fase estacionaria silica de fase reversa Cas:

analitica Agilent, modelo Eclipse XDB-18 - 5 um, (¢ 4,6 x 150 mm) eIuigéoE
éisocrética ACN:H;0 (8:2), detector U.V. 210 nm, injecdo 20 pL, fluxo 0,8 mL/min.E
Cromatograma verde: ASHi 04/04, azul: ASHi 03/06. :

FIGURA 3.10- Cromatograma referente as fracdbes ASHi 03/06 e ASHi 04/04

utilizando coluna analitica de silica Cys.

A andlise pelo modo full scan por HPLC-MS também foi realizada e
comparada com a fragdo ASHi 03/06, confirmando se tratarem dos mesmos
compostos em mistura. Assim, 0 prosseguimento de purificagdo para estes
compostos se deu atraves da fracdo ASHi 04/04, sendo essa amostra purificada em
coluna semi-preparativa com fase estacionaria de silica de fase reversa Cig- 10 ym,
(¢ 10 x 250 mm), nas mesmas condi¢des citadas na FIGURA 3.9, com loop 200 pL,
e fluxo 3,5 mL/min, calculado pelo fator de escalonamento dada na Equacédo (1).
Foram realizadas 05 injecdes com concentracdo de 100 mg/mL, sendo reunidas
pelos intervalos de tempo referentes a cada banda cromatografica. Este

procedimento permitiu o isolamento de 04 acetogeninas (TABELA 3.16)

As acetogeninas que apresentaram menor intensidade de absor¢do no

cromatograma mostrado na FIGURA 3.9 apresentaram-se também em menor
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quantidade de massa isolada, impossibilitando a obtencdo de seus espectros de
RMN bidimensionais. No entanto, todas as acetogeninas isoladas serao identificadas
para fins de publicacdo, uma vez que conseguiu-se obter a ionizacdo e
consequentemente as fragmentacdes de todas as substancias presentes na
amostra, através do HPLC-MS (nos modos de aquisicdo product ion, neutral loss e

precursor ion).

TABELA 3.16— Fracionamento Cromatografico da fracdo ASHi 04/04 de A. sylvatica

Fracéo Substancia Intervalo recolhido (min) Massa (mg)
ASHi 04/04/01 * 7,2-82 13,3
ASHi 04/04/02 08 9,8-11 16,6
ASHi 04/04/03 * 13,4-148 19,5
ASHI 04/04/04 * 26,4 — 28,8 22,4

* Substancias nao identificadas até o momento

ApoOs este fracionamento e isolamento das substancias, estas foram
enviadas para o Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de
Agricultura “Luis de Queiroz” / Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), para o
ensaio inseticida frente a S. zemais.

3.3.5.4 — Fracionamento da fracdo ASHi 05 das semen tes de A. sylvatica

O grupo ASHi 05 apresentou-se, de acordo com CCDA, como uma
fracdo mais polar, sendo o seu fracionamento realizado através de cromatografia por
exclusao Sephadex LH-20, utilizando como eluente MeOH:DCM na proporgao 8:2.
Foram coletados 20 subfracbes sendo reunidas através da semelhanca em seus

perfis cromatogréaficos em 5 grupos, conforme TABELA 3.17.
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TABELA 3.17 - Fracionamento Cromatografico da fracdo ASHi 05 provenientes das
sementes (ASHi) de A. sylvatica (1586,2 g)

Grupos Subfracdes Reunidas Massa (mg)
ASHi 05/01 01-04 11,5
ASHi 05/02 05-08 261,3
ASHi 05/03 09-14 1092,7
ASHi 05/04 15-16 61,4
ASHi 05/05 17-20 14,6

O grupo ASHi 05/03 foi fracionado através de cromatografia por

adsorcdo com silica como fase estacionaria, uma vez que 0s grupos oriundo do

fracionamento descrito acima com Sephadex LH-20 n&do forneceu uma eficiente

separacao de seus constituintes. Para eluicéo, foi utilizado Hex:DCM na proporcgéo

1:1, escolhido com base na melhor separacdo apresentada por CCDA, até MeOH

puro. Foram recolhidas 74 subfracbes reunidas em 10 grupos pela analise por

CCDA, conforme TABELA 3.18.

TABELA 3.18 - Fracionamento Cromatografico da fracdo ASHi 05/03 provenientes

das sementes (ASHi) de A. sylvatica (1092,7 g)

Grupos Subfra¢des Reunidas Massa (mg)
ASHi 05/03/01 01-09 6,6
ASHi 05/03/02 10-23 3,7
ASHi 05/03/03 24-33 7,1
ASHi 05/03/04 34-35 6,1
ASHi 05/03/05 36-39 35,4
ASHi 05/03/06 40-54 120,5
ASHi 05/03/07 55 10,9
ASHi 05/03/08 56-57 12,2
ASHi 05/03/09 58-67 17,2
ASHi 05/03/10 67-74 692,3
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Todas as fracées obtidas foram analisadas por CCDA e por RMN *H. A
fracdo ASHi 05/03/04 resultou em uma mistura dos esteroides estigmasterol,
sitosterol e campesterol, que foram posteriormente confirmados através da analise
de seus espectros de massas e cromatogramas obtidos por CG-EM. A fragdo ASHi
05/03/07 foi purificada por HPLC e permitiu o isolamento de dois alcaloides. No
entanto, 0s mesmos ndo serdo descritos neste trabalho por estes estarem em fase

de determinacao estrutural.

A FIGURA 3.11 mostra o fluxograma para os fracionamentos
realizados nos itens 3.3.5.1 a 3.3.5.4.
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CC Sephadex LH-20
Eluente : MeOH:DCM (7:3)

ASHI 01 ASHI 02 ASHI 03 ASHI 05 ASHi 06
422mg 137,2mg 5646 mg 1586,2mg 1362,9mg

[
cC Siica —l

Eluente : Hex:Acetona (9:1) CC Silica
até 100% MeOH Eluente : Hex:Acetona (3:1)
até 100% MeOH

ASHi 03/01 ASHI 03/02 ASHI 03/03 ASHI 03/04 ASHI 04/01 ASHI 04/02 ASHI 04/03
53 mg 37.3mg 174 mg 194 mg 6,2mg 323mg 725mg

ASHi 03/05 ASHI 03/06 ASHi 03/07 A%*?’i 34’04 A%g'204f05 AS;Z* i404/06
37.2mg 307 ,5mg 22.3mg .<Mg .2mg Amg

ASHi 03/08 ASHI 03/09 A%? I80:(11/907

39,5mg 523mg

. HPLC Silica Cyg
Eluente : ACN:H,0 (8:2)
Analises HPLC-NMR

HPLC-MS | |

Substancia 08 .

SHT 0470470, )
ASHI 04/04/01 1% 6mg ASHi 04/04/0 ASHI 04/04/04
5219 Substancia0 19.5mg 224mg

CC Sephadex LH-20
Eluente : MeOH:DCM (8:2)

ASHi 05/01 ASHi 05/02 ASHi 05/03 ASHi 05/04 ASHi 05/05
11,5mg 2613 mg 1092,7 mg 614mg 146 mg

CC Silica
Eluente : Hex:DCM (1:1) até MeOH 100%

l |

ASHIi 05/03/0 ASHI 05/03/0 ASHI 05/03/03 ASHI 05/03/04 ASHI 05/03/0
6,6 mg 3,7mg 7.1mg 6,1mg 354mg

1205 mg 109mg 12.2mg 17.2mg 692,3mg

ASHI 05/03/06 [‘\SHI 05/03/07; ASHi 05/03/08 IASHI 05/03/09 ASHi 05/03/10

Esteroides

FIGURA 3.11- Fuxograma referente aos itens 3.3.5.1 a 3.3.5.4.
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3.4 — Metodologia dos ensaios bioldgicos

3.4.1 — Ensaio inseticida frente as operarias de  A. sexdens rubropilosa

Os ensaios por ingestdo dos extratos e fracbes com as operarias de A.
sexdens rubropilosa foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS) UNESP - Rio Claro, sob supervisdo do Prof. Dr. Odair Correa Bueno e das
alunas responsaveis pelos ensaios, coordenadas pela Marcela Ceccato.

Para este ensaio, as formigas operarias foram retiradas aleatoriamente
de um formigueiro mantido em laboratério. Para o controle deste ensaio, foi utilizado
uma dieta pura pré-estabelecida pelo grupo (BUENO et al., 1997), como mostra a
TABELA 3.19. Esta dieta € isenta de qualgquer extrato ou composto, servindo como a
melhor alternativa de manutencdo das mesmas quando desprovidas de sua dieta
natural. A duracdo do experimento a base desta dieta é de 25 dias, que € o tempo

de vida médio de uma formiga.

TABELA 3.19 - Ingredientes contidos na dieta pura (controle) em 100 mL de agua
destilada utilizada no ensaio inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa

Ingredientes (%)

Glicose 5

Peptona bacteriolégica 1,0
Extrato de levedura 0,1
Agar bacteriologico 1,5

Conforme metodologia desenvolvida por BUENO et al., (1989), a dieta,
apoOs a mistura dos componentes descritos na TABELA 3.19, foi levada ao forno de
micro-ondas por 4 minutos e em seguida autoclavada a 120 °C e 1 atm por 15
minutos. A dieta ainda liquida foi entornada em placas de Petri de 10 cm de diametro

e, apos o resfriamento e solidificacéo, foram embrulhadas em papel filme e mantidas
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em geladeira para serem utilizadas no dia do experimento. As amostras submetidas
ao ensaio com as operarias foram incorporadas na dieta preestabelecida
(aproximadamente 0,5 g de dieta por placa) na concentracdo de 2 mg/mL para
extratos brutos e particdes. Em seguida, ocorreu a transferéncia das formigas para
placas de Petri contendo a dieta. Foram utilizadas 50 operérias distribuidas em
grupos de 10 formigas para cada placa de Petri e mantidas em estufa de B.O.D. a
24+1 °C com umidade relativa acima de 70%, sendo a dieta renovada a cada 24
horas. A avaliacdo diaria da mortalidade das formigas foi realizada durante os 25
dias de experimento.

As taxas de sobrevivéncia diaria para cada tratamento a partir dos
dados obtidos foram calculadas construindo uma curva de longevidade, a qual foi
aplicada a analise de variancia, onde o nimero meédio de dias de sobrevivéncia das
formigas de cada placa foi calculado e utilizado como observacéo nas analises. Para

a andlise dos dados, foi utilizado o software Graph-Pad Prism 3.0.

3.4.2 — Ensaio de inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte L.
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), sob coordenacédo da Dra. Ana Paula Terezan.

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens
rubropilosa e mantido em condicdes 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).

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e dissolvidas em &gua destilada, obtendo
concentracéo final em torno de 1000 pug/mL para os extratos e particdes e 100 pg/mL
para as substancias puras. Em seguida, em cada tubo de ensaio, foram adicionados
10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaios com 0 meio de cultura/extrato

e placas de Petri (80 X 15 mm) foram autoclavadas nas condi¢des 120 °C, 1,0 atm
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por 20 minutos. Apos a esterilizacdo do material, os meios de culturas foram vertidos
nas placas de Petri dentro da capela de fluxo laminar, previamente esterilizada
durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apés a solidificacdo do meio de cultura, cada
placa de Petri foi inoculada na posi¢cdo central com um disco de agar de 8 mm de

diametro, previamente colonizado pelo fungo simbionte L. gongylophorus.

Cada amostra foi preparada em quintuplicata, havendo um ndmero
idéntico de réplicas para o controle geral (meio de cultura e fungo simbionte). Apds o
tempo de incubacdo de 30 dias, a 25 °C (x 2) foram realizadas as medidas do
diametro médio final e calculado a area do crescimento micelial para cada placa, em
cada amostra, sendo que esta metodologia € uma adaptacdo do artigo base
(MIYASHIRA, 2007). As porcentagens de inibicdo foram calculadas a partir da
comparacao da area do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a
area do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado

como 0% de inibigdo do fungo simbionte.

3.4.3 — Ensaio inseticida frente S. zeamais

Para o ensaio inseticida de S. zeamais, seguiu-se a metodologia
utiizada pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Plantas Inseticidas do
Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luis
de Queiroz” / Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), sendo realizado pelo aluno

de doutorado Leandro Prado Ribeiro, sob orientacdo do Prof. Dr. Djair Vendramim.

O bioensaio foi conduzido em sala climatizada a temperatura de 25 + 2
°C, umidade relativa de 60 + 10%, e luminosidade média de 200 lux. Foram
utilizados gréos de milho inteiros, previamente selecionados manualmente, obtidos
de cultivos realizados na area experimental do Departamento de Entomologia e
Acarologia da ESALQ/USP.

Este ensaio se baseia na aplicacdo de cada amostra, solubilizada em
um solvente apropriado, sobre os grdos de milho através de um microatomizador
acoplado a uma bomba pneumaética, ajustada para propiciar uma pressao de 0,5

kgf/cm? por meio de um volume de calda de 30 L/t. Apds a pulverizagéo, a mistura
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dos grdos com os extratos/substancias foi feita manualmente, em sacos plasticos
com capacidade para dois litros, os quais foram agitados por um minuto. Para cada
tratamento foram utilizados sacos individuais, sendo posteriormente 0s graos
deixados em capela por um periodo de 72 horas a 38 °C para evaporacdo completa
do solvente. A concentracao utilizada para a realizagdo do ensaio foi determinada
através de ensaios preliminares, sendo o0s extratos testados na concentracdo de
1500 ppm (correspondendo a 1500 mg de extrato/kg de milho), estipulada segundo
RIBEIRO (2010). Assim, as amostras que apresentaram os resultados mais
promissores foram testadas estimando a ClLsp (concentracdo necessaria para matar
50% da populacdo de gorgulhos). Foram utilizadas placas de Petri de 6 cm de
diametro contendo amostras de 10 g de milho, as quais foram tratadas,
separadamente, com 0sS respectivos extratos vegetais, fragdes e substancias puras,
além de uma testemunha, onde foi mantido apenas o substrato de criagdo tratado
com o respectivo solvente utilizado na resuspensdo das amostras. Cada caixa
plastica foi infestada por 20 adultos, ndo sexuados, utilizando-se 10 repeticdes por
tratamento. A sobrevivéncia dos adultos foi avaliada ao décimo dia apés a
infestacdo. Foi considerado morto o individuo cujas extremidades ficaram
completamente estendidas e que ndo apresentaram reacdo ao contato com um

pincel durante o periodo de um minuto.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Identificacdes e Determinacgdes Estruturais

4.1.1 — Identificacdes e Determinacdo Estrutural de  Lignhanas

As lignanas sdo metabdlitos secundarios derivados da via biossintética
do &cido chiquimico. Sdo formadas, em geral, por dimerizacdo de grupos
fenilpropanicos (Cs-C3) atraves de condensacbes oxidativas e encontram-se
amplamente distribuidas nas plantas. Por apresentarem uma ampla variedade de
atividades biolégicas como, antitumoral, antiviral, inibidor de enzimas, anti-
inflamatorias, destacando-se a atividade antifungica, elas tém sido alvo de muitos
estudos ao longo dos anos (DEWICK, 2002; MACIAS, et al., 2004; SILVA, et al.,
2009).

A nomenclatura para o grupo das lignanas furofuranicas podem ser
estabelecidas para cada unidade fenilpropanica (Ce-C3) separadamente. Assim, a
primeira unidade fenilpropanica é numerada de 1 a 9 enquanto a segunda unidade,
numerada de 1’ a 9'. Consequentemente, os atomos de carbono a, 3 e y em relacao
ao primeiro anel aromético recebem a numeracéo 7, 8 e 9 respectivamente. Para a
relacdo com o segundo anel aromatico, a numeracdo segue-se da mesma forma,

diferenciando os mesmos por 7, 8’ e 9’ (FIGURA 4.1).

FIGURA 4.1 — Numeracdo para o anel furofuranico presentes em lignanas

furofuranicas.
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4.1.1.1 — Identificacdo estrutural da Substancia 01

A substancia 01 foi identificada através de experimentos de RMN H e
13C, COSY, HMBC e HSQC. A anélise por EM através de insercéo direta na fonte de
lonizagao por ESI contribuiu para a confirmagdo da substancia e de sua massa
molecular. Os dados obtidos foram comparados com a literatura (MIYAZAWA et al.,
1994).

A andlise do espectro de RMN 'H apresentou sinais referentes a oito
hidrogénios alifaticos (dois oxi-benzilicos, dois metinicos e quatro carbindlicos),
permitindo estabelecer o esqueleto furofuranico presente em lignanas para a
substancia: &y 4,76 (d, J = 4,5 Hz, 1H); o4 4,74 (d, J = 4,5 Hz, 1H); &4 4,28 (dd, J =
6,8 e 9,1 Hz, 1H); oy 4,27 (dd, J = 6,8 e 9,1 Hz, 1H); o4 3,91 (m, 2H); dy 3,10 (m,
2H). Para este esqueleto, sdo possiveis trés séries, onde 0s grupos arilas se
encontram nas posi¢cées pseudodiequatoriais; pseudodiaxiais; pseudoequatorial e
pseudoaxial (epi) (FIGURA 4.2).

il H Hl Y

H|||I|||-

Ar

Série Epi

FIGURA 4.2 - PosicOes dos grupos arilas para a unidade furofuranica das lignanas.

Quando o esqueleto  furofuranico €&  pseudodiaxial ou
pseudodiequatorialmente substituido, observa-se a simplificacdo do espectro de
RMN *H, sendo que os prétons oxi-benzilicos, metinicos e carbindlicos apresentam
deslocamentos aos pares. Ou seja, os hidrogénios 7/7°, 8/8 e 9/9° mostram-se
equivalentes em seus sinais de ressonancia. Esta observagao se deve ao fato de

que estes hidrogénios encontram-se no mesmo ambiente magnético (FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.3—- Estereoquimica para o anel furofuranico de lignanas (AHMED et al.,
2002).

Para a série epi, por sua vez, estes prétons tornam-se distintos.
Quando um dos prétons H-7 se encontra em pseudo-axial, por exemplo, este sofre
diretamente o efeito anisotrdpico de protecdo do grupo arila pseudo-axial em C-7’
(FIGURA 4.4).

FIGURA 4.4— Estereoquimica Epi para o anel furofuranico de lignanas (AHMED et
al., 2002).

Assim, essas caracteristicas permitem atribuir a estereoquimica dos
anéis aromaticos para a substancia 01 como pseudo-diaxial ou pseudo-

diaequatorial.

Conforme numeracdo descrita na FIGURA 4.1, o hidrogénio H-7,
acopla com o H-8, resultando em um dubleto, com constante de acoplamento J = 4,5
Hz. Da mesma forma, observa-se o mesmo comportamento para o acoplamento
entre o H-77 e o H8 (d, J = 4,5 Hz, 1H). Os hidrogénios H-9 (H-9ax € H-9¢g), NO
entanto, sdo diasterotopicos. Isto significa que eles acoplam entre si com a

constante de acoplamento mais alta (J = 9,1Hz). Esse mesmo comportamento é
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observado para os hidrogénios H-9' (acoplamento entre H-9' 5 € H-9'¢q) (FIGURA
4.5 e 4.6). As constantes de J = 6,8 Hz para os valores de deslocamentos em dy
4,28 e oy 4,27, se devem aos acoplamentos entre um dos hidrogénios H-9 (H-9,« ou
H-9¢q) com o hidrogénio H-8, assim como para o outro lado da substancia, um dos
hidrogénios H-9' (H-9’a ou H-9’¢q) acopla com o hidrogénio H-8'. Uma vez que estes
acoplamentos sdo com as constantes maiores, através da correlacdo de Karplus,
consegue-se estabelecer que se trata do acoplamento dos hidrogénios H-9 e H-9’
em pseudoequatoriais com H-8 e H-8', respectivamente, que estdo presentes do
mesmo lado da substancia. MIYAZAWA et al., (1994) mostra a menor constante em
J = 4,0 Hz para o acoplamento entre os hidrogénios em &y 3,92, H-9,4 € H-9'5x com
H8/8’. Considerando que o0s sinais nos espectro em &y 3,91 estdo muito proximos da
regido das metoxilas nesta estrutura, isto dificultou o calculo da constante de
acoplamento menor para esta substancia. Assim, pode-se atribuir os valores de
deslocamentos quimicos em &y 4,28 e &4 4,27 representando 0s hidrogénios H-9¢q €
H-9'«q € 0 valor em 04 3,91 para os hidrogénios H-9.x e H-9;. Os acoplamentos
entre os hidrogénios do anel furofuranico também s&o confirmados analisando-se as
correlagdes hidrogénio-hidrogénio, COSY (FIGURA 4.7). As correlagbes mostradas
no espectro indicam os acoplamentos entre os hidrogénios. Observa-se que 0s
hidrogénios H-9/H-9’ acoplam entre si e com os hidrogénios H8/H8’, sendo estes,

por sua vez, acoplando com os hidrogénios H7/H7'.

Para o restante do espectro de RMN H, nota-se os seguintes sinais na
regido aromatica: &4 6,90 (d , J = 1,7 Hz, 1H), acoplando em meta; &y 6,87 (dd, J =
1,7 e 8,2 Hz, 1H), acoplando em meta e orto; o4 6,84 (d, J = 8,2 Hz, 1H), acoplando
em orto, caracteristicos de um anel aromatico trissubstituido. O valor em &4 6,57 (s,
2H) corresponde aos hidrogénios equivalentes pertencentes ao outro anel

aromatico.

Os valores de deslocamentos quimicos de carbono para esta
substancia puderam ser atribuidos através dos experimentos de RMN *C (FIGURA
4.8); HSQC (FIGURA 4.9) e HMBC (FIGURA 4.10, 4.11 e 4.12). Através do mapa de
contornos HSQC foi possivel correlacionar os sinais de hidrogénios descritos acima
com os dos respectivos carbonos, assim, as correlagbes carbono-hidrogénio

diretamente ligados sdo: &y 6,90 e &c 109,20; &y 6,87 e Oc 118,22; d4 6,84 e &c
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111,02; &y 6,57 e 8¢ 102,79; d4 4,76 e dc 85,69; &y 4,74 e dc 86,01. Uma vez que 0s
valores em &y 4,28, oy 4,26 e dy 3,91 encontram-se sobrepostos, tornou-se dificil
especificar a correlagcdo carbono-hidrogénio diretamente ligado. Por este motivo
estes sinais serdo abordados conforme MIYAZAWA et al., 1994. Através do

experimento HMBC, observou-se as correla¢gdes indicadas na TABELA 4.1.

TABELA 4.1- Correlagbes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substéncia 01

baseada no mapa de correlagbes HMBC

S+ (ppm) Sc (ppm)
6,90 (H-2) 85,69 (C-7); 118,22 (C-6); 133,42 (C-1); 148,64 (C-3); 149,18 (C-4);
6,87 (H-6) 85,69 (C-7); 109,20 (C-2); 133,42 (C-1)
6,84 (H-5) 118, 22 (C-6); 133,42 (C-1); 148,64 (C-3); 149,18 (C-4)
6,57 (H-2'/6") 86,01 (C-7"); 102,79 (C-2'/6"); 136,79 (C-1); 137,43 (C-4’); 153,41
(C-3'/5)
4,76 (H-7) 54,39 (C-8); 71,73 (C-9"); 109,20 (C-2); 118,22 (C-6) e 133,42 (C-1)
4,74 (H-7) 54,07 (C-8'); 71,91 (C-9); 102,79 (C-2'/6") e 136,79 (C-1))

A TABELA 4.2 apresenta a atribuicdo dos sinais de RMN 'H e °C
comparando os dados com a literatura. O espectro de massas atraves ESI e suas
respectivas fragmentacdes sdo mostrados na FIGURA 4.13 e 4.14. Assim, a

estrutura com suas respectivas numeracdes sdo mostradas a seguir:
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TABELA 4.2 — Dados de RMN *H (CDCls;, 400MHz) e **C (CDCl;, 100MHz) para a
substancia 01 em comparacdo com a magnolina (MIYAZAWA et al., 1994: CDClIs,
200 MHz para RMN *H e 50 MHz para RMN *C)

o+ (ppm), J (H2) dc (ppm)
H/C Substancia 01 MIYAZAWA et al., | Substancia 01  MIYAZAWA et
1994 al., 1994
1 -- -- 133,43 133,5
2 6,90 (d, 1,7) 6,91 (d, 2,0) 109,20 109,20
3 -- -- 148,64 148,70
4 -- -- 149,18 149,00
5 6,84 (d, 8,2) 6,84 (d, 8,0) 111,02 111,10
6  6,87(dd, 1,7e8,2) 6,89 (dd, 2,0 e 8,0) 118,22 118,20
T -- -- 136,79 136,80
2'/6’ 6,57 (S) 6,58 () 102,79 102,80
35 -- -- 153,41 153,40
4 -- -- 137,43 137,50
7 4,76 (d, 4,5) 4,77 (d, 5,0) 85, 69 85,70
8 3,10 (m) 3,11(m) 54,39 54,40
9ax 3,91 (m) 3,92 (dd, 4,0 € 9,0) 71,91 71,90
9¢q 4,28(dd,6,8e9,1) 4,29 (dd, 7,0 e 9,0)
7 4,74 (d, 4,5) 4,75 (d, 5,0) 86,01 86,00
8’ 3,10 (m) 3,11 (m) 54,07 54,10
'ax 3,91 (m) 3,92 (dd, 4,0 e 9,0) 71,73 71,70
9¢qq 4,26(dd, 6,8e9,1) 4,28 (dd, 7,0 e 9,0)
OMe 3,82 (s) 3,84 (s) 60,81 60,90
OMe 3,86 (s) 3,88 (s) 56,16 56,20
OMe 3,86 (s) 3,88 (s) 56,15 56,20
OMe 3,89 (s) 3,88 (s) 55,90 55,90
OMe 3,89 (s) 3,91 (s) 55,91 55,90

64



Resultados e Discussdes

SpinWorks 3: AFD 4251

DNN OO PRARARAARRARAL WL
000 @ 0 v NNYNWNNNNNDNN @
NEOO®RDOO QAURLOLRRNRRNOY =N
NINDIWO & RUWNEEISBOUIN®D®D O
(SR PN WP PVURROOONWAN  —©

[,

6668'€
E£T68°E€
TvoT'E

=

PPM 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0

3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4

FIGURA 4.5— Espectro de RMN *H referente & substancia 01 (400 MHz, CDCly).

SpinWorks 3: AFD 4251 ks 3: AFD 4251
s 88 22 & B H H I 8
BE o o8 H H g8 % K
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM  6.90 6.88 6.86 6.84 682 680 6.78 676 6.74 672 6.70 6.68 6.66 6.64 6.62 6.60 6.58 6.56 6.54 PPM 4830 4.820 4.810 4.800 4.790 4.780 4.770 4.760 4.750 4.740 4.730 4720 4.710 4.700 4.690 4.680 4.670
ks 3: AFD 4251 SpinWorks 3: AFD 4251
g 8 §8 § % 258 & H
T T T T T T T T T T T T T T T T L L L L L L L L L L L T L L T
PPM 4350 4.340 4330 4320 4310 4300 4290 4280 4270 4260 4250 4.240 4230 4220 4.210 PPM 3.92 3.88 3.84 3.80 3.76 3.72 3.68 3.64 3.60 3.56 3.52 3.48 3.44 3.40 3.36 3.32 3.28 3.24 3.20 3.16 3.12 3.08 3.04

FIGURA 4.6— Ampliacbes do espectro de
CDCly).

RMN *H para a substancia 01 (400 MHz,

65



Resultados e Discussdes

SpinWorks 3:

=24
52.6
52.8
53.0

3.2
—3.4
— 3.6

3.8

—4.0

@”@ 4.2

4.4

54.6
@ + 54.8

—5.0

PPM (F1)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM (F2) 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0

FIGURA 4.7- Ampliacdo do espectro de COSY *H-'H referente & substancia 01 (400
MHz, CDCl).

SpinWorks 3: AFD4251

T

—— S50t°ES
__— L£8T'6VT
= 05£9'8¥T
__— 8YEbLET
= oz6LroET
—— 09TH'EET
—— 05TZ'8TT
—— S¥20°TTT
—— £102°60T
—— €88£°20T
090098
9/89'58
0z16'1L
STELTL
—— 21809

e
v

I | jL

T T T T T T T T T T
PPM 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

FIGURA 4.8— Espectro de RMN *3C referente & substancia 01 (100 MHz, CDCls).

66



Resultados e Discussdes

SpinWorks 3: AFD4251

[ 44
48
X 52
| ‘0 0 56

. ' — 60
64
68

[} ] —72
— 76
— 80
84
(] N

88
—92
96
— 100
] u 104
[ 108
112
116

| PPM (F1)

L L e D e e e
PPM (F2) 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2

FIGURA 4.9—- Mapa de contorno HSQC referente a substancia 01 (400 MHz, CDCls).

SpinWorks 3: AFD4251

40
— 50
| [ [ I - T o L
[— o . [ 60
w —70
' ' ) 80
_ oo o] @ (o] [
[ 90
o QO o ) N B 100
— e ° 110
O ® [ 120
— 130
— (1) L] :
- ® & r
0 Q 140
_ oy £ [
150
- ; : :
PPM (F1)

L s B B Bt I e I I I B
PPM (F2) 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 5048 46 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0

FIGURA 4.10- Mapa de contorno HMBC referente a substancia 01 (400 MHz,
CDCly).

67



Resultados e Discussdes

SpinWorks 3: AFD4251

L3 > = 104

L — 3 : [ 108

= 112

> -= - F e

120

124

128
— > S — 132

— -l o

—— [ 140

144

= [ ———— 1 148

| PPM (F1

T T T T T T T T T T T T T T T T T ()
PPM (F2)6.92 6.88 6.84 6.80 6.76 6.72 6.68 6.64 6.60 6.56 6.52 6.48 6.44 6.40 6.36 6.32

FIGURA 4.11- Expansdo do mapa de contorno HMBC referente a substancia 01
(400 MHz, CDCl3).

SpinWorks 3: AFD4251

g (o) o) o @ D oo =

—70

—90
— 100

— 110

|
0 0g

—120

— 130

L
o0
e

— 140

— 150

L PPM (F
i T T T T i T T T T T T (

PPM (F2) 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0

FIGURA 4.12— Expansdo do mapa de contorno HMBC referente a substancia 01
(400 MHz, CDCl3).

68



Resultados e Discussoes

[ +MS2(417.10): 10 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20121027 103336.wit (Turbo Spray)
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FIGURA 4.13- Espectro de massas por ESI" no modo product ion para a substancia

01.

Proposta de fragmentacéo para o ion [M+H]" 417 para a substancia 01

€ apresentada na FIGURA 4.14.
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FIGURA 4.14— Propostas de fragmentagdo para o fon [M+H]"

substancia 01.

71

417 referente a



Resultados e Discussdes

4.1.1.2 — Identificacdo estrutural da Substancia 02

A substancia 02 foi identificada através de experimentos de RMN H e
3¢, COSY, HMBC e HSQC e por EM. Os dados obtidos foram comparados com a
literatura (IIDA et al., 1982).

A andlise do espectro de RMN *H (FIGURA 4.15) apresentou 0s
seguintes sinais caracteristicos de anéis furofuranicos presentes em lignanas: oy
4,76 (d, J = 4,32 Hz, 2H); o4 4,25 (dd, J = 6,9 e 9,1 Hz, 2H); &y 3,88 - 3,91 (m, 2H);
o4 3,11 (m, 2H), o que indica a estereoquimica de seus anéis aromaticos como
pseudoequatorial ou pseudodiaxial. Da mesma forma descrita no item 4.1.1.1., os
hidrogénios H-7/7" (&4 4,76; 2H) acoplam com o H-8/8" (&4 3,11; 2H), resultando em
um dubleto, com constante de acoplamento J = 4,32 Hz. Os hidrogénios H-9 e H-9’
em oy 4,25 sao diasterotdpicos e acoplam entre si com a constante de acoplamento
mais alta (J = 9,1 Hz). A constante de J = 6,9 Hz se deve aos acoplamentos de um
dos hidrogénios H9/9’ com os hidrogénios H-8/8" presentes no mesmo lado da
substancia. A constante que resulta do acoplamento do outro hidrogénio em H9 e
H9’ (em &y 3,88 - 3,91) com H8/8 em lados opostos da substancia (constante de
menor valor) ndo pdde ser calculada uma vez que seus sinais estdo coalescidos
com os sinais das metoxilas presentes na molécula. Os valores de integracdo para
H-7/7", H-8/8 e H-9/9° mostram-se equivalentes quimicamente, o que permite
concluir que a substancia € simétrica. As correlagdes hidrogénio-hidrogénio, COSY,
confirmaram os acoplamentos entre os hidrogénios do anel furofuranico citados
(FIGURA 4.16). Observa-se que os hidrogénios H-9/H-9" acomplam entre si e com
os hidrogénios H8/H8’, sendo estes, por sua vez, acoplando com os hidrogénios
H7/H7'.

Para a regido aromaética, estdo presentes 0s seguintes sinais: oy 6,91
(d, J = 1,7 Hz, 2H); oy 6,88 (dd, J = 1,7 e 8,2 Hz, 2H); &4 6,84 (d, J = 8,2 Hz, 2H).
Esses valores de deslocamentos e da integragcdo sdo caracteristicos da presenca de

dois anéis 1,3,4-trissubstituidos na estrutura, reafirmando a sua simetria.

O espectro de RMN '3C é mostrado na FIGURA 4.17. Para as
correlagdes carbono-hidrogénio diretamente ligados (HSQC) (FIGURA 4.18), as
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seguintes correlacdes foram observadas: &y 6,91 com &c 109,20; &y 6,88 com d¢
118,20; oy 6,84 com 8¢ 111,0; &y 4,76 e dc 85,74; o4 4,25 e &y 3,88-3,91com d¢ 71,67
e 0y 3,11 com &¢ 54,11.

Através do experimento HMBC (FIGURAS 4.19, 4.20 e 4.21),

observou-se as correlagdes indicadas na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 — Correlagcdes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substancia 02

baseada no mapa de correlagbes HMBC

S (ppm) dc (ppm)
6,91(H-2/2) 85,74 (C-7/7"); 118,20 (C-6/6"); 133,49 (C-1/1"); 148,58 (C-3/3’);
149,15 (C-4/4")
6,88 (H-6/6") 85,74 (C-7/7°): 109,20 (C-2/2"): 111,00 (C-5/5"); 133,49 (C-1/1");
149,15 (C-4/4")
6,84 (H-5/5) 109,20 (C-2/2"): 118,20 (C-6/6"); 133,49 (C-1/1'); 148,58 (C-3/3"),
149,15 (C-4/4")
4,76 (H-7/7") 54,11 (C-8/8"); 71,67 (C-9/9): 109,20 (C-2/2’); 133,49 (C-1/1")
4,25/3,88- 54,11 (C-8/8"); 85,74 (C-7/7")
3,91(H-9/9")
3,11 (H-8/8") 71,67 (C-9/9"); 85,74 (C-7/7"); 133,49 (C-1/1")

A TABELA 4.4 apresenta a atribuicdo dos sinais de RMN 'H e *C

comparando os dados com a literatura. O espectro de massas através ESI* é

mostrado nas FIGURAS 4.22 e 4.23. Assim, a estrutura com suas respectivas

numeracoes é:
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Tabela 4.4 — Dados de RMN 'H (CDCls, 400MHz) e **C (CDCls, 100MHz) para a
substancia 02 em comparacédo com a eudesmina (IIDA et al., 1982: CDCl3;, 100MHz
para RMN *H e 25MHz para RMN *°C)

O (ppm), J (Hz) dc (ppm)
H/C Substéancia 02 IIDA etal., 1982 | Substancia 02 IIDA etal., 1982
/r -- -- 133,49 133,30
212’ 6,91 (d, 1,7) (6,84 — 6,92)* 109,20 *
3/3 -- -- 148,58 *
4/4 -- -- 149,15 *
5/5’ 6,84 (d, 8,2) (6,84 — 6,92)* 111,00 110,90
6/6° 6,88(dd,1,7e8,2) (6,84 —6,92) 118,20 *
717 4,76 (d, 4,3) 4,76 (d, 4,0) 85, 74 85,50
8/8’ 3,11 (m) 3,12 (m) 54,11 54,00
9./9 3,88 —3,91 (M) 3,86 - 3,96 (M) 71,67 71,50
9¢q/9eq 4,25(dd, 6,9€9,1) 4,26 (dd, 7,0 € 9,0)
OMe 3,86 (s) 3,86* 55,87 *
OMe 3,89 (s) 3,90* 55,89 *

* Dados nao fornecidos pelo autor.
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02.
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A FIGURA 4.23 apresenta propostas de fragmentacdo para o ion [M+H]" 387

referente a substancia 02.

m/z 320 m/z 351 m/z 369

H3CO©)’LH

H3CO

m/z 387

m/z 189
H
H OCH;
+ OCHj3
H
m/z 387 H m/z 151
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FIGURA 4.23- Propostas de fragmentagdo para o fon [M+H]" 387 referente a

substancia 02.

4.1.1.3 — Determinagéo estrutural da Substancia 03

A determinacdo estrutural da substancia 03 foi realizada através de
experimentos de RMN *H e *C, COSY, HMBC e HSQC e por g-NOESY. A anélise
por EM através de insercdo direta na fonte de ionizacdo ESI e principalmente por
CG-EM através da fonte de ionizacao por impacto eletrénico (El) foram fundamentais

para a elucidacao estrutural da substancia.

A analise do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.24 e 4.25) apresentou 0s
seguintes sinais: a) referentes a hidrogénios aromaticos (mostrando um padrao de
substituicdo semelhante a substancia 01): &4 6,91 (d, J = 1,8 Hz, 1H; H-2); &, 6,88
(dd, J=1,8 e 8,1 Hz, 1H; H-6); &4 6,84 (d, J = 8,1 Hz, 1H; H-5) indicando a presenca
de um anel 1,3,4 trissubstituido, e d4 6,83 (s, 1H; H-6’) indicando a presenca de um
anel pentassubstituido; b) sinais referentes a oito protons alifaticos (dois oxi-
benzilicos, dois metinicos e quatro carbinélicos): & 5,15 (d, J = 4,0 Hz, 1H; H-7"); 4

4,68 (d, J = 6,2 Hz, 1H; H-7); &, 4,48 (dd, J = 7,8 e 9,1 Hz, 1H; H-9'); &y 4,27 (dd, J =
80
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6,5 e 9,1 Hz, 1H; H-9); &4 4,10 (dd, J =5,5 e 9,1 Hz, 1H; H-9’); &, 4,03 (dd, J=3,8 e
9,1 Hz, 1H; H-9) &4 3,08 (m, 1H; H-8); o4 2,97 (m, 1H; H-8), e cinco sinais referentes
aos grupos metoxilas, que integram para 15: &y 3,91; oy 3,89. &y 3,88. & 3,87 e Oy
3,86.

Estes sinais mostraram-se caracteristicos de lignanas furofuranicas. No
entanto, para sua confirmacao estrutural, esta substancia foi analisada por CG-EM e
por insercdo direta pela fonte de ionizacdo ESI. A analise obtida pelo CG-EM
apresentou m/z 450, indicando a férmula molecular C,3H3009 € um IDH = 9. Esses
dados sugerem a abertura de um dos anéis furanicos presentes na lignana,
concluindo se tratar de um esqueleto de uma lignana tetrahidrofurandide, como

mostrado abaixo:

O espectro de RMN *3C apresentou oito carbonos quaternarios, oito
carbonos metinicos, sendo quatro aromaticos, dois carbonos metilénicos e cinco
metoxilicos (FIGURA 4.26). O mapa de contorno HSQC apresentou as seguintes
correlagdes: oy 6,91 (H-2) com &¢ 109,20; &y 6,88 (H-6) com dc 118,37; &y 6,84 (H-5)
com &6¢111,01; &4 6,83 (H-6') com d¢ 104,45; dy 5,15 (H-7’) com d&¢c 84,00; oy 4,68 (H-
7) com &c 85,34; o4 4,48 e 0y 4,10 (H-9") com &¢ 73,89; oy 4,27 e dy 4,03 (H-9) com
Oc 71,73; &y 3,91 com O¢c 61,14; & 3,89 com O¢ 55,92; o4 3,88 com d¢ 61,12; d4 3,87
com &¢ 55,93.; dy 3,86 com &¢.56,20; oy 3,08 (H-8) com ¢ 54,36; e &y 2,97 (H-8)
com Oc 54,41 (FIGURA 4.27).

A TABELA 4.5 e o0 esquema seguinte a tabela apresentam as
correlacdes observadas através do mapa de contornos HMBC (FIGURAS 4.28, 4.29

e 4.30). Essas correlacbes confirmam se tratar da estrutura pré-estabelecida
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indicando o posicionamento dos anéis arométicos em relacdo a distribuicdo dos

hidrogénios alifaticos (carbindlicos, metinicos e oxi-benzilicos).

Tabela 4.5- Correlagdes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substancia 03
baseada no mapa de correlagbes HMBC

S (ppm) Sc (ppm)

6,91 (H-2) 85,34 (C-7); 118,37 (C-6); 133,29 (C-1); 148,73 (C-3)

6,88 (H-6) 109,20 (C-2); 149,23 (C-4)

6,84 (H-5) 133,29 (C-1); 149,23 (C-4)

6,83 (H-6") 84,00 (C-7); 117,31 (C-2'); 135,71 (C-1'); 142,22 (C-4');
152,29 (C-3")

5,15 (H-7") 54,36 (C-8'); 54,41 (C-8); 71,73 (C-9); 73,89 (C-9);

104,45 (C-6"); 117,31 (C-2’); 135,71 (C-1))
4,68 (H-7) 54,36 (C-8); 54,41 (C-8); 71,73 (C-9); 73,89 (C-9);
109,20 (C-2); 118,37 (C-6); 133,29 (C-1)

4,48 (H-9)) 54,36 (C-8"); 54,41 (C-8); 84,00 (C-7); 85,3 (C-7)

4,27 (H-9) 84,0 (C-7’); 85,34 (C-7)

4,10 (H-9") 54,36 (C-8'); 84,00 (C-7’); 85,34 (C-7)

4,03 (H-9) 54,41 (C-8), 84,00 (C-7°); 85,34 (C-7)

3,91 (OMe) 150,19 (C-3")

3,89 (OMe) 149,23 (C4)

3,88 (OMe) 142,23 (C-4")

3,87 (OMe) 148,73 (C-3)

3,86 (OMe) 152,29 (C-5))

3,08 (H-8) *

2,97 (H-8) *

*Correlacdes ndo observadas.
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Através do espectro de COSY foi possivel observar as correlacdes dos
hidrogénios em &y 4,03 (H-9a) e em & 4,27 (H-9¢q) acoplando entre si e com o
hidrogénio em &y 2,97 (H-8). O mesmo é observado para o outro lado da substancia,
os hidrogénios em &y 4,10 (H-9'a) € em &y 4,48 (H-9'¢g) acoplam entre si e com o
hidrogénio em &y 3,08 (H-8’). Os hidrogénios H-8 (&4 2,97) e H-8 (&4 3,08) acoplam
entre si e com os hidrogénios H-7 (&4 4,68) e H-7" (b4 5,15) respectivamente
(FIGURA 4.31).

A estereoquimica da estrutura, assim como a abertura do anel
furofuranico pode ser justificada analisando o experimento de g-NOESY (FIGURA
4.32) juntamente com um modelo molecular, conforme apresentado nos esquemas a
seguir. Ao ser irradiado o hidrogénio em &y 5,15 (H-7’), observou-se um incremento
relativo ao efeito NOE em &y 4,10 (H-9',). Da mesma forma, a irradiagdo do
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hidrogénio em &y 4,68 (H-7) mostra um incremento relativo ao efeito NOE com os
hidrogénios em &4 4,03 (H-9ax); &+ 4,10 (H-9'a) e com os hidrogénios aromaticos em
oy 6,91 (H-2) e &y 6,88 (H-6). Esses valores indicam os hidrogénios em &y 5,15; oy
4,68; oy 4,10 e &y 4,03 estdo presentes do mesmo lado na substancia (pseudo-
axial). Para a confirmacéo da abertura do anel, esta pode ser justificada analisando
o efeito NOE para o hidrogénio em &y 6,83 (H-6"). Uma vez que este anel apresenta
giro livre, a irradiacdo do hidrogénio em oy 6,83 (H-6) mostrou um pequeno
incremento relativo ao efeito NOE para o hidrogénio em oy 4,27 (H-9), indicando a
posicdo do anel aromatico e deste hidrogénio estar na posicdo pseudo-equatorial,
em concordancia com o ja observado para hidrogénio em &y 4,03 (em pseudo-axial).
Além disso, a irradiacdo do hidrogénio em &y 2,97 (H-8) mostrou um incremento para
os hidrogénios em &y 6,83 (H-6"); o4 6,88 (H-6) e &4 6,91 (H-2). Os efeitos
observados entre os hidrogénios em &y 6,83 (H-6’); &y 4,27 (H-9) e &y 2,97 (H-8)
somente sdo possiveis, uma vez que o anel apresenta giro livre em consequéncia da
abertura do anel furofuranico como representado, confirmando a proposta pré-
estabelecida. A desblindagem observada para o carbono C-7’, portanto, pode ser
justificada através da ligacdo de hidrogénio entre as hidroxilas do anel aromético e a
do carbono C-7’. Para o carbono C-9, no entanto, € consequéncia da estereoquimica
assumida pela substéncia atraveés de suas interacdes espaciais observadas pelo
experimento de g-NOESY, permitindo que o carbono C-9 caia fora do cone de
blindagem do anel aromatico.

OCHj

OCH;

H3CO OCH;,
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OCHjs OCHjs

OCHs OCHs

H3CO OCHj H5CO OCHs

Esta substancia €, portanto, inédita na literatura, sendo denominada
por annonaticina. As fragmentacdes propostas por CG-EM (FIGURAS 4.33 e 4.34) e
ESI" no modo product ion (FIGURA 4.35 e 4.36) confirmam a estrutura. A TABELA
4.6 apresenta a atribuicdo dos valores de deslocamentos quimicos de carbonos e
hidrogénios de acordo com a numeracédo estabelecida para a substancia isolada

como apresentado abaixo.
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TABELA 4.6— Dados de RMN *H (CDCls;, 400MHz) e **C (CDCls, 100MHz) para a

substancia 03

H/C O (ppm), J (H2) dc (ppm)
1 - 133,29
2 6,91 (d, 1,8) 109,20
3 —~ 148,73
4 - 149,23
5 6,84 (d, 8,1) 111,01
6 6,88 (dd, 1,8 e 8,1) 118,37
1’ - 135,71
2’ - 117,31
3 —~ 150,19
4 - 142,23
5’ —~ 152,29
6’ 6,83 (s) 104,45
7 4,68 (d, 6,2) 85,35
8 2,97 (m) 54,41
9ax 4,03 (dd, 3,8 € 9,1) 71,73
9eq 4,27 (dd, 6,5e 9,1) "
7 5,15 (d, 4,0Hz) 84,00
8’ 3,08 (m) 54,36
"ax 4,10 (dd, 5,5 e 9,1) 73,89
9eq 4,48 (dd, 7,8 e 9,1) "
OMe 3,91 61,14
OMe 3,89 55,92
OMe 3,88 61,12
OMe 3,87 55,93
OMe 3,86 56,20
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4.1.1.4 — Identificacdo estrutural da Substancia 04

A substancia 04 foi identificada através de experimentos de RMN *H,
COSY, HMBC e HSQC e por CG-EM. Os dados obtidos foram comparados com a
literatura (TULAKE et al., 2012).

A andlise do espectro de RMN *H (FIGURA 4.37) apresentou 0s
seguintes sinais, com seus respectivos valores de integracdo e constantes de
acoplamentos, que indicaram se tratar, assim como para substancia 02, de uma
lignana simétrica: oy 6,58 (s, 4H) caracterizam os hidrogénios equivalentes
guimicamente pertencentes aos dois anéis aromaticos, oy 5,49 (sl, 2H) referentes as
duas hidroxilas presentes na substancia, oy 4,73 (d, J = 4,4 Hz, 2H); &4 4,28 (dd, J =
6,8 e 9,1 Hz, 2H); &4 3,92 - 3,97 (m, 2H) ; & 3,09 (m, 2H), caracterizam o anel
tetrahidrofuranico. Sua estereoquimica, devido as caracteristicas apresentadas no

item 4.1.1.1 indica ser pseudo-equatorial ou pseudo-axial.

Da mesma forma descrita para a substancia 02, os hidrogénios H-7/7’
(&4 4,73; 2H) acoplam com o H-8/8 (&4 3,09; 2H), resultando em um dubleto, com
constante de acoplamento J = 4,4 Hz. Os hidrogénios H-9 e H-9' (diasterotopicos)
em &y 4,28 acoplam entre si com a constante de acoplamento mais alta (J = 9,1Hz).
A constante em J = 6,8 Hz se deve aos acoplamentos de um dos hidrogénios H9/9’
com os hidrogénios H-8/8 presentes no mesmo lado da substancia. A constante que
resulta do acoplamento do outro hidrogénio em H9 e H9' (em &y 3,92 - 3,97) com
H8/8 em lados opostos da substancia (constante de menor valor) ndo p6de ser
calculada uma vez que seus sinais estdo coalescidos com os sinais das metoxilas
presentes na molécula. Os valores de integracdo para H-7/7', H-8/8 e H-9/9’
mostram-se equivalentes quimicamente e por isso a consideracdo de que a

substancia é simétrica, descrita acima.

As correlagdes hidrogénio-hidrogénio, COSY, confirmam o0s
acoplamentos entre os hidrogénios do anel furofuranico citados (FIGURA 4.38).
Observa-se que os hidrogénios H-9/H-9’ acoplam entre si e com os hidrogénios

H8/H8’, sendo estes, por sua vez, acoplando com os hidrogénios H7/H7’.
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O espectro de RMN *C mostrou quatro sinais aromaticos, trés sinais
referentes ao anel furofuranico e um sinal refente a metoxila (FIGURA 4.39). Para as
correlagdes carbono-hidrogénio diretamente ligados (HSQC) (FIGURA 4.40), as
seguintes correlacdes foram observadas: &y 6,58 com &c 102,68; &y 4,73 e & 86,08;
on 4,28 e &y 3,92-3,97com ¢ 71,81 e oy 3,09 com &¢ 54,35.

Através do experimento HMBC (FIGURA 4.41), as correlacdes
verificadas sdo apresentadas na TABELA 4.7.

TABELA 4.7— Correlacbes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substancia 04

baseada no mapa de correlacbes HMBC

34 (ppm) dc (ppm)
6,58 86,08; 102,68; 132,09; 134,29; 147,16
4,73 54,35; 71,28; 102,68
4,28/3,92-3,97 86,08
3,09 *

*N&o foram observadas correlacdes para esta regido.

A TABELA 4.8 mostra a atribuicdo dos sinais de RMN 'H e C
comparando os dados com a literatura. O espectro de massas pelo CG-EM mostrou
M* 418, representando a férmula molecular C,,H260g, como mostrado na FIGURA

4.42 e 4.43. Assim, a estrutura com suas respectivas numeracoes é:
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TABELA 4.8— Dados de RMN *H (CDCl;, 400MHz) e **C (CDCls, 100MHZ) para a
substancia 04 em comparagdo com a substancia syringaresinol (TULAKE et al.,

2012: CDCl;, 500MHz para RMN *H e 125MHz para RMN *3C)

O (ppm), J (Hz)

Oc (ppm)

H/C Substancia 04 TULAKE et al., Substancia 04 TULAKE et al.,
2012 2012
/r -- -- 1321 132,1
2/6/2'/6’ 6,58 (s) 6,59 (s) 102,7 102,7
3/5/3'I5° -- -- 147,2 1471
4/4 -- -- 134,3 134,3
717 4,73 (d, 4,4) 4,74 (d, 4,0) 86,1 86,0
8/8’ 3,09 (m) 3,10 (m) 54,3 54,3
9ax/9ax 3,92 -3,97 (M) 3,92(dd,2,9e 71,8 71,8
8,5)
9eq/9eq 4,28 (dd, 6,8 e 4,29 (dd, 6,5e
9,1) 8,5)
OH 5,49 (sl) 5,52 (sl) - -
OMe 3,90 (s) 3,90 (s) 56,40 56,4
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CDCly).
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FIGURA 4.42— Espectro de massas por El para o ion m/z 418 referente a substancia
04.

A FIGURA 4.43 apresenta a proposta de fragmentacéo para o ion m/z

418 referente a substancia 04.
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4.1.2 — Identificacao estrutural de alcaloide

4.1.2.1 — Identificacdo estrutural da substancia 05

A substancia 05 foi obtida como um solido amarelo, apresentando
coloracdo laranja em CCDA apoés ser revelada com o reagente Dragendorff. Esta
substancia foi identificada através da anélise dos espectros de RMN *H, HSQC e
COSY, sendo a confirmacao estrutural realizada por CG-EM. Os dados obtidos

foram comparados com a literatura (Wu et al., 2012).

A andlise do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.44) apresentou sinais,
com seus respectivos valores de integracdo e constantes de acoplamento
caracteristicos de um alcaloide do tipo oxoaporfinico, ou seja, quatro sinais de
hidrogénios aromaticos caracterizando o anel D dissubstituido do esqueleto
oxoaporfinico: &y 8,72 (dd, J = 8,0 e 1,4 Hz, 1H), o4 8,45 (dd, J = 8,0 e 1,4 Hz, 1H);
oy 7,83 (td, J=8,0 e 1,4 Hz, 1H); &4 7,62 (td, J = 8,0 e 1,4 Hz, 1H), dois hidrogénios
piridinicos: &4 8,73 (d, J = 5,1 Hz, 1H), d4 7,98 (d, J = 5,1 Hz, 1H), um hidrogénio
aromatico tipico do hidrogénio H-3: &4 7,37 (s, 1H), e um sinal referente ao
grupamento metilenodioxi: &y 6,46 (s, 2H). Estes hidrogénios, através do mapa de
contornos HSQC (FIGURA 4.45) mostram os seguintes acoplamentos: &y 8,73 com
Oc 145,22; & 8,72 com d¢c 128,88; &y 8,45 com d¢c 129,12; &y 7,98 com d¢c 126,84; oy
7,83 com d¢ 136,00; & 7,62 com &¢c 129,80; dy 7,37 com d¢c 104,40; o4 6,46 com Oc
105,01. Estes dados permitem caracterizar a substancia 05 como sendo a
substéancia liriodenina (Wu et al., 2012; TABELA 4.9).

O espectro de COSY (FIGURA 4.46) mostrou correlacbes
correspondentes as interacdes spin-spin homonucleares dos atomos de hidrogénios,
confirmando a estrutura proposta: oy 8,73 (H- 5) com &y 7,98 (H-4); &y 8,72 (H-11)
com &y 7,83 (H-10); &y 8,45 (H-8) com &y 7,62 (H-9); o4 7,98 (H-4) com oy 8,73 (H-5);
oy 7,83 (H-10) com &y 8,72 (H-11) e &y 7,62 (H-9); &y 7,62 (H-9) com &y 8,45 (H-8) e
3u 7,83 (H- 10).

O espectro de massas obtido por CG-EM (FIGURA 4.47) apresentou
m/z 275, correspondente com a féormula molecular C;7HgNOg3, IDH = 14. A FIGURA

4.48 apresenta proposta de fragmentacéo para o composto 05.
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A TABELA 4.9 mostra a atribuicdo dos sinais de RMN 'H e '°C
comparando os dados com a literatura e a estrutura com suas respectivas

numeracdes aparece a segulir.

TABELA 4.9— Dados de RMN 'H (CD3;OD, 400MHz) e *3C (atribuidos por HSQC),
para a substancia 05 em comparagdo com a substancia liriodenina (Wu et al., 2012:
CDCl;, 500MHz para RMN *H e 125MHz para RMN *3C)

O+ (ppm), J (H2) dc (ppm)

H/C Substancia 05 Wu et al., 2012 Substancia Wu et al.,
05 2012
3 7,37 (s) 7,15 (s) 104,4 103,2
4 7,98 (d, 5,12) 7,74 (d, 5,2) 126,8 124,2
5 8,73 (d, 5,12) 8,86 (d, 5,2) 145,2 144.9
8 8,45 (dd, 1,4 e 8,0) 8,56 (dd, 1,5 e 8,0) 129,1 128,8
9 7,62 (td, 1,4 e 8,0) 7,56 (td, 1,5 e 8,0) 129,8 128,6
10 7,83 (td, 1,4 e 8,0) 7,70 (td, 1,5 e 8,0) 136,0 133,9
11 8,72 (dd, 1,4 e 8,0) 8,61 (dd, 1,5 e 8,0) 128,9 127,3
OCH,0 6,46 (s) 6,34 (s) 105,0 102,4
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SpinWorks 3: ARD 10-3
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FIGURA 4.48- Proposta de fragmentacao para o ion m/z 275 referente a substancia
05.
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4.1.2.2 — Identificagdo estrutural das substancias 06 e 07 presentes na mistura
ARD10-5

A mistura de alcaloides da fracdo ARD 10-5 apresentou coloracéo
laranja em CCDA apos ser revelada com o reagente Dragendorff. Os compostos
presentes nesta fracdo foram analisados pelos espectros de RMN 'H, HSQC e
HMBC e por CG-EM. O cromatograma obtido por CG-EM apresentou cinco picos
cromatograficos, sendo realizada para este trabalho, a determinacdo estrutural de
duas das substancias presentes na mistura. Assim, as bandas cromatograficas
estudadas foram as referentes aos tempos de retengdo em 28,78 min (banda 03) e
em 29,23 min (banda 05) (FIGURA 4.49).

(x1,000,000)
1TiC

5/29.234

1.25
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4/28.964

0.75

050

3/28.784

2/28.352

0.25-]

FIGURA 4.49- Cromatograma obtido por CG-EM referente a fracdo ARD 10-5 com

0s respectivos tempos de retencédo referentes a cada banda cromatogréfica.

Iniciando a discussao para a banda cromatografica 05 (substancia 06),
o espectro de RMN 'H apresentou os seguintes sinais, caracteristicos de um
alcaloide do tipo aporfinico: &y 7,95 (s); 04 6,72 (S) e &y 6,60 (S) referentes aos
hidrogénios aromaticos; oy 4,88 (m); o4 3,94 (m); &4 3,17 (m); &4 3,09 (dd, J =3,0 e
13 Hz); oy 2,77 (dd, J = 3,0 e 13 Hz); &y 2,70 (m), referentes aos hidrogénios
metilénicos; &4 5,97 e dy 5,98 referentes ao grupamento metilenodioxilico; &4 3,88 (S)
e oy 3,66 (s), referentes as metoxilas. Estes hidrogénios, através do mapa de
contornos HSQC mostram as seguintes correlacdes: oy 7,95 com dc 108,85; d4 6,72
com ¢ 108,12; d4 6,60 com &¢ 110,80; &y 3,94 com d¢c 35,84; d4 3,17 e &y 2,70 com

Oc 27,61; &4 3,09 e &y 2,77 com Oc 35,28; dy 3,88 com O¢c 55,60; o4 3,66 com O¢
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59,95. O mapa de contornos HMBC apresentou as correlagcdes apresentadas na
TABELA 4.10.

TABELA 4.10- Correlacdes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substancia 06
baseada no mapa de correlagbes HMBC

S (ppm) Sc (ppm)
7,95 (H-11) 126,24 (C-11a); 129,27(C-7a); 146,62 (C-9 e C-10)
6,72 (H-8) 35,28 (C-7); 126,24 (C-11a); 146,62 (C-9 e C-10)
6,60 (H-3) 27,61 (C-4); 124,43 (C-11c); 125,39 (C-3a); 145,22

(C-1): 152,81 (C-2)
3,88 (OCHs) 152,81 (C-2)
3,66 (OCH3) 145, 22 (C-1)

O espectro de massas obtido por CG-EM mostrou o pico do ion
molecular para esta substancia em m/z 353 (condizente com a féormula molecular
C20H19NOs e IDH = 12) e um pico base em m/z 295, caracteristico da perda de
(CH,NHCHO)® (FIGURAS 4.50 e 4.51). Estes dados permitiram caracterizar a
substancia 06 como sendo a substancia N-formilnornantenina (TANTISEWIE et al.,
1989). A substancia, com suas respectivas numeracdes, € mostrada a seguir. Os
valores de deslocamentos quimicos de hidrogénio e de carbono (atribuidos com
base nos espectros de HSQC e HMBC) foram comparados com a literatura
(TABELA 4.11).
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TABELA 4.11- Dados de RMN *H (CDCl;, 400MHz) e **C (atribuidos por HSQC e

HMBC), para a substancia 06 em comparagcao com a substancia N-formilnornanteina
(TANTISEWIE et al., 1989: CDCl;, 500MHz para RMN *H e 125MHz para RMN *3C)

O (ppm), J (Hz)

dc (ppm)

H/C Substéancia 06 TANTISEWIE et al., | Substancia TANTISEWIE
1989 06 et al., 1989
1 -- -- 145,22 145,2
2 -- -- 152,81 1525
3 6,60 (s) 6,65 (S) 110,80 111,0
3a -- -- 125,39 129,4
4 3,17 (m); 2,70 (m) 2,82 (m); 2,77 (M) 27,61 29,6
5 3,94 (m) 4,42 (m); 3,16 (m) 35,84 35,1
6a 4,88 (m) 4,45 (dd, 3,0 e 14,0) - 53,6
7 3,09 (dd, 3,0 e 13); 3,04 (dd, 3,0 e 14); 35,28 38,0
2,77 (dd, 3,0e 13) 2,70 (dd, 3,0 e 14)
7/a -- -- 129,27 129.,8
8 6,72 (s) 6,75 (S) 108,12 108,4
9 -- -- 146,60 146,8
10 -- -- 146,60 146,9
11 7,95 (s) 7,99 (s) 108,85 109,1
1la -- -- 126,24 124,0
11ic -- -- 124,43 125,1
OCH,0 5,97 (d, 1,0); 5,99 (d, 1,3); 100,70 101,1
5,98 (d, 1,0) 6,00 (d, 1,3)
OCHs 3,66 (s) 3,67 (s) 59,95 60,0
(C-1)
OCHs 3,88 (s) 3,89 (s) 55,60 55,9

(C-2)
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FIGURA 4.50- Espectro de massas por El para o ion m/z 353 referente a substancia

06.

A FIGURA 4.51 apresenta a proposta de fragmentacdo para o ion m/z 353

referente a substancia 06.
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FIGURA 4.51- Proposta de fragmentacao para o ion m/z 353 referente a substancia

06.
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Para a banda cromatografica 03 (substancia 07), o espectro de RMN
'H apresentou sinais, com seus respectivos valores de integracdo e constantes de
acoplamento caracteristicos de um alcaloide do tipo oxoaporfinico. Ou seja, trés
sinais de hidrogénios aromaticos caracterizando o anel D e A, respectivamente,
tetrassubstituido do esqueleto oxoaporfinico: &y 8,69 (s) e &y 8,01 (s); & 7,20 (),
dois hidrogénios piridinicos: o4 8,92 (d, J =5,2 Hz) e &4 7,79 (d, J = 5,2 Hz), um sinal
em &y 3,58 (s) referente a um hidrogénio metinico, um sinal referente ao grupamento
metilenodioxilico: dy 6,16 (S) e sinais referentes aos grupos metoxilas em &y 4,01 (S)
e Oy 4,10 (s). Estes hidrogénios, através do mapa de contornos HSQC mostraram as
seguintes correlagdes: o4 8,69 com & 107,28; oy 8,01 com &¢c 107,57; &y 7,20 com
dc 106,21; & 8,92 com ¢ 144,73; & 7,79 com d¢c 123,06; & 6,16 com d¢c 102,00; oy
3,58 com &¢ 60;13; &y 4,10 com &¢c 60,85 e &y 4,01 com &c 55,70. O mapa de

contornos HMBC apresentou as correlacdes apresentadas na TABELA 4.12.

TABELA 4.12— Correlacdes Carbono-Hidrogénio atribuidas para a substancia 07
baseada no mapa de correlagbes HMBC

O (Ppm) dc (ppm)

8,92 (H-5) -

8,69 (H-11) 119,52 (C-11b); 130,97 (C-7a); 147,98 (C-11a); 153,05 (C-10)

8,01 (H-8) 130,97 (C-7a); 152,98 (C-9); 181,05 (C-7)

7,79 (H-4) -

7,20 (H-3) 121,37 (C-3a); 123,41 (C-11c); 151,48 (C-2); 157,44 (C-1)
4,10 (OCHa) 157,44 (C-1)
4,01 (OCH3) 151,48 (C-2)

O espectro de massas obtido por CG-EM (FIGURA 4.52) apresentou
pico do ion molecular em m/z 337, condizente com a férmula molecular C19H;5NOs e
IDH = 13, sendo suas fragmentacdes apresentadas na FIGURA 4.53. Esta

substancia é inédita na literatura, sendo denominada por isadenina, e seus valores
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de deslocamento quimicos para hidrogénio e carbono séo apresentados na TABELA
4.13.

Tabela 4.13— Dados de RMN 'H (CDCls, 400MHz) e *C (atribuidos por HSQC e
HMBC), para a substancia 07

Substancia 07
H/C S (ppm), J (Hz) dc (ppm)
1 - 157,44
- 151,48
3 7,20 (s) 106,21
3a -- 121,37
7,79 (d, 5,2) 123,06
8,92 (d, 5,2) 144,73
6a 3,58 (s) 60,13
7 -- 181,05
7a -- 130,97
8,01 (s) 107,57
-- 152,98
10 -- 153,06
11 8,69 (s) 107,28
1la -- 147,98
11b -- 119,52
OCH,0 6,16 (s) 102,00
OCHs 4,10 (s) 60,85
OCHs 4,01 (s) 55,70
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FIGURA 4.52— Espectro de massas por El para o ion m/z 337 referente a substancia

07.
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FIGURA 4.53- Proposta de fragmentagéo para o ion m/z 337 referente a substancia

07.

Os espectros de RMN 'H, HSQC e HMBC sdo apresentados nas
FIGURAS 4.54; 4.55; 4.56; 4.57; 4.58.
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FIGURA 4.54— Espectro de RMN *H referente as substancias 06 e 07 (400MHz,
CDCly).
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FIGURA 4.55— Ampliacdo do espectro de RMN *H referente as substancias 06 e 07
(400MHz, CDCl3).
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FIGURA 4.56— Mapa de contorno HSQC referente as substancias 06 e 07 (400MHz,

CDCly).

SpinWorks 3: ARD10-5

L]
.
1) o
.
' ,
N ‘a oe
. o 0 © , o
. " " L] .
'

10
20
30
40
50
[ 60
—70
80
90
100
110
120
130
[ 140
150
160

[~ PPM (F1)

PPM (F2)

FIGURA 4.57— Mapa de contorno HMBC referente as substancias 06 e 07 (400MHz,

CDCly).
117



Resultados e Discussdes

SpinWorks 3: ARD10-5

— 10
20
° 30
[ 40
[ 50
[ 60
70
[ 80
90
- [ 100
[ 110
o o 120
.8 130
[ 140
o ° N 150
’ 160

PPM (F1)

PPM (F2) 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0
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4.1.3 — Identificagao estrutural de acetogenina

Antes de 1982, as investigacdes quimicas da familia Annonaceae eram
voltadas para os alcaloides isoquinolinicos, sendo muitas espécies desta familia
utilizadas na medicina tradicional para vérias finalidades. No entanto, a maioria dos
estudos fitoquimicos anteriores ndo tentavam explicar seus usos populares através
de testes de atividades biologicas. O estudo baseado no isolamento direcionado
pela bioatividade é assim, fortemente sugerido na busca de metabdlitos secundarios

bioativos nas plantas.

Foi a partir dos testes de leucemia de um extrato etandlico das raizes
de Uvaria accuminata em 1982 que conduziram ao isolamento e elucidacéo
estrutural da uvaricina, um composto que apresentou atividade in vivo antileucémica.
A uvaricina foi entdo, o primeiro exemplo de uma classe de compostos
extremamente bioativos que séo referidos como acetogeninas. Desde entdo, esses
compostos tém ganhado muita atencdo por causa de sua ampla gama de potentes
atividades biologicas apresentadas (RUPPRECHET et al., 1990; ALALI, 1999).

Uvaricina

As acetogeninas, dessa forma, constituem uma série de produtos
naturais isolados exclusivamente a partir de espécies da familia Annonaceae. Estas
substancias apresentam em sua estrutura basica 35 a 37 atomos de carbono, sendo
caracterizados por apresentarem uma longa cadeia alifatica possuindo um anel
lacténico terminal. Ao longo da cadeia alifatica podem ser encontrados um, dois, ou
trés anéis tetrahidrofuranicos (THF), grupos funcionais oxigenados como hidroxilas,
cetonas, epoxidos, além de ligacbes duplas ou triplas. Um nimero menor desses

compostos apresenta anel tetrahidropirano (THP) (ALALI, et al., 1999). A
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classificacdo de alguns dos diferentes tipos de acetogeninas € feita de acordo com
as caracteristicas estruturais das subunidades lactona terminal 2,4- substituida
(classificadas pela letra L), assim como pelo nimero e rearranjo dos anéis
tetrahidrofuranico (THF, classificados pela letra T) e/ou tetrahidropirano (THP,
classificados também pela letra T) e anéis epoxidos (classificados pela letra E),
conforme FIGURA 4.59 (BERMEJO, et al., 2005).
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FIGURA 4.59- Classificacdo dos diversos tipos de acetogeninas.
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4.1.3.1. Hipoteses da origem biossintética de aceto  geninas

Embora nenhum estudo experimental sobre a biossintese das
acetogeninas tenha sido relatado até o momento, muitas propostas para a origem
natural dos anéis THF foram feitas, sugerindo que sua origem seja policetidica. A
analise retrossintética de compostos conhecidos indica que seu precursor poderia ter
sido preparado pelas combinacdes lineares de duas ou trés unidades de carbono
(acido acético e propandico) via acetil-CoA, malonil-CoA e propanil-CoA, através de
mecanismos analogos a via biossintética de acidos graxos (RUPPRECHET et al.,
1990).

Os anéis tetrahidrofuranicos podem ser obtidos pela epoxidacdo de
intermediarios dieno, trieno e cetodieno (por meio de reducdo do grupo ceto), sendo
a posicao das ligacdes duplas, da face da epoxidacdo e da forma de abertura e
fechamento dos anéis epéxidos, determinantes da estereoquimica dos anéis THF e
dos grupos hidroxilas adjacentes (FIGURAS 4.60; 4.61 e 4.62; RUPPRECHET et al.,
1990).
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FIGURA 4.60- Proposta do caminho biossintético para formacdo mono-THF a-
hidroxilados e a,a-hidroxilados (ZENG et al., 1996).
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4.1.3.2. Elucidagéo estrutural de acetogeninas

Segundo ARAYA (2004), as acetogeninas apresentam algumas

caracteristicas que tornam essa classe de compostos de dificil elucida¢éo estrutural:

1) Muitos carbonos assimétricos estdo presentes, o que pode gerar muitos
estereoisbmeros;

2) As posic¢des dos grupos funcionais (anéis THF e hidroxilas) ndo podem ser
facilmente deduzidas por RMN uma vez que os sinais de protons referentes
aos carbonos oximetinicos séo significativamente sobrepostos;

3) Devido ao seu aspecto oleoso, definido muitas vezes como uma “cera
branca”, esses compostos ndo sdo adequados para andlise de cristalografia
de raio X.

Os problemas enfrentados para elucidacdo de suas estruturas sao

principalmente:

1) Determinacdo da posicdo de seus grupos funcionais (anéis THF, THP,
epoxidos e hidroxilas);

2) Determinacado da estereoquimica (estereoquimica relativa e absoluta);

Em geral, as andlises por espectrometria de massas para essas
substancias sdo essenciais para determinacdo de sua estrutura planar e localizacéo
de seus grupos funcionais oxigenados ao longo da cadeia alquilica.

Devido a complexidade apresentada para estes compostos, além de
um tempo maior requerido para uma analise mais detalhada para elucidacdo dos
mesmos, para este trabalho, portanto, foi possivel até o presente momento, a

elucidacao estrutural de uma, das quatro acetogeninas isoladas de A. sylvatica.
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4.1.3.3. Elucidagéo estrutural da substancia 08

Para a determinacéo estrutural da substancia 08, apds a realizagédo do
experimento HPLC-NMR, foram utillizadas as andlises dos espectros
unidimensionais de RMN *H e *C e espectros bidimensionais, HSQC, HMBC e
COSY. ApGs a realizacdo do experimento de HPLC-MS, obtiveram-se o0s espectros
no modo full scan para a mistura de acetogeninas, apresentando uma melhor
ionizacdo quando utilizado a fonte APCI para as acetogeninas minoritarias presentes
na amostra. Os espectros no modo product ion referente a substancia 08 foram
obtidos através das fontes de ioniza¢do ESI e APCI e mostraram muita semelhanca
em seus fragmentos, indicando boa ionizagdo da substancia quando utilizado os
dois métodos.

O espectro de RMN *H desta substancia apresentou os seguintes
sinais que, associados com a analise do mapa de contorno HSQC, permitiram
caracterizar a presenca da unidade lactona a,(3- insaturada: o4 7,18 (q, J = 1,4 Hz,
1H) correlacionando para o carbono olefinico em &c 151,64; &4 5,05 (g, J =14 e
6,8 Hz, 1H) correlacionando para o carbono em &¢ 77,76; &y 1,41 (d, J = 6,8 Hz, 1H)
correlacionando para o carbono em ¢ 19,08.

O mapa de contorno HMBC apresentou 0s seguintes acoplamentos:
hidrogénio em &y 7,18 (H-35) com os carbonos &c 174,64 (C-1); &¢c 131,11 (C-2); dc
77,76 (C-36); &c 33,08 (C-3); ¢ 19,08 (C-37); hidrogénio em &4 5,05 (H-36) com os
carbonos &c 174,64 (C-1); dc 151,64 (C-35); &c 131,11 (C-2); &c 19,08 (C-37);
hidrogénio em &y 1,41 (H-37) com os carbonos &¢ 151,64 (C-35) e ¢ 77,76 (C-36).

Os hidrogénios em &4 2,49 e em &y 2,37 sao diasterotopicos (H-3; e 3p)
e acoplam entre si com Jgem = 15,1 Hz. Estes hidrogénios acoplam também com o H-
4 com Jzys = 3,4 Hz e J3ps = 8,3 € com 0 os hidrogénios H-35 e H-36 com igual
constante de acoplamento, (Jsass = Jzazs = 1,7 Hz) € (Japzz = Jawzs = 1,2 Hz),
resultando em um duplo duplo tripleto (ddt) para cada um. Esses hidrogénios,
através do mapa de contorno HSQC, estdo diretamente ligados ao carbono em ¢
33,08, e correlacionam através da analise do experimento HMBC com os carbonos
em & 174,64 (C-1); & 151, 64 (C-35); ¢ 131,11 (C-2); &¢c 69,58 (C-4) e &¢c 37,05 (C-
5). Essas correlacdes indicam a presenca de um grupo hidroxila na posi¢édo C-4,

uma vez que had uma correlacdo com um carbono oximetinico (dc 69,58). Essas
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correlagcdes também confirmam a presenca de uma lactona a,B3- insaturada, sendo
compativeis com o tipo L-A (FIGURA 4.63).

Outra caracteristica definidora para a presenca de uma funcao hidroxila
posicionada no carbono C-4 é em relacéo ao valor de deslocamento do hidrogénio
vinilico H-35 e do carbono C-1. Quando um grupo hidroxila estd em C-4, ha
provavelmente a formagéo de ligagdo de hidrogénio intramolecular formando um
anel de sete membros, envolvendo o oxigénio da carbonila em C-1, além do efeito
da conjugacao da dupla (CH-35 e C-2) com a carbonila em C-1. Tal observacéo
experimental revela maior desblindagem do hidrogénio vinilico H-35, de seu carbono
C-35 e do carbono C-1, quando comparados as acetogeninas sem a hidroxila em C-
4 (que mostram os valores de deslocamentos para H-35 e C-35 em &y 6,96 e &¢
148,8 respectivamente e para C-1 em &c 173,8; LIMA et al., 2010; RUPPRECHET, et
al., 1990).

O espectro de COSY mostrou correlacdes correspondentes as
interacdes spin-spin homonucleares dos atomos de hidrogénios: &y 7,18 (H- 35) com
oy 5,05 (H-36); o4 5,05 (H-36) com &y 7,18 (H-35) e &y 1,41 (H-37), de acordo com o

anel lacténico a,[3- insaturado proposto.

FIGURA 4.63- Lactona a,[3- insaturada, do tipo L-A.

A TABELA 4.14 apresenta os dados obtidos referentes aos valores de

deslocamento quimico dos hidrogénios e carbono do anel lacténico do tipo L-A em
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comparacdo com os dados da literatura, o que permite propor sua configuracéo

relativa, ficando para a analise posterior a determinacéo da configuracdo absoluta.

TABELA 4.14— Dados de RMN *H (CDCls, 400MHz) e *3C (CDCls, 100MHz) para a
lactona tipo L-A da acetogenina isolada (substancia 08) de A. sylvatica em

comparacao com os dados da literatura para a substancia venezenina (COLMAN-
SAIZARBITORIA et al., 1995: CDCl3, 500MHz para RMN 'H e 125MHz para RMN

13C)
S (ppm), J (Hz) dc (ppm)
rowe.
5 H H o
(COLMAN-
H/C Substancia 08 Substancia  SAIZARBITORIA
(COLMAN- 08 et al., 1995)
SAIZARBITORIA et
al., 1995)
1 - - 174,6 174,6
2 -- -- 131,1 131,1
3. 2,49 (ddt, 1,7;3,4 e 15,1) 2,53 (dddd, 1,6; 1,6; 33,1 33,4
4,0 e 15,0)
3 2,37 (ddt, 1,2; 8,3 e 15,1) 2,40 (dddd, 1,6; 1,6; 33,1 33,4
8,0 e 15,0)
4 3,82 (m) 3,84 (m) 69,6 69,8
5 1,45 (m) 1,50 (m) 37,3 37,1
35 7,18 (g, 1,4) 7,20 (g, 1,5) 151,6 151,9
36 5,05 (qg, 1,4 € 6,8) 5,06 (qq, 7,0 e 1,5) 77,8 78,0
37 1,41 (d, 6,8) 1,44 (d, 7,0) 19,1 19,1
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O sistema bis-tetrahidrofuranico nédo adjacente a-hidroxilado foi
sugerido pela presenca nos espectros de RMN *C de nove sinais referentes aos
carbonos oximetinicos, sendo dois deles mencionados acima pertencentes ao anel
lactbnico tipo L-A. Estes sinais, através do mapa de contorno HSQC apresentaram
as seguintes correlagdes: oy 3,41 (ddd, J = 2,3; 7,2 e 9,4 Hz, 1H) com dc 74,40; oy
3,47 (dt, J = 4,0 e 8,0 Hz, 1H) com &¢c 74,12; &4 3,77 (9, J = 7,2 Hz, 1H) com &¢
81,80; &4 3,83 (m, 1H) com &¢ 72,38; &4 3,84 (m, 1H) com &c 82,42; &4 3,85 (m, 1H)
com &¢ 79,28; e &y 3,90 (td, J =2,7 e 7,4 Hz, 1H) com &¢ 82,98.

A associacdo destas informacfes com as obtidas através do mapa de
contornos HMBC permitiu fazer as seguintes atribuicdes, confirmando o esqueleto
bis-THF: &y 3,41 (H- 19) correlacionando com os carbonos &c 81,80 (C-20) e &c
82,42 (C-18); &y 3,47 (H-12) correlacionando com o carbono &c 72,38 (C-14); &y 3,77
(H-20) correlacionando com os carbonos &c 79,28 (C-23) e dc 74,40 (C-19); &4 3,83
(H-14) correlacionando com os carbonos &c 74,12 (C-12) e dc 82,98 (C-15); &4 3,84
(H-18) correlacionando com os carbonos &c 74,40 (C-19) e dc 82,98 (C-15); &4 3,85
(H-23) correlacionando com o carbono oc 81,80 (C-20) e dy 3,90 (H-15)
correlacionando com os carbonos &¢c 72,38 (C-14) e &c 82,42 (C-18).

O espectro de COSY mostrou correlacdes correspondentes as
interacdes spin-spin homonucleares dos atomos de hidrogénios: oy 3,41 (H-19) com
3y 3,84 (H-18) e &y 3,77 (H-20); 3y 3,47 (H-12) com 3 3,83 (H-14); &y 3,83 (H-14)
com &y 3,47 (H-12) e &y 3,90 (H-15); &y 3,84 (H-18) com &y 3,90 (H-15) e &4 3,41 (H-
19); o4 3,85 (H-23) e &y 3,77 (H-20); &4 3,90 (H-15) com & 3,83 (H-14) e oy 3,84 (H-
18).

As informacgdes adicionais obtidas pelo espectro de massas permitiram
localizar a posicédo dos anéis tetrahidrofuranicos e das funcdes hidroxilas presentes.
O espectro obtido no modo positivo pela fonte de ESI e APCI através do modo
product ion apresentou m/z 639, indicando a férmula molecular protonada C3;HgsOs
e IDH = 5. Esses dados séo condizentes com a presenca dos dois anéis THF e um
anel lactbnico contendo duas insaturacdes. A configuracao relativa para estes anéis
foram atribuidas com base na comparacdo de deslocamento quimico de hidrogénio
e carbono obtidos em relagéo aos valores encontrados na literatura (FIGURA 4.64).
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FIGURA 4.64— Dados de RMN *H e '3C para o anel THF referentes a algumas
acetogeninas (CORTES et al., 1993).

Assim, os valores que mais se aproximaram para a substancia 08
foram os referentes a gigantetrocina e a jeteina. Esta substancia € inédita na
literatura, sendo denominada sylvateina (FIGURA 4.65)
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FIGURA 4.65— Dados de RMN *H e *3C para os anéis THF e os grupos hidroxilas

referentes a substancia 08 (sylvateina) obtida de A. sylvatica.

Os espectros uni e bidimensionais de RMN *H e 3C, HSQC, HMBC e
COSY, assim como os espectros de massas obtidos no modo full scan e product ion

e sua respectivas fragmentacdes sao apresentados nas FIGURAS 4.66 a 4.76.
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FIGURA 4.73— Espectro de massas obtido no modo full scan para a mistura de
acetogeninas de A. sylvatica. A) Fonte de ionizacdo ESI. B) Fonte de ionizacéo
APCI.
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4.1.4 — Identificacao estrutural de esteroides

4.1.4.1- Identificagdo estrutural da mistura dos es teroides campesterol,
estigmasterol e sitosterol

Os processos de purificagdo das fragcdes das sementes de A. sylvatica
resultaram em uma fragdo (ASHi 05/03/04) constituida por uma mistura ternaria dos
esteroides campesterol, estigmasterol e sitosterol, sendo estes identificados a partir
das analises dos espectros de RMN *H e, principalmente pelos espectros de massas
por CG-EM.

Campesterol Estigmasterol Sitosterol

A andlise do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.77 e 4.78), que
apresentou sinais na regido de nucleo blindado no espectro, referentes aos prétons
metilicos, metilénicos e metinicos entre &y 2,2 a 0,7, indicou a presenca do
esqueleto esteroidal. A presenca de um multipleto em &y 3,39 indicou os grupos
oximetinicos, devido a presenca das hidroxilas em C-3, o dubleto em &4 5,31 (J = 5,2
Hz) é referente aos hidrogénios H-6 das duplas ligagbes presentes nos trés
compostos e os sinais em oy 5,07 (dd, J = 15,2; 8,5 Hz) e 5,21 (dd, J = 15,2; 8,5 Hz)
referentes aos hidrogénios da dupla ligacdo localizada em C-22 e C-23 do
estigmasterol, confirmando o sistema vinilico de sua cadeia lateral.

O cromatograma e o0s espectros de massas por CG-EM (FIGURA
4.79), mostraram a presenca das trés substancias em mistura, confirmando os
compostos descritos acima através das fragmentacfes e suas massas moleculares,
com base na comparac¢do do banco de dados do proprio programa (National Institute
of Standards and Technology, NIST). Assim, a primeira banda mostrada foi definida

para o composto campesterol, apresentando o pico do ion molecular m/z 400, sendo
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a segunda para o composto estigmasterol com m/z 412 e a terceira para sitosterol
com m/z 414, diferindo em 2 u.m.a. em relacdo ao anterior pela auséncia dos

hidrogénios vinilicos na cadeia lateral.
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4.2 — Atividade bioldgica

4.2.1 — Ensaios inseticidas frente as operarias de  A. sexdens rubropilosa

4.2.1.1 — Efeito dos extratos brutos de A. sylvatica

Os extratos etandlicos das folhas, ramos e sementes de A. sylvatica
foram enviados ao Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), na UNESP — Rio
Claro, sob os cuidados do Prof. Dr. Odair Correa Bueno, e ensaiados sobre as
operarias de A. sexdens rubropilosa, conforme a metodologia descrita no item 3.4.1.
Para analise dos resultados obtidos, sdo mostradas as curvas de sobrevivéncia das
formigas submetidas ao tratamento por ingestao dos extratos incorporados a dieta,
comparando-se com a curva obtida do controle contendo apenas a dieta pura, apos
um periodo de 25 dias de experimento. A FIGURA 4.80 e a TABELA 4.15
representam os resultados obtidos.

Grafico de Sobrevivéncia - Extrato etanodlico de Annona
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FIGURA 4.80- Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extratos de A.

sylvatica.
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TABELA 4.15 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com os extratos de A. sylvatica.

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

Dieta Pura 0 0 2 4 8§ 12 12 18 30 52 25a
Ramos 0 0 0 2 4 6 10 20 32 50 24a

Sementes 0 0 0O 24 34 44 72 86 96 98 11b
Folhas 0 0 0 4 6 12 16 22 30 40 >25a

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

Para este experimento, apenas 0 extrato etandlico das sementes
apresentou um potencial téxico as operarias de A. sexdens rubropilosa.
Comparando-se com o controle, houve mortalidade de 50% em 11 dias para este
extrato, chegando a 98% de formigas mortas ao final dos 25 dias de experimentos.
Os extratos das folhas e ramos apresentaram-se muito semelhantes com o controle

da dieta pura, ndo mostrando atividade significativa.

Com estes resultados, notou-se uma atividade potencial para as
sementes de A. sylvatica. No entanto, para dar prosseguimento ao trabalho, foram
realizadas as particbes de todos os extratos obtidos, referentes a cada estrutura

vegetal, e ensaiadas para uma nova avaliacdo da mortalidade.

4.2.1.2 — Efeitos das fracbes obtidas das folhas, ramos e sem entes de A.

sylvatica

As fracOes obtidas a partir de cada extrato etandlico foram enviadas
para a avaliagdo do ensaio inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa.
Foram ensaiadas a particbes hexanica (AFHe, ARHe e ASHe), diclorometénica (AFD

e ARD), em acetato de etila (AFA e ARA) e hidroalcodlicas (AFHi, ARHi e ASHi) das
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folhas, ramos e sementes. Os resultados obtidos estdo representados nas FIGURAS
4.81 e 4.82 e nas TABELAS 4.16 e 4.17.
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FIGURA 4.81- Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fracbes dos

ramos e sementes de A. sylvatica.

TABELA 4.16 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta

artificial com as fracbes dos ramos e sementes de A. sylvatica.

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

Dieta Pura 0 0O 0 2 6 6 12 24 38 44 >25a
ARHi 2 2 2 12 12 14 18 18 32 42 >25a
ARA 4 4 4 8 14 26 30 32 52 68 21b
ARD 2 6 14 30 36 52 76 76 92 94 10b
ARHe 0 0O O 10 22 34 58 62 78 94 12b
ASHi 0 0O 4 8 12 14 32 46 64 74 19D
ASHe 0 2 4 8 20 36 50 52 78 90 15b

* Letras distintas em relacao ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste “log rank” (p< 0,05).
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FIGURA 4.82- Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fragcbes das

folhas de A. sylvatica.

TABELA 4.17- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta

artificial com as fragdes das folhas de A. sylvatica.

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

Dieta Pura 0 2 2 24 36 44 56 70 76 84 12a
AFHi 4 4 6 48 64 72 82 92 9% 96 7b
AFHe 4 10 12 52 60 68 86 96 100 100 6b
AFA 0 4 4 36 58 66 84 90 96 98 75Db
AFD 2 2 6 54 76 88 98 100 100 100 60b

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

A partir dos resultados descritos acima, ap0s o fracionamento, a
mortalidade antes nédo vista para ramos e folhas, agora foi verificada nas fragbes
hexéanicas (ARHe e AFHe) e diclorometanica (ARD e AFD).
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A toxicidade as operarias de A. sexdens rubropilosa para fracées dos
ramos ocasionou a mortalidade de 50% das formigas no 10° dia de experimento
para ARD e no 12° dia de experimento para AFHe, chegando a 94% de formigas
mortas nos 25 dias de experimento para ambas. Esses resultados indicam que
houve uma concentracdo dos constituintes ativos presentes nos extratos para essas

fracOes, justificando a atividade observada.

Para as fracfes das folhas, no entanto, todas as fracbes apresentaram
altos indices de atividade acumulada (>96%), mostrando diferencas significativas em
relacdo ao controle, o que indica uma atividade em potencial destas fragbes frente
as operarias. As fracdes hidroalcodlica (AFHi) e em acetato de etila (AFA),
apresentaram mortalidade de 50% das operarias vista no 7° dia de experimento,
chegando a 96% e 98% de formigas mortas no final dos 25 dias de experimento
para AFHi e AFA respectivamente. Para as fracbes hexanica (AFHe) e
diclorometanica (AFD), porém, essa atividade foi mais acentuada a curto prazo,
ocasionando a mortalidade das formigas em 50% no 6° dia de experimento, e
chegando a mortalidade total (100%) das operarias apos os 25 dias de experimentos

para ambas as fracoes.

Para as fragbes das sementes de A. sylvatica, no entanto, a
mortalidade vista nos extratos foi diminuida. A fracdo hexanica (ASHe) mostrou
mortalidade de 50% das operarias no 15° dia, chegando a 90% de formigas mortas
no final do experimento. Ja4 a fracdo hidroalcodlica (ASHi), a mortalidade total
observada ao final dos 25 dias de experimentos foi de 74%. Esses dados indicam
gue pode ter havido sinergismo para a atividade apresentada no extrato, justificando
a diminuicdo da atividade e consequentemente da mortalidade das formigas

observada apds o ensaio por ingestao com as fracoes.

Estes resultados, assim como as analises obtidas pelos espectros de
RMN *H de todas as fragfes, guiaram o estudo fitoquimico de A. sylvatica para o
fracionamento das fragcbes ARD e AFD dos ramos e folhas, respectivamente. Porém,
devido a baixa quantidade de massa das substancias isoladas (com excecdo das
lignanas 01 e 02, que serdo ensaiadas futuramente), estas ndo foram ensaiadas
frente as operarias de A. sexdens rubropilosa, uma vez que para estes ensaios sao

necessarios 5 mg de cada substancia pura.
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A fracdo hidroalcodlica das sementes (ASHi) também foi fracionada
apesar do decréscimo da atividade comparada com o extrato. A presenca de
acetogeninas motivou a continuidade do estudo desta fracdo, sendo realizados
varios processos para purificacdo destes compostos. As acetogeninas isoladas
serdo ensaiadas, portanto, logo apos a finalizacdo de suas determinacdes

estruturais.

4.2.2 — Atividade fungicida frente ao fungo simbion  te L. gongylophorus

4.2.2.1 — Efeito dos extratos brutos de  A. sylvatica

Os extratos etandlicos das folhas, ramos e sementes de A. sylvatica
foram submetidos aos ensaios in vitro com o fungo simbionte L. gongylophorus,
realizado no Departamento de Quimica do Laboratorio de Bioensaios da UFSCar
sob a supervisao da Dra. Ana Paula Terezan, conforme a metodologia descrita no
item 3.4.2. As amostras foram incorporadas ao meio de cultura na concentragao final
de 1mg/mL e a inibicdo do crescimento micelial para estes extratos foram avaliadas

em um intervalo de 30 dias, mostrados na FIGURA 4.83.

Crescimento Micelial Bl Folhas (A= 3,97 cm?; SD= 0,49)
@l Ramos (A= 6,91 cm?; SD= 0,56)
[ Semente (A= 2,42 cm?; SD= 0,34)
@ Controle (A= 5,16 cm?; SD= 0,73)

Area (cm?)

T

30 dias

FIGURA 4.83— Efeito dos extratos etandlicos de A. sylvatica sobre a inibicdo do

crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.
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Dentre os extratos avaliados, o extrato etandlico das sementes foi o
mais ativo, inibindo 53% do crescimento micelial. Para o extrato etandlico das folhas,
a inibicdo causada no fungo foi de apenas 23%, e para 0 extrato etanolico dos
ramos ndo houve inibicdo, ao invés disso, este extrato estimulou o crescimento do

fungo em 34%.

A partir desses resultados, assim como os resultados obtidos no ensaio
inseticida frentes as formigas cortadeiras, seguiu-se com o particionamento de todos

0s extratos obtidos para avaliacdo da atividade fungicida das fracoes.

4.2.2.2 — Efeitos das fracbes obtidas das folhas, r amos e sementes de A.
sylvatica

As fracdes obtidas a partir de cada extrato etandlico foram enviadas
para a avaliacdo do ensaio fungicida frente ao L. gongylophorus. As amostras a
serem ensaiadas foram incorporadas ao meio de cultura na concentracao final de
1mg/mL e a inibicdo do crescimento micelial para estas fragGes foram avaliadas em
um intervalo de 30 dias Os resultados obtidos estdo representados nas FIGURAS
4.84 e 4.85 e 4.86.
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FIGURA 4.84- Efeito das fracdes hexanica (AFHe), diclorometanica (AFD), em
acetato de etila (AFA) e hidroalcodlica (AFHi) das folhas de A. sylvatica sobre a

inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.
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FIGURA 4.85- Efeito das fragcbes hexanica (ARHe), diclorometanica (ARD), em
acetato de etila (ARA) e hidroalcodlica (ARHi) dos ramos de A. sylvatica sobre a

inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.
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FIGURA 4.86- Efeito das fracbes hexanica (ASHe) e hidroalcodlica (ASHi) das

sementes de A. sylvatica sobre a inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte
L. gongylophorus.
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Analisando os resultados obtidos para as fragbes dos trés extratos
etandlicos, pode-se notar que em todas as estruturas vegetais, pelo menos uma das
fracbes obtidas apresentou inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte.
Assim, para as fracOes das folhas, a fracdo AFHe apresentou 41% de inibicdo do
crescimento micelial, e para a fragdo AFD, ocorreu uma inibicdo de 67%. Para os
ramos, a fracdo ARD foi a mais ativa, apresentando 48% de inibicdo micelial.
Finalmente para as sementes, a fracdo hidroalcodlica (ASHi) apresentou uma

atividade em potencial, ocorrendo inibicdo micelial de 80%.

Estes resultados mostraram-se muito promissores para a continuidade
do estudo, o que indica a associacdo destas atividades observadas com a presenca
dos compostos majoritarios nestas fracdes, como lignanas (para fracées dos ramos
e folhas) e acetogeninas (fracdes das sementes). Deu-se prosseguimento, entao,

aos fracionamentos dos grupos AFD, ARD e ASH..

4.2.2.3 — Efeitos das lignanas obtidas das folhas d e A. sylvatica

O fracionamento do grupo AFD resultou no isolamento de trés lignanas,
no entanto, apenas duas foram obtidas em quantidade de massa suficiente para o
ensaio fungicida, sendo testadas na concentragcdo de 100 pg/mL. As substancias
magnolina (AFD04/02/05/01) e eudesmina (AFD04/02/05/02) mostraram uma
atividade inibitéria do crescimento micelial em 27% e 16%, respectivamente
(FIGURA 4.87). Estes resultados indicam uma possivel associacdo de todas as
lighanas presentes na fracdo AFD (inclusive as né&o isoladas) em contribuigéo para a
atividade observada da mesma, havendo um possivel efeito sinérgico entre esses

compostos.
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FIGURA 4.87- Efeito das lignanas magnolina (AFD 04/02/05/01, roxo) e eudesmina

(AFD 04/02/05/02, verde) isoladas de A. sylvatica sobre a inibicdo do crescimento

micelial do fungo simbionte L. gongylophorus.

4.2.3 — Atividade inseticida frente a  S. zemais

4.2.3.1 — Efeito dos extratos brutos de  A. sylvatica

Os extratos etandlicos das folhas, ramos e sementes de A. sylvatica
foram enviados para realizagcdo dos ensaios inseticidas frente a S. zemais, para o
Laboratério de Plantas Inseticidas do Departamento de Entomologia e Acarologia da
Escola Superior de Agricultura “Luis de Queiroz” / Universidade de S&o Paulo
(ESALQ/USP), sendo realizado pelo aluno de doutorado Leandro Prado Ribeiro, sob
orientacdo do Prof. Dr. Djair Vendramim.

Os gréos de milho foram tratados com os extratos na concentracdo de
1500 ppm, avaliando a mortalidade dos gorgulhos ao final do 10° dia de experimento

em relagéo ao controle. Os resultados obtidos s&o apresentados na FIGURA 4.88 e
na TABELA 4.18.
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Extrato etandlico de A. sylvatica

100

FIGURA 4.88— Mortalidade de S. zeamais expostos aos extratos de A. sylvatica.

TABELA 4.18—- Média de mortalidade de S. zemais ao 10° dia de experimento ap0s

exposicao dos extratos de A. sylvatica

Extratos etanolicos (1500 ppm)

Estrutura vegetal Mortalidade (%)
Folhas 4,00 +1,63
Ramos 1,50 +1,50

Sementes 100,00 + 0,00
Controle 1,50+£0,76
(Acetona:Metanol
1:1)

Para a concentragcédo de 1500 ppm houve mortalidade dos gorgulhos do
milho de 100% para o0 extrato etanolico das sementes, indicando uma atividade
inseticida em potencial. Para os extratos das folhas e ramos, no entanto, nao foi

verificada atividade inseticida.
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4.2.3.2 — Efeitos das fracbes obtidas das folhas, r

sylvatica

amos e sementes de A.

Apds o particionamento de cada extrato etandlico e obtencdo das

respectivas fracdes, as mesmas foram ensaiadas frente a S. zeamais (FIGURA 4.89

e TABELA 4.19).

Particao das folhas de A.
sylvatica

Particao dos ramos de A.
sylvatica

Particdo das sementes de A.
sylvatica
100
N
A
0 1 T T 1
ASHi  Controle

FIGURA 4.89- Mortalidade de S. zeamais expostos as fragfes do extrato etandlico

das folhas, ramos e sementes de A. sylvatica.
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TABELA 4.19- Média de mortalidade de S. zemais ao 10° dia de experimento apos

exposicdo das fracOes referentes a cada extrato etanodlico de A. sylvatica

Folhas (1500 ppm) Mortalidade (%) | Ramos (1500 ppm) Mortalidade
(%)

AFHe 11,50 +2,98 ARHe 25,55 + 4,96

AFD 7,00 + 2,38 ARD 41,11 £ 6,97

AFA 11,50 +1,83 ARA 1,66 + 0,79

AFHi 0,50 £ 0,50 ARHi 18,88 + 5,52

Controle 1,50 + 0,76 Controle 5,00+1,58
(Acetona:Metanol (Acetona:Metanol

1:1) 1:1)

Sementes (560 Mortalidade

ppm) (%)
ASHe 41,50 £5,16
ASHi 61,50 +£4,77
Controle 2,50+0,83
(Acetona:Metanol
1:1)

Devido o extrato das sementes ter apresentado atividade (TABELA
4.18 e FIGURA 4.88), foi realizada a determinacéao letal média (CL50) para o ensaio
de suas fracdes, sendo determinado, portanto, a concentracdo de 560 ppm. A
letalidade foi observada de 61,50% dos gorgulhos para a fracdo hidroalcodlica
(ASHi) e 41,50% para a fragcao hexanica (ASHe) ao final do 10° dia de experimento,
podendo-se inferir que 0s composto presentes em ambas as fragdes interagiram

sinergicamente para resultar na atividade observada para o extrato bruto.

Para as fracdes das folhas e ramos, por sua vez, o ensaio foi realizado
na concentracdo de 1500 ppm uma vez que seus extratos de origem nao
apresentaram atividade. Assim, a fracdo mais ativa foi a fragdo diclorometanica dos

ramos, apresentando letalidade de 41,11% dos gorgulhos.
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O prosseguimento dos fracionamentos da particdo hidroalcodlica das
sementes forneceu uma fracdo rica em acetogeninas, e posteriormente as
acetogeninas puras, que foram ensaiadas baseadas na determinacdo letal média
(CL50).

4.2.3.3 — Efeitos da fracdo ASHi 04-04 e das acetog eninas puras de A. sylvatica

A fracdo ASHi 04-04, assim como as substancias isoladas resultantes
desta amostra foram submetidas ao ensaio inseticida frente a S. zemais. Para a
fracdo ASHi 04-04, na concentracdo de 55 ppm ocasionou uma letalidade bastante
alta, de 75,84% dos gorgulhos (TABELA 4.20). Este resultado indica a potencial

atividade dos compostos presentes nesta fracdo, que sao ricas em acetogeninas.

ApOs a purificacdo e obtencao das substancias puras, porém, observou
gue apenas uma delas (ASHi 04-04-04) apresentou atividade na concentracéao de 28
ppm (TABELA 4.21), indicando que a atividade observada para a fragdo de origem
pode ter sofrido efeito de sinergismo. Além disso, estes resultados mostraram-se
bastante satisfatorios e estdo em concordancia, uma vez que a concentracao
testada foi baixa, indicando também, apds a caracterizacdo, que possa haver

alguma relagdo entre estrutura-atividade observada para estas substancias.

TABELA 4.20- Média de mortalidade de S. zemais ao 10° dia de experimento apos

exposicao da fracdo ASHi 04-04 de A. sylvatica

ASHi 04-04 (55 ppm) Mortalidade
(%)
ASHi 04-04 75,84 + 4,32
Controle 1,50 + 0,76
(Acetona)
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TABELA 4.21- Média de mortalidade de S. zemais ao 10° dia de experimento apos

exposicao das acetogeninas isoladas de A. sylvatica

Acetogeninas (28 ppm) Mortalidade (%)

ASHi 04-04-01 3,50+1,30
ASHi 04-04-02 1,00 +1,00
ASHi 04-04-03 5,50 +2,16
ASHi 04-04-04 30,50 + 4,62

Controle 0,50 + 0,50

(Acetona:Metanol 1:1)
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5 - CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de A. sylvatica levou ao isolamento de quatro
lignanas, quatro acetogeninas, seis alcaloides, sendo cinco alcaloides presentes em
mistura, e trés esteroides. No entanto, até 0 momento foi possivel a identificacdo de
quatro lignanas, uma acetogenina, trés alcaloides e trés esteroides. A elucidacéo
estrutural para a lignana 03, para o alcaloide 07, e para a acetogenina 08, permitiu
concluir que as mesmas sado inéditas na literatura, sendo que alguns experimentos
serdo realizados para essa confirmacéo, principalmente a obtencdo de um espectro
de massas de alta resolucao, realizacdo da medida de rotacéo Optica especifica (ap)
e dicroismo circular. Esses resultados contribuem significativamente para o perfil
quimico desta espécie, uma vez que ha apenas dois trabalhos descritos na literatura

para o isolamento e identificacdo de seus constituintes.

A técnica de HPLC-NMR mostrou-se uma ferramenta eficiente e pratica
na separacdo de misturas de acetogeninas, além de ser uma técnica rapida, que
necessita de baixa quantidade de amostra e reduzido gasto de solventes. Tais
vantagens citadas permitem concluir que esta ferramenta € muito valiosa para o
estudo fitoquimico de determinado material vegetal em que se disponibilize de pouca
guantidade de material de partida, além de evitar os gastos com o0s solventes
empregados nos inumeros fracionamentos necessarios para separacdo e
identificacdo das substancias presentes em mistura, fornecendo novas perspectivas

de trabalho para os estudos fitoquimicos futuros.

Os ensaios biologicos realizados com as diferentes estruturas vegetais
de A. sylvatica forneceram resultados muito satisfatérios quando se visa a busca por
compostos naturais que fornegcam novas perspectivas no desenvolvimento de
inseticidas naturais, especificos ao alvo escolhido, menos prejudiciais ao meio
ambiente e aos mamiferos. Assim, 0s extratos das sementes de A. sylvatica, e sua
fracdo hidroalcodlica (ASHi) foram os mais ativos frente aos trés bioensaios
relatados neste trabalho, dando-se destaque para o ensaio do extrato etandlico das
sementes frente a S. zemais, que ocasionou mortalidade total dos gorgulhos. Para
as folhas e ramos, destacam-se as fracdes ARD mostrando potencial toxico paras os
trés bioensaios relatados, e as fragbes AFD e AFHe, apresentando atividade frente

as formigas cortadeiras e ao seu fungo simbionte. As lignanas magnolina e
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eudesmina, isoladas em maior quantidade da fracdo AFD foram ensaiadas frente ao
fungo simbionte e mostraram uma pequena inibicdo do cresimento micelal do
mesmo, indicando um possivel efeito sinergético entre os compostos presentes de
sua fracao original.

O processo de purificacdo da fragdo ASHi resultou em acetogeninas
gue foram ensaiadas frente S. zeamais, sendo que, somente uma mostrou potencial
toxico promissor ao mesmo. Esse resultado indica que pode ter havido, também, um
efeito de sinergismo justificando as atividades bastantes significativas observadas
em seu extrato e fragbes de origem. A conclusdo na determinacdo estrutural do
restante das substancias indicara se ha relacdo entre estrutura-atividade desses
compostos para o efeito da atividade. Consequentemente, em termos de
preservacdo do meio ambiente, tema muito abordado atualmente a nivel mundial,
aliado ao manejo integrado de pragas, 0 estudo desta classe de compostos torna-se
muito promissor como um meétodo alternativo de controle biolégico por produtos
naturais, ja que a utilizacdo de produtos sintéticos inseticidas devera ser quase que

totalmente banidos no futuro.

Para as acetogeninas isoladas da mesma fracdo que a substéancia 08,
que estdo em fase de determinacdo/elucidacdo estrutural devido a alta
complexidade estrutural destes compostos, aliado ao fator tempo, ha grandes
chances de serem também inéditas na literatura, uma vez que seus espectros de
massas realizados por ESI e APCI mostraram fragmentos muito parecidos,

indicando a possibilidade de se tratar de estereoisbmeros.

Uma analise mais cuidadosa de todas as acetogeninas presentes nesta
fracdo, incluindo as que estdo presentes em menor quantidade na amostra, sera de
extrema importancia para fins de publicacdes, principalmente por ter se utilizado de
técnicas como HPLC-NMR e HPLC-MS por se tratar de experimentos sensiveis, de
alta tecnologia, que requerem baixa quantidade de amostra, permitem andlises
rapidas para a separacdo e identificacdo simultaneamente dos compostos
presentes, e que requerem menor quantidade de solventes utilizados (0 que

contribuem para a preservacao ambiental muito questionada nos atuais dias).

Comparando-se as fontes de ionizacao por ESI e APCI, a utilizacdo de

ambas permitiu boa ionizacdo dos compostos majoritarios presentes na amostra. No
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entanto, para as acetogeninas minoritarias presentes na mesma fracdo, apenas a
fonte de ionizacdo por APCI permitiu uma melhor ionizacdo dos mesmos. Esta
observacdo pode ser explicada (uma vez que para a realizacdo do experimento
HPLC-MS/MS foi utilizado as mesmas concentracbes da amostra quando
empregado as duas fontes de ionizagao) devido a fonte de ionizagéo por APCI ser
mais adequada para compostos de baixa polaridade. Assim, devido as
caracteristicas da longa cadeia alquilica destes compostos, a fonte por APCI
mostrou-se mais sensivel em termos de ionizacao de todos 0os compostos presentes
na mistura, comprovando uma melhor eficiéncia desta fonte para os compostos

desse género.

Este trabalho também possibilitou adquirir valiosos conhecimentos,
importantes para a formacdo académica, sobre as varias técnicas cromatograficas
utilizadas durante o isolamento e purificagcdo dos compostos ao longo do curso, além
de oferecer um desafio e aprendizado nas determinagfes estruturais, principalmente

de acetogeninas.
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