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RESUMO

BUSCA DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE Himatanthus articulatus E
Vismia guianensis PARA O CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS
(Atta sexdens): UM ESTUDO BIOMONITORADO- A agricultura ¢ uma das
atividades mais importantes para a subsisténcia humana, garantindo o
fornecimento de alimentos, fibras e matérias-primas. Contudo, sua
produtividade ¢ constantemente ameagada por diversos fatores, entre eles os
insetos-praga. Esses organismos atacam as plantas cultivadas, alimentando-
se de folhas, caules, raizes ou frutos, o que pode causar perdas significativas
na qualidade e quantidade da producdo agricola. O manejo adequado dessas
pragas ¢, portanto, essencial para assegurar colheitas sustentaveis e reduzir
impactos econdmicos € ambientais. Os compostos organicos de produtos
naturais tém se destacado como alternativas promissoras no manejo de
pragas agricolas, incluindo formigas cortadeiras, que estdo entre os
principais insetos-praga em diferentes culturas. Esses insetos causam
grandes prejuizos ao cortarem folhas e partes das plantas para o cultivo de
fungos simbiontes, comprometendo o desenvolvimento das lavouras.
Diferentemente dos inseticidas sintéticos, os metabolitos secundarios de
origem vegetal, como alcaloides, terpenos e fendis, apresentam potencial
bioativo, podendo atuar como repelentes, atrativos toxicos ou inibidores de
crescimento. Dessa forma, o estudo e a aplicagdo de compostos naturais
representam uma estratégia sustentavel e ambientalmente mais segura para
o controle dessas pragas. As espécies Himatanthus articulatus
(Apocynaceae) e Vismia guianensis (Hypericaceae) sdo plantas amazonicas
de grande interesse fitoquimico devido a diversidade de metabolitos
secundarios presentes em seus extratos. H. articulatus, conhecida
popularmente como suucuba, apresenta em sua composi¢ao principalmente

iridoides, alcaloides indolicos, triterpenos € cumarinas, compostos que tém
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sido associados a atividades anti-inflamatérias, antitumorais e
antiparasitarias. Ja V. guianensis, espécie tradicionalmente utilizada na
medicina popular, ¢ rica em xantonas, antraquinonas, naftoquinonas e
flavonoides, metabolitos com reconhecidas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e citotoxicas. Utilizando a metodologia de
biomonitoramento guiado, foi possivel identificar 4 classes de compostos
presentes nessas plantas, através dos extratos etandlicos dessas espécies. A
espécie Himatanthus articulatus revelou elevado potencial quimico frente ao
estudo de compostos bioativos contra formigas cortadeiras (Atta spp.) e seu
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Do extrato bruto, foram
isolados 8 compostos, pertencentes a classe dos iridoides lactonicos. Os
ensaios biologicos demonstraram que, na concentragao de 0,1 mg/mL, todos
os iridoides apresentaram atividade significativa frente ao fungo simbionte.
Em contrapartida, o extrato de Vismia guianensis também demonstrou
atividade contra formigas cortadeiras, possibilitando o isolamento e
identificagdo de 8 compostos, majoritariamente benzofenonas e
antraquinonas ¢ um antranol. Entre estes, destacou-se a substancia 12,
responsavel por induzir cerca de 60% de mortalidade das formigas em
aproximadamente 10 dias de bioensaio. A partir dessa resposta biologica
positiva, buscou-se compreender o possivel mecanismo de agdo dos
metabolitos. Para isso, empregou-se a metodologia de docking molecular por
homologia, a qual sugeriu que a atividade dos compostos poderia estar
relacionada a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, fundamental na
neurotransmissao dos insetos. Os compostos isolados de Himatanthus
articulatus e Vismia guianensis apresentam potencial promissor no controle
de formigas cortadeiras. Esses resultados reforcam a importancia dos

produtos naturais como alternativas sustentaveis aos inseticidas sintéticos.
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ABSTRACT

SEARCH FOR BIOACTIVE COMPOUNDS FROM Himatanthus
articulatus AND Vismia guianensis FOR THE CONTROL OF LEAF-
CUTTING ANTS (Atta sexdens): A BIO MONITORED STUDY -
Agriculture is one of the most important activities for human subsistence,
ensuring the supply of food, fibers, and raw materials; however, its
productivity is constantly threatened by insect pests that attack cultivated
plants, causing significant losses in both quality and quantity of agricultural
production, which makes proper pest management essential to ensure
sustainable harvests and reduce economic and environmental impacts. In this
context, organic compounds from natural products have emerged as
promising alternatives for the management of agricultural pests, including
leaf-cutting ants, which are among the main insect pests in different crops
and cause major damage by cutting leaves and plant parts for the cultivation
of symbiotic fungi, thereby compromising crop development. Unlike
synthetic insecticides, plant-derived secondary metabolites such as alkaloids,
terpenes, and phenolics exhibit bioactive potential, acting as repellents, toxic
attractants, or growth inhibitors, thus representing a more sustainable and
environmentally safer strategy. The Amazonian species Himatanthus
articulatus (Apocynaceae) and Vismia guianensis (Hypericaceae) are of
great phytochemical interest due to the diversity of secondary metabolites
present in their extracts. H. articulatus, popularly known as “suucuba,”
mainly contains iridoids, indole alkaloids, triterpenes, and coumarins,
compounds associated with anti-inflammatory, antitumor, and antiparasitic
activities. V. guianensis, traditionally used in folk medicine, is rich in
xanthones, anthraquinones, naphthoquinones, and flavonoids, metabolites
with recognized antioxidants, antimicrobial, and cytotoxic properties. Using

a bioassay-guided fractionation approach, four classes of compounds were
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identified from the ethanolic extracts of these species. Himatanthus
articulatus showed high chemical potential in studies of bioactive
compounds against leaf-cutting ants (A¢ta spp.) and their symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus; from the crude extract, eight compounds
were isolated, all belonging to the class of lactonic iridoids, and biological
assays demonstrated that at a concentration of 0.1 mg/mL, all iridoids
showed significant activity against the symbiotic fungus. In contrast, the
extract of Vismia guianensis also showed activity against leaf-cutting ants,
allowing the isolation and identification of eight compounds, mainly
benzophenones and anthraquinones, as well as one anthranol, among which
compound 12 stood out, inducing approximately 60% ant mortality after
about 10 days of bioassay. Based on this positive biological response, the
possible mechanism of action of the metabolites was investigated using
homology-based molecular docking, which suggested that the activity of the
compounds may be related to inhibition of the enzyme acetylcholinesterase,
essential for insect neurotransmission. The compounds isolated from
Himatanthus articulatus and Vismia guianensis therefore show promising
potential for the control of leaf-cutting ants, reinforcing the importance of

natural products as sustainable alternatives to synthetic insecticides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Agricultura em um contexto global

A agricultura representa um dos pilares fundamentais para a
sobrevivéncia humana: ¢ dela que se obtém a maior parte dos alimentos, fibras e
insumos industriais utilizados globalmente. Entretanto, o crescimento acelerado
da producao agricola ao longo das ultimas décadas tem exigido uma expansao
continua das areas cultivadas, resultando em pressdes significativas sobre os
ecossistemas florestais. Estudos recentes mostram que aproximadamente 86% do
desmatamento global entre 2001 e 2022 esteve associado direta ou indiretamente

a agricultura e a criacdo de gado (WEST et al., 2025).

No cenario internacional, os sistemas agricolas modernos estdo
profundamente integrados ao comércio global. Produtos como carne bovina, soja,
6leo de palma, cacau e café¢ sdo exportados em larga escala para atender a
demanda em paises desenvolvidos e emergentes. Isso cria o conceito de pegada
de desmatamento, que atribui a perda florestal ndo apenas ao local de produgdo,
mas também as cadeias de consumo globais (CARVALHO; RICHARDS;
ARIMA, 2022).

Apesar de seu papel essencial, o atual modelo agricola global esta
associado a graves impactos ambientais, incluindo perda de habitat, emissao de
gases de efeito estufa e maior vulnerabilidade das paisagens aos efeitos climaticos
(GALLARDO, R. K, 2024). Além disso, parte das areas convertidas para fins
agropecuarios ndo se transforma em producdo estavel, demonstrando falhas no

uso da terra (CARVALHO; RICHARDS; ARIMA, 2022).

Outro problema crescente € o aumento da incidéncia de insetos-praga
e doengas agricolas, favorecidos pelas mudancas climaticas e por monoculturas
extensas. Essa pressdo sobre as lavouras intensifica o uso de inseticidas e

fungicidas, que representam parcela significativa dos agrotoxicos consumidos



globalmente (ZHANG et al., 2023). Embora esses insumos tenham papel no
controle de pragas e na garantia de produtividade, seu uso intensivo causa também

efeitos colaterais, como:

. Contaminagao de solos e recursos hidricos;

. Desenvolvimento de resisténcia em insetos;

. Toxicidade para polinizadores e fauna benéfica;

. Riscos ocupacionais e alimentares a saide humana.

Segundo Kunte e Bhat (2024), esse aumento no uso de defensivos
agricolas contribui para a degradagdo dos servigos ecossistémicos, reduzindo a
resiliéncia do sistema agricola e exigindo ainda mais insumos para manter a

produgdao — criando um ciclo insustentavel.

Portanto, a agricultura mundial enfrenta o grande desafio de atender
a demanda alimentar de uma populagdo que deve atingir quase 10 bilhdes de
pessoas até¢ 2050, ao mesmo tempo em que controla os impactos ambientais
decorrentes da expansao territorial e do uso de agroquimicos. Compreender a
pegada global de desmatamento e os efeitos do manejo agricola intensivo ¢
fundamental para desenvolver um sistema produtivo que garanta a seguranca
alimentar sem comprometer os ecossistemas florestais e a qualidade ambiental das

futuras geragdes.

1.2 Agricultura no Brasil: Impactos Ambientais e Uso de

Agrotoxicos

A agricultura brasileira desempenha papel central na economia
nacional e no abastecimento global, destacando-se na producdo e exportacao de
commodities como soja, milho, café e carne bovina (FAO, 2022). Entretanto, o

modelo de producao intensiva adotado tem causado impactos ambientais e a saide



publica, principalmente devido a expansao de monoculturas e ao uso extensivo de

agrotoxicos.

O desmatamento para a expansao agricola € um dos principais fatores
de perda de biodiversidade no Brasil, sobretudo nas regides da Amazoénia e do
Cerrado. Estudos indicam que grande parte do desmatamento recente esta
associada a conversao de areas de vegetagao nativa em pastagens e lavouras de
soja, com efeitos diretos sobre a emissao de gases de efeito estufa e o equilibrio
climatico regional (COLMAN et al.,, 2024; CABALLERO et al.,, 2023;
GARRETT; RUEDA; LAMBIN, 2013).

Paralelamente, o uso intensivo de agrotoxicos tem sido um
componente critico do modelo agricola brasileiro. O pais ¢ o maior consumidor
mundial desses produtos, que incluem herbicidas, inseticidas e fungicidas (FAO,
2022). A aplicagdo indiscriminada de defensivos quimicos provoca contaminagao
de solos, 4gua e alimentos, além de impactos negativos sobre a fauna, como a
morte de abelhas e outros polinizadores essenciais para a producdo agricola

(HEINRICH BOLL FOUNDATION, 2023; FAITA, 2021).

Os efeitos sobre a saide humana também sdo relevantes.
Trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos estdo sujeitos a intoxicagdes agudas
e cronicas, e ha evidéncias de que o uso prolongado desses produtos esta associado
a doengas como cancer, distirbios neuroldgicos e reprodutivos (JORNAL USP,
2025). Além disso, a repetida aplicacido de agrotoxicos favorece o
desenvolvimento de resisténcia por parte das pragas, exigindo doses cada vez

maiores e perpetuando o ciclo de dependéncia quimica (RIBEIRO, 2022).

Diante desse cendario, diversas alternativas sustentaveis tém sido
propostas para reduzir os impactos do uso de defensivos agricolas. Entre elas,
destacam-se os bioinsumos, o manejo integrado de pragas (MIP) e a agricultura
de precisao, que permitem a reducao do uso de produtos quimicos e a preservagao

da biodiversidade (BARZMAN et al., 2015; LI; ZHANG; XU, 2020). Tais
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estratégias demonstram que ¢ possivel conciliar produtividade agricola com

sustentabilidade ambiental e seguranca alimentar.

Em sintese, a agricultura brasileira exemplifica a tensdo entre
producdo econdmica e conservacdo ambiental. Compreender os efeitos do
desmatamento e do uso intensivo de agrotoxicos € essencial para orientar politicas
publicas e praticas agricolas sustentaveis, garantindo a produtividade e a
preservacdo dos recursos naturais para as futuras geragdes (GHELFI, 2024;

FAITA, 2021).

1.3 Formigas Cortadeiras (Atta e Acromyrmex): Biologia, Impactos

Ecologicos e Manejo

As formigas cortadeiras, pertencentes aos géneros Atta e
Acromyrmex, sao 1nsetos sociais altamente especializados, distribuidos
principalmente em florestas tropicais da América Latina. Essas espécies cultivam
fungos em jardins subterraneos, utilizando folhas cortadas como substrato para o
crescimento do fungo, que serve como fonte alimentar para toda a coldnia

(KHAYAT, 2023).

A organizacdo social das formigas cortadeiras ¢ complexa e
apresenta divisdo de trabalho rigorosa entre castas, incluindo operarias, soldados
e rainhas. Essa estrutura permite que a col6nia execute tarefas simultaneas de
forrageamento, higiene e manuten¢do do fungo cultivado, garantindo a
sobrevivéncia e crescimento do ninho (ABREU, 2019). Estudos indicam que a
eficiéncia das colonias esta diretamente ligada a coordenagao comportamental e a
comunicacdo quimica entre individuos, o que demonstra um elevado nivel de

organizacao social (KHAYAT, 2023).

Ecologicamente, as formigas cortadeiras t€ém grande impacto sobre
os ecossistemas tropicais. Elas sdo responsaveis por significativa herbivoria,

podendo consumir até¢ 17% da biomassa foliar em determinadas regides, o que
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altera a estrutura vegetal e a disponibilidade de recursos para outras espécies
(SANTOS-NETO et al., 2025). Além disso, o transporte e corte de folhas
promovem a aeragdo do solo e a reciclagem de nutrientes, contribuindo para a
fertilidade do ambiente e para a manutengdo de processos ecologicos

fundamentais (LEAL; WIRTH; TABARELLI, 2014).

Do ponto de vista econdmico, formigas cortadeiras representam uma
preocupagdo para a agricultura, causando danos consideraveis a culturas de alto
valor, como soja, café e hortalicas. Por essa razdo, pesquisas recentes t€m buscado
estratégias de manejo que combinem eficiéncia e sustentabilidade. Entre os
métodos estudados, destacam-se o uso de compostos bioldgicos, controle
integrado de pragas e manejo de colonias de forma preventiva, visando reduzir o

impacto ambiental e minimizar perdas agricolas (MASIULIONIS, 2025).

Em sintese, as formigas cortadeiras sdo elementos-chave dos
ecossistemas tropicais, exercendo fungdes ecoldgicas essenciais, mas também
representando desafios para a agricultura intensiva. A compreensdo de sua
biologia, comportamento social e impactos ambientais ¢ fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de manejo sustentdveis, conciliando conservacao
ecologica e produtividade agricola (KHAYAT, 2023; ABREU, 2019; GARCIA-
CARDENAS, 2022; SABATTINI, 2023; MASIULIONIS, 2025).

1.4 Uso de Inseticidas no Controle de Formigas Cortadeiras:

Desafios e Impactos Ambientais

O controle de formigas cortadeiras, como Atta sexdens e
Acromyrmex spp., representa um desafio significativo na agricultura e na gestao
de ecossistemas tropicais. Essas espécies sao reconhecidas por cultivar fungos em
jardins subterraneos, utilizando folhas cortadas como substrato para o crescimento

do fungo, que serve como fonte alimentar para toda a colonia. Essa pratica as torna



uma das principais pragas agricolas em regides tropicais, causando danos

significativos a diversas culturas (MASIULIONIS, 2025, LASMAR et al., 2023).

A aplicacao de inseticidas para o controle de formigas cortadeiras
enfrenta diversas dificuldades. A estrutura social complexa dessas formigas, com
castas especializadas e comunicagdo eficiente, permite que a coldnia se recupere
rapidamente ap0s a aplicacdo de substincias quimicas. Além disso, a localizagao
subterranea dos ninhos dificulta a penetragdo dos inseticidas, tornando os

tratamentos menos eficazes (LASMAR et al., 2023).

Outro desafio significativo € a resisténcia adquirida por algumas
populagdes de formigas cortadeiras a determinados inseticidas. Estudos indicam
que Atta sexdens demonstrou resisténcia a compostos como aldrin, dieldrin e
lindano, reduzindo a eficacia dos tratamentos quimicos convencionais

(MAGALHAES, 2025).

O uso indiscriminado de inseticidas também pode ter efeitos
adversos sobre o meio ambiente. Produtos de amplo espectro podem afetar
organismos nao-alvo, como polinizadores e fauna benéfica do solo, além de
contaminar corpos d'agua e solos. A persisténcia de certos compostos quimicos no
ambiente pode levar a bioacumulagio e afetar cadeias alimentares (MULLER et

al., 2024).

A aplicagdo repetida de inseticidas ainda pode resultar no
desenvolvimento de resisténcia em populagdes de formigas cortadeiras, exigindo
doses maiores ou o uso de substancias mais toxicas, 0 que aumenta os impactos

ambientais e econdmicos (MASIULIONIS, 2025).

Diante desses desafios, a pesquisa cientifica desempenha papel
crucial no desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficazes e sustentaveis.
Estudos recentes sugerem alternativas ao uso exclusivo de inseticidas, como

fungos enteropatogénicos, Oleos essenciais de plantas e técnicas baseadas em
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RNAI, que interferem nos processos biologicos das formigas de maneira mais
especifica e menos prejudicial ao meio ambiente. Além disso, a implementagao
de programas de manejo integrado de pragas (MIP), combinando métodos
biologicos, culturais € quimicos, pode oferecer solu¢des mais equilibradas e
eficazes para o controle de formigas cortadeiras, minimizando os impactos

ambientais e promovendo a sustentabilidade agricola (MASIULIONIS, 2025).
1.5 Inseticidas naturais

Os inseticidas naturais sdo substancias produzidas por plantas,
micro-organismos ou outros organismos vivos que possuem atividade toxica ou
repelente contra insetos. Ao contrario dos inseticidas sintéticos, esses compostos
apresentam menor persisténcia ambiental, menor toxicidade para organismos nao-
alvo e menor risco a saude humana, sendo considerados uma alternativa

sustentavel para o manejo de pragas agricolas (ISMAN, 2020).

Entre os principais tipos de inseticidas naturais, destacam-se os 6leos
essenciais, extratos vegetais, piretroides naturais e fungos entomopatogénicos.
Oleos essenciais de nim (Azadirachta indica), citronela (Cymbopogon spp.) e
hortela (Mentha spp.) atuam como repelentes e inseticidas, podendo substituir
parcialmente produtos quimicos sintéticos em culturas de alto valor (REGNARD
et al., 2021). Extratos vegetais atuam como inibidores de crescimento ou
alimentares, dificultando o desenvolvimento larval de diversas pragas e
oferecendo uma abordagem mais especifica do que os inseticidas quimicos de

amplo espectro (GHOSH et al., 2019).

Fungos entomopatogénicos, como Beauveria bassiana ¢
Metarhizium anisopliae, infectam e matam insetos pragas sem prejudicar plantas,
vertebrados ou outros organismos benéficos, demonstrando alto potencial como
bioinseticidas em sistemas agricolas sustentaveis (VEIGA et al., 2022). Além
disso, técnicas modernas, como o uso de RNA1 e bioformulagdes combinadas, tém

ampliado a eficacia dos inseticidas naturais, aproximando seu desempenho do
7



controle quimico sintético, mas com menores impactos ambientais (ISMAN,

2020; REGNARD et al., 2021).

A principal vantagem dos inseticidas naturais como alternativa aos
sintéticos ¢ o equilibrio entre eficicia e sustentabilidade ambiental. Eles
apresentam menor risco de contaminacdo do solo e da agua, reduzem a
mortalidade de organismos ndo-alvo, evitam bioacumulacdo e minimizam a
selecdo de resisténcia em populacdes de pragas (GHOSH et al., 2019). No entanto,
possuem limitagdes, como menor persisténcia, sensibilidade a fatores ambientais
e necessidade de aplicagdes mais frequentes, o que requer formulacdes e

estratégias de manejo aprimoradas (VEIGA et al., 2022).

Portanto, os inseticidas naturais surgem como uma solu¢do
promissora para substituir ou reduzir o uso de inseticidas sintéticos, integrando-
se a programas de manejo integrado de pragas (MIP) e contribuindo para a
agricultura sustentavel. A pesquisa continua sobre sua eficacia, mecanismos de
acdo e compatibilidade com sistemas de cultivo € essencial para consolidar seu

uso como alternativa viavel e segura no controle de pragas agricolas (ISMAN,

2020; REGNARD et al., 2021; VEIGA et al., 2022).

1.6 Mecanismo de Acdo dos Inseticidas e a Importancia do

Conhecimento Colaborativo

Compreender o mecanismo de agdo dos inseticidas ¢ fundamental
para o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas mais eficazes, seguras
e sustentaveis. Inseticidas atuam interferindo em processos fisioldgicos ou
bioquimicos essenciais para a sobrevivéncia dos insetos, como transmissao
nervosa, sintese de proteinas, metabolismo energético e crescimento larval

(CORBETT et al., 2021).

Entre os diferentes mecanismos, os inseticidas colinérgicos merecem

destaque. Esses compostos atuam sobre o sistema nervoso dos insetos,
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interferindo na transmissao de sinais através da acetilcolina, um neurotransmissor
essencial. Inseticidas como os organofosforados e carbamatos inibem a enzima
acetilcolinesterase, responsavel por degradar a acetilcolina na sinapse. A inibigao
dessa enzima provoca acimulo de acetilcolina, levando a estimulacao continua

dos neurdnios, convulsdes, paralisia € morte do inseto (SANTOS et al., 2020).

O conhecimento detalhado do mecanismo colinérgico ¢ crucial por
varias razoes. Primeiro, permite o desenvolvimento de inseticidas mais
especificos, que atacam apenas pragas-alvo, minimizando efeitos sobre
organismos benéficos e humanos. Segundo, auxilia na prevencdo e manejo da
resisténcia, j4 que entender como o inseto reage ao composto possibilita o
planejamento de rotagdes quimicas ou combinagdes com outros modos de acao

(CORBETT et al., 2021).

Além do mecanismo colinérgico, existem outros modos de agdo,
como interferéncia nos canais de sodio (inseticidas do tipo piretrdide), bloqueio
de receptores de GABA (organoclorados) e inibi¢do de chitinases, essenciais para
a sintese do exoesqueleto (GHOSH et al., 2019). Cada mecanismo especifico
oferece oportunidades para controle mais direcionado e reduz os impactos
ambientais, especialmente quando aliado a técnicas de manejo integrado de pragas

(ISMAN, 2020).

Portanto, o estudo dos mecanismos de a¢cdo ndo € apenas académico,
mas uma ferramenta pratica para otimizar o controle de pragas, reduzir o uso de
produtos quimicos de amplo espectro e preservar a saude ambiental. O enfoque
no mecanismo colinérgico exemplifica como o conhecimento bioquimico pode
ser aplicado na agricultura, promovendo intervengdes mais seguras e eficientes

(SANTOS et al., 2020; CORBETT et al., 2021).



1.7 O género Himatanthus e a espécie Himatanthus articulatus como

fonte de compostos bioativos

O género Himatanthus, pertencente a familia Apocynaceae, ¢
constituido por arvores e arbustos nativos da América Tropical, com distribuigado
que abrange desde o Panama até a Bolivia, incluindo diversas regides da América
do Sul e Central. As espécies desse género sdo caracterizadas pela presenca de
latex espesso e branco, rico em compostos bioativos que conferem potencial

medicinal significativo (LIMA et al., 2012).

As plantas do género Himatanthus apresentam folhas alternadas,
coriaceas € com nervuras bem desenvolvidas. As inflorescéncias sdo do tipo
cimeira, geralmente terminais, € as flores possuem corola hipocraterimorfa, com
lobos enrolados. O fruto consiste em dois foliculos que contém sementes aladas,
adaptadas a dispersdo pelo vento, o que favorece a ampla distribuicdo dessas

espécies (POWO, 2025).

TABELA 1.1- Classificagdo taxondmica do género Hymantatus

Taxonomico Classificacao
Reino Plantae
Filo Streptophyta
Classe Equisetopsida
Subclasse Magnoliidae
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Género Himatanthus
Espécie Himatanthus articulatus

Fonte: POWO (2025); World Flora Online (2025); iNaturalist (2025).

Entre as espécies do género, Himatanthus articulatus se destaca por
seu porte arboreo, podendo atingir até¢ 20 metros de altura. Suas folhas sdo grandes

e coriaceas, enquanto as flores, de colora¢do branca, sdo organizadas em
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inflorescéncias terminais. O fruto é composto por foliculos que liberam sementes

aladas quando maduros (POWO, 2025). Figura 1.1

FIGURA 1.1- Ramo e fruto de Himatanthus articulatus, destacando suas folhas simples,
opostas ¢ de coloragdo verde intensa, além do fruto alongado caracteristico, ainda imaturo,
coletado em ambiente de mata nativa.

Essa espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
principalmente nas regides Norte e Centro-Oeste do Brasil, incluindo estados
como Amazonas, Acre, Rondonia e Mato Grosso, € também em paises vizinhos,
como Venezuela, Colombia, Equador e Peru (POWO, 2025). Figura 1.2.

FIGURA 1.2- Distribuicao geografica de registros de Himatanthus articulatus na América do
Sul. Os pontos indicam areas com ocorréncia documentada da espécie, com maior concentragao
na regido amazonica, abrangendo principalmente Brasil, Colombia, Peru, Venezuela, Bolivia,
Suriname e Equador. Fonte: JARDIM BOTANICO DO RIO DE JANEIRO — REFLORA.
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A espécie Himatanthus articulatus ¢ amplamente conhecida por seu
uso tradicional na medicina popular amazdnica, mas nos ultimos anos estudos
fitoquimicos revelaram uma diversidade de compostos bioativos em sua casca,
folhas e latex que indicam potencial para aplicagdes além da farmacologia,
estendendo-se ao controle de pragas e doencas. Por exemplo, pesquisas
demonstraram que extratos dessa planta contém iridoides como Pumieride e
isoplumieride, bem como lactonas plumericinas (plumericin e Isolumericin), além
de triterpenos como cinamato de lupeol, a-amyrin cinamato, f-amyrin cinamato,
lupeol acetato, acido ursolico, esteroides como sitosterol e estigmastrol, e outros

compostos (VALE et al., 2015; BARRETO et al., 1998). Figura 1.3.
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Cinamato de lupeol O-amyrin cinamato B-amyrin cinamato

Lupeol acetato Acido ursolico Sitosterol Estigmastrol

FIGURA 1.3- Principais classes de metabdlitos secundarios identificados em Himatanthus
articulatus.
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Essa composi¢do quimica diversa ¢ significativa porque muitos
desses tipos de moléculas (iridoides, triterpenos, esterdis) tém sido estudados por
suas atividades biologicas — inclusive antimicrobianas e potencialmente
inseticidas ou fungicidas. Por exemplo, a presengca de plumericina e
isoplumericina em H. articulatus foi apontada como uma das responsaveis por
efeitos antifingicos observados em extratos da planta (SEQUEIRA et al., 2009).
Além disso, BARRETO et al. (1998) relatam que a fracdo de latex e extratos
hexanicos ou metanolicos da planta permitiu isolamento de compostos como o.-
amirina e B-amirina derivados, sugerindo potenciais aplicagdes além da terapia

humana.

No que tange a aplicacdo como inseticida, embora ndo existam
amplos estudos publicados referente especificamente a H. articulatus, ha
evidéncia de que espécies proximas do género (por exemplo Himatanthus
drasticus) apresentam atividade inseticida. Um trabalho relata que o composto
plumieride isolado de latex de H. drasticus teve agdo letal contra larvas de
Callosobruchus maculatus (Coleoptera) e inibi¢do de o-amilase intestinal da
larva, reduzindo infestacdao de sementes tratadas (MORALIS et al., 2021). Embora
este estudo ndo seja de H. articulatus diretamente, a presenca de Pumieride em H.

articulatus sugere que parte dos mesmos mecanismos podem estar presentes.

Quanto a aplicagdo fungicida, a atividade antifingica de extratos de
H. articulatus j& foi demonstrada in vitro contra Candida albicans e outras cepas
fungais, com extratos metandlicos e de latex mostrando inibigdo clara
(SEQUEIRA et al., 2009; TURNOSEARCH1). A hipdtese de aplicagdo pratica
seria tratar doencas fingicas em plantagdes ou armazenamentos por meio de

formulagOes baseadas nesses extratos bioativos.

Entretanto, hd obstaculos e desafios importantes para transformar

esse potencial em uso pratico como inseticida ou fungicida agricola. Primeiro, a
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concentragao eficaz util, a estabilidade dos compostos no ambiente, a formulagao
e o modo de aplicagdo ainda sdo pouco estudados. Segundo a especificidade de
acao, toxicidade para organismos nao-alvo (beneficios ou polinizadores) e efeitos
ambientais devem ser investigados. Terceiro, a padronizagdo da extragao,
quantificacdo dos compostos ativos e viabilidade econdmica de uso agricola

precisam de avaliacao detalhada.

Em resumo, a espécie Himatanthus articulatus apresenta
composi¢do quimica rica e promissora, contendo iridoides, triterpenos, esterois e
outros metabdlitos secundarios que t€m sido associados com atividade biologica,
incluindo antifingica e potencial inseticida. Embora ainda sejam necessarios
estudos especificos para formulagdes agricolas, esse material vegetal representa
uma alternativa natural interessante para o controle de pragas e doengas, € merece

investimento em pesquisa para desenvolver aplicagdes sustentaveis no campo.

Diante disso, Himatanthus articulatus representa uma espécie de
grande interesse cientifico, ndo apenas pela ampla distribuicdo e caracteristicas
morfoldgicas peculiares, mas também pelo potencial farmacoldgico associado a
seus compostos bioativos. A compreensao detalhada de sua biologia, ecologia e
quimica vegetal ¢ essencial para explorar de forma sustentavel suas aplicacoes
medicinais e terapéuticas, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias

baseadas em recursos naturais que sejam seguras e eficazes.

1.8 O género Vismia e a espécie Vismia guianensis como fonte de

compostos bioativos

O género Vismia compreende aproximadamente 55 espécies,
distribuidas amplamente nas Américas Central e do Sul, com especial incidéncia
no Brasil. Pequenas arvores e arbustos desse género ocorrem em diferentes

estados brasileiros, incluindo Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondonia, Roraima,
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Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte, Sergipe, Goias, Mato Grosso e Espirito Santo (Rodrigues, 2013;
Nobre et al., 2015; Vogel et al., 2020; Mota, 2020). Essa distribuicdo se estende
por diversos dominios fitogeograficos, como Amazonia, Caatinga, Cerrado e
Mata Atlantica, conferindo ao género um potencial promissor para estudos sobre
seus metabolitos secundarios e aplicagdes biologicas (Rodrigues, 2013; Mota,

2020).

TABELA 1.2- Classificagdo taxondmica do género Vismia

‘ TaxonﬁmicoH Classificagio ‘
‘ Reino H Plantae ‘
‘ Divisdo H Magnoliophyta ‘
‘ Classe H Magnoliopsida ‘
| Ordem || Malpighiales |
‘ Familia H Hypericaceae ‘
Género Vismia Vand.
‘ Espécie H Vismia guianensis‘

Fonte: REFLORA — Jardim Botanico do Rio de Janeiro (2025); Rodrigues (2013); Mota (2020).

Do ponto de vista quimico, as espécies de Vismia sdo ricas em
compostos fenolicos, incluindo antraquinonas preniladas, xantonas e
benzofenonas. Estudos indicam a presenca de flavonoides, lignanas, esteroides,
monoterpenos ¢ triterpenos em diferentes espécies do género (Tala et al., 2013;
Barbosa et al., 2013). Entre os metabdlitos mais recorrentes, destacam-se as
antraquinonas, que apresentam relevancia estrutural e funcional. Compostos
especificos, como vismiaquinonas e isovismiafenonas, demonstram propriedades
quimicas notaveis e t€m sido alvo de estudos para aplicagdes farmacologicas e

agricolas (Fuller, 1999; Vizcaya et al., 2011). Apresentados na figura 1.4.
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FIGURA 1.4- Principais classes de metabolitos secundarios identificados em Vismia.

A espécie Vismia guianensis (Aubl.), popularmente conhecida como
lacre ou pau-de-lacre, ¢ um arbusto ou pequena arvore de folhas ovaladas e
inflorescéncias em paniculas terminais (Mota, 2020; Oliveira, 2017). Sua
distribuicdo geografica inclui paises da América Tropical, como Colombia,
Venezuela, Guiana, além de amplas regides do Norte ¢ Nordeste do Brasil
(Almeida-Cortez & Melo-de-Pinna, 2006), figura 1.5. O latex amarelo-
avermelhado exsudado de galhos e folhas confere a espécie propriedades
tradicionalmente valorizadas na medicina popular para tratar feridas, dermatites,

febres e reumatismo (Vizcaya et al., 2011; Oliveira, 2017).
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FIGURA 1.5- Distribuigdo geografica de Vismia guianensis (Aubl.) na América do Sul. Os
pontos indicam registros documentados da espécie, evidenciando maior concentra¢do na regiao
amazonica, incluindo Colombia, Venezuela, Guiana, além de amplas regides do Norte e
Nordeste do Brasil. Fonte: Jardim Botanico do Rio de Janeiro —- REFLORA.

Dessa forma, o género Vismia, € em particular a espécie Vismia
guianensis, demonstram grande relevancia cientifica, ndo apenas por sua ampla
distribui¢do e diversidade quimica, mas também pelo potencial de aplicagdo de
seus compostos bioativos em saude humana e prote¢do de culturas agricolas. A
pesquisa continua sobre suas propriedades fitoquimicas e biologicas contribui

para o avango do conhecimento sobre plantas medicinais da flora brasileira.
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2. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO

O foco principal deste trabalho foi a obtencao de produtos naturais

com propriedades inseticidas e/ou fungicidas, no controle de Atta sexdens.
De modo especifico, pretende-se:

o Conduzir um estudo de Biomonitoramento das plantas Himatanthus
articulatus e Vismia guianensis, com o objetivo de isolar novos compostos que
possuam atividade inseticida e/ou fungicida;

e Isolar e caracterizar os compostos das plantas investigadas que nao
demonstrem tais atividades;

e  Realizar docking molecular para compreender a interagdo das moléculas
ativas presentes nos extratos com a enzima acetilcolinesterase;

. Reportar todas as moléculas encontradas para auxiliar na

quimiossistematica das espécies envolvidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Solventes

Foram utilizados os seguintes solventes ao longo dos experimentos:
agua ultrapura deionizada; solventes grau HPLC, tais como acetonitrila (ACN),
metanol (MeOH) e cloroformio (CHCls) (J.T. Baker, Panreac, Honeywell e
Tedia); solventes deuterados, incluindo cloroférmio deuterado (CDCls) € metanol
deuterado (MeOD) (Merck e Aldrich). Etanol (EtOH) foi empregado na
preparacdo dos extratos, enquanto diclorometano (CH:Cl:) foi utilizado nos

ensaios de toxicidade dos extratos.

3.1.2 Colunas cromatograficas e fases estacionarias
Para as andlises cromatograficas, foram utilizadas:

o Coluna analitica Phenomenex® Gemini, 150 x 4,6 mm, 5 um;

o Coluna semipreparativa Phenomenex® Gemini C18, 250 x 10 mm, 5 um;

o Cartucho C18 Supelco® (SUPELCLEAN™ LC-18, 10 g, 60 mL,
particulas de 45 um).

3.1.3 Equipamentos

Os experimentos cromatograficos e espectrométricos foram realizados
utilizando:

« Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Agilent 1290
Infinity 11, acoplado a espectrometro de massas Agilent G6545B Q-TOF,
com ionizacao por ESI;

« Sistema HPLC Shimadzu, modelo SPD-M20A, com detector de arranjo
de diodos (PDA/DAD);

o Espectrometro de massas Synapt G2-S (Waters Technologies), com fonte
ESI e analisador hibrido Q-TOF;

« Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker® DRX
9,4 T (400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C).
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3.1.4 Analises por Ressonancia Magnética Nuclear
As analises de RMN foram conduzidas em:

« RMN Bruker Avance DRX 9,8 T, com trocador automatico de amostras
(400 MHz para 'H e 100 MHz para '*C);

« RMN Bruker Avance III — 14,1 T, equipado com cryossonda TCI de 5
mm (ATMA®) e sonda BBI de 5 mm (ATMA®) (600 MHz para 'H e 125
MHz para *C).

Os espectros foram processados utilizando o software MestReNova®
(MNova©), versao 14.0.0 (Mestrelab Research S.L.).

3.1.5 Balangas

As massas foram determinadas utilizando as seguintes balancas:

o Shimadzu, modelo AY220;
o Toledo, modelo 9094C/5.

3.1.6 Outros materiais € acessOrios
Foram empregados ainda:

« Rotaevaporador;

« Filtros de seringa (25 mm % 0,45 um, Millipore), ndo estéreis;
« Micropipetas Eppendorf (1-10 pL; 20-200 pL; 200-1000 puL);
o Tubos de centrifugacdao de 1 mL (Eppendorf);

« Vials para HPLC de 1,5 mL.

3.1.7 Materiais vegetais

Neste trabalho, foram estudadas as espécies Himatanthus articulatus
e Vismia guianensis. Exemplares de ambas as plantas foram coletados e
posteriormente depositados no acervo botanico do Parque Zoobotanico do Museu
Paraense Emilio Goeldi. As coletas foram realizadas no municipio de Curuga,
estado do Para, Brasil, especificamente na regido da Mata do Camandeteua, nas
coordenadas 0°44'24" S, 47°51'07" W (latitude —0,739878; longitude
—47,851900), conforme ilustrado na Figura 3.1.

28



/' Algodoal
*Maruda (=)
.i,:,

¥ f
7 Marapanim

\_S30 Caetano -, "rCuﬁ%;é,»
de leve,aS . o W sy ‘, / Maracana
W/ 1 \Magalhdes iy
= & | ( \~Barata \
= = ‘
vigia_ T
NS / Santg
Colares £ L 8 B | NG
[\
e " g :Térrg‘/-\lta" w ¥ k -
Vel o'l Santo Antonio , ‘ o B
\ Y do Taua—f e _. Sdo Francisco.,
-L; ~J_ - ‘:&\ 1 e \\\dp Pa[i] \’ | =N

LR = Timt

FIGURA 3.1- Localizagdo geografica do municipio de Curugd, no estado do Paré, Brasil,
destacando a area aproximada de coleta das espécies Himatanthus articulatus e Vismia
guianensis, na regido da Mata do Camandeteua.

3.2 Metodologia
3.2.1 Preparagdo dos extratos

Os extratos foram preparados, seguindo um protocolo de maceragao
a frio, a cada 3 dias foi estabelecido para sua producao. Inicialmente, as partes das
plantas, como folhas e cascas, foram secas em estufa e posteriormente moidas
para aumentar a superficie de contato. Em seguida, o material vegetal foi
submetido a extragdes exaustivas utilizando etanol destilado. Apos esse processo,
os extratos resultantes foram armazenados no freezer do laboratério de produtos
naturais para preservagao. A tabela 3.1 apresenta os dados em massa dos materiais

secos e dos extratos obtidos.
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TABELA 3.1- Extratos preparados e seus respectivos rendimentos H. articulatus e V.
guianensis

Plata Parte do Massa Extr.ato
vegetal seca(g) etanolico(g)
H. articulatus Cascas 500,0 75
V. guianensis Folhas 500,0 45
Cascas 500,0 58

3. 2. 2 Estratégia experimental para prospecc¢ao de metabolitos
bioativos com potencial inseticida e antifingico

Os extratos obtidos das diferentes partes das plantas foram
submetidos a uma série de ensaios para avaliacdo de sua atividade biologica. Entre
os testes realizados, destacaram-se: (1) andlises de mortalidade em Atta sexdens
para determinacao do potencial inseticida, e (i1) testes de inibicdo do crescimento
do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus, fundamental para o sistema
de cultivo de fungo das formigas cortadeiras.

Aqueles extratos que apresentaram resultados promissores foram
selecionados para anélises quimicas aprofundadas. Para essa etapa, empregaram-
se técnicas analiticas avangadas, incluindo espectrometria de massas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo analitico e ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e '*C. Essas abordagens permitiram a
identificagdo e a caracterizagdo dos constituintes quimicos presentes,
evidenciando principalmente iridoides, antraquinonas, antrandis e benzofenonas.

O extrato ativo foi posteriormente fracionado com base no perfil
cromatografico obtido em CLAE em fase reversa. A sele¢do das proporgdes € dos
solventes utilizados fundamentou-se nos resultados previamente obtidos por
extracdo em fase solida (SPE), também realizada em fase reversa. As fragdes com
maiores atividades bioldgicas foram submetidas a etapas adicionais de purificagao

por meio de CLAE semipreparativa. Quando necessario, empregou-se coluna de
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silica gel do tipo flash (70—230 mesh), utilizando-se uma mistura de hexano e
acetato de etila como fase movel.

Apos o isolamento e a purificagdo, os compostos bioativos foram
caracterizados por espectroscopia de RMN unidimensional (1D) e bidimensional
(2D), além de espectrometria de massas de alta resolucao. Em seguida, os ensaios
biologicos foram novamente realizados, com o objetivo de confirmar o potencial
biologico das substancias isoladas.

Adicionalmente, a atividade potencial de interagdo dos compostos
com a enzima acetilcolinesterase (AChE) fo1 investigada por meio de estudos de
docking molecular. Essa abordagem computacional permitiu avaliar a afinidade e
o modo de ligagao dos metabdlitos estruturalmente elucidados ao sitio ativo da
AChE, identificando interagcdes-chaves, como ligacdes de hidrogénio, interagdes
hidrofobicas e contatos eletrostaticos com residuos cataliticos e regides
responsaveis pelo reconhecimento dos substratos. Os valores de energia de ligacao
e o posicionamento conformacional dos compostos no sitio catalitico serviram
como indicativos do potencial inibitério, complementando os resultados obtidos
experimentalmente nos ensaios enzimaticos. Dessa forma, o docking molecular
contribuiu de maneira significativa para a compreensao do mecanismo de acao
dos metabdlitos bioativos, reforcando a correlagdo entre estrutura quimica e
atividade bioldgica observada.

Dessa forma, o processo analitico permitiu ndo apenas isolar e
identificar os metabolitos ativos, como também validar experimentalmente sua
atividade biologica. Adicionalmente, uma varredura expandida foi conduzida para
ampliar o perfil metabolomico da matriz vegetal e fortalecer a compreensao sobre

sua diversidade quimica.

31



3.2.3 Estudo do extrato bruto etanodlico de H. articulatus e V. guianensis

O extrato etanolico bruto de articulatus foi submetido a ensaios
biologicos utilizando operarias de Atta sexdens , além de testes de inibi¢cao do
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Com base nos
resultados obtidos, esse extrato foi selecionado como foco primario de
investigacao, em razao de seu potencial bioativo com dupla atuagao, apresentando
propriedades tanto inseticidas quanto fungicidas. Dessa forma, estabeleceu-se
como meta o isolamento e a caracterizacdo dos compostos ativos presentes no

extrato.

De maneira semelhante, o extrato etanolico de Vismia guianensis foi
avaliado nos mesmos bioensaios, incluindo a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, testes com operarias de A. sexdens e ensaios antimicrobianos
direcionados ao fungo L. gongylophorus. Os dados obtidos indicaram que este
extrato apresenta compostos com potencial atividade inseticida e capacidade de
interferéncia enzimatica, particularmente relacionada a inibicdo da
acetilcolinesterase. Dessa forma, sua investigacao foi direcionada para elucidar os
mecanismos de acdo e os metabolitos responsaveis por tais atividades, refor¢ando
seu potencial como fonte de substancias bioativas de interesse para o controle

integrado de formigas cortadeiras.

3.2.4 Analise e fracionamento cromatografico do extrato etanolico das
cascas de H. articulatus

Inicialmente, o extrato bruto foi submetido a caracterizacao
cromatografica por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD), utilizando um sistema Shimadzu e uma coluna
analitica Phenomenex® Gemini C18 (250 x 10 mm, 5 um). Foram avaliados dois
sistemas eluentes, constituidos por acetonitrila (ACN) + 4gua ultrapura e metanol

(MeOH) + 4gua ultrapura, com o proposito de investigar o perfil de distribui¢do
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dos compostos em funcao de sua polaridade e determinar o sistema de solventes
mais eficiente para a separagdo. Para tal, empregou-se um gradiente exploratorio,
iniciando com 95% de fase aquosa e progredindo até 100% de fase organica (ACN
ou MeOH), ao longo de um tempo total de anélise de 60 minutos.

Para o preparo da amostra, foram pesados 20 mg do extrato brutos, os
quais foram ressuspendidos em 1 mL de MeOH. A solugdo resultante foi filtrade
por meio de filtro de seringa em PVDF com porosidade de 0,22 pum, e filtradc

transferido para vial de 2 mL adequado para inje¢c@o no sistema cromatografico.

Apbs a andlise cromatografica da amostra, determinou-se que
comprimento de onda mais adequado para a detec¢do foi 254 nm, uma vez que¢
nessa faixa, observou-se o maior niumero de bandas cromatograficas. Na sequéncic
foram testadas diferentes proporgdes € combinacdes de solventes, sendo a mistur
ACN:H:0 a que apresentou melhor desempenho na separagcdo dos constituintes
motivo pelo qual foi selecionada para o fracionamento.

O extrato bruto foi entdo submetido ao fracionamento em fase
reversa utilizando cartuchos de extragdo em fase solida (SPE) CI8 de 10 g
(Sigma-Aldrich). Para evitar a sobrecarga do material adsorvente e garantir maior
eficiéncia no processo, aplicou-se 1 g de extrato por ciclo. Esse procedimento foi
repetido 15 vezes, totalizando a concentragdo das fragdes obtidas. As proporcoes
de solventes usados para cada fragdo estdo presentes na tabela 3.2.

Foram geradas seis fracoes a partir de gradientes crescentes de
eluigdo com ACN:H20. Apds o fracionamento, todas as fragdes foram analisadas
novamente sob as mesmas condi¢des cromatograficas utilizadas para o extrato
bruto, com o objetivo de verificar a eficiéncia da separacao e a distribui¢ao dos
metabolitos nas diferentes porgdes coletadas.

TABELA 3.2- Proporcdes de solvente utilizados para o fracionamento em fase solida do
extrato de etanolico de H. Articulatus

FRACAO H:0% ACN% MeOH% CHCl1:%
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SF1 80 20 - -
SF2 60 40 - -
SF3 20 80 - -
SF4 - 100 - -
SFS - - 100 -
SF6 - - - 100

3.2.5 Fracionamento e otimizagao cromatografica da SF2

A fracdo SF2, que apresentou inibi¢do significativa do crescimento
fingico e mortalidade em formigas, foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em equipamento Shimadzu equipado com detector de arranjo
de diodos (DAD) e coluna analitica Phenomenex® Gemini C18 110 A (250 x 4,6
mm, 5 um). A amostra foi preparada a uma concentragdao de 30 mg/mL, filtrada
em membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um e transferida para vial de 2
mL, sendo posteriormente injetado um volume de 30 pL.

A analise foi realizada em gradiente utilizando como fase mdvel
H20 e ACN, sob vazdo de 1 mL/min. O perfil cromatografico obtido demonstrou
que o processo de fracionamento concentrou compostos na faixa de eluicao
prevista para metabolitos bioativos. As fragdes correspondentes foram novamente
avaliadas frente ao fungo Leucoagaricus gongylophorus e as formigas Atta
sexdens, confirmando potencial atividade biologica.

A fracdo SF2 foi submetida a um processo de otimizagao
cromatografica com o objetivo de promover a separagdo e purificagdo dos
compostos nela presentes. A etapa inicial foi conduzida em modo isocratico, com
fluxo de 1 mL/min, para avaliagdo das condi¢des de separagao. Posteriormente, o
método foi adaptado para uma coluna semipreparativa Phenomenex® Gemini
C18 110 A (250 x 10 mm, 5 um), operada com fluxo de 2,5 mL/min, de modo a

aumentar a capacidade de injecdo e o rendimento do fracionamento.
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Para as andlises, preparou-se uma solucdo da fracdo SF2 na
concentragao de 100 mg/mL em metanol, sendo injetado um volume de 100 puL
por corrida cromatografica. Um total de 30 inje¢des foi realizado, resultando na
coleta de 12 subfracdes. Esse procedimento possibilitou a elucidacao estrutural de
sete compostos presentes na fragcdo, os quais foram posteriormente submetidos a

analises espectroscopicas e ensaios bioldgicos complementares.

3.2.6 Fracionamento e otimizacdo cromatografica da SF3

A fragdo SF3 demonstrou potencial atividade antifiingica e efeito
toxico sobre formigas cortadeiras. Com o objetivo de investigar sua composi¢ao
quimica, foi realizada analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando um sistema Shimadzu equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD). A separagdao foi conduzida em uma coluna analitica Phenomenex®
Gemini C18 110 A (250 x 4,6 mm, 5 pm).

A amostra foi preparada na concentracao de 20 mg/mL, filtrada com
filtro de seringa em PVDF (0,22 um de porosidade) e transferida para frascos tipo
vial de 2 mL. Em seguida, foram injetados 30 puL da solugdo para realizagcdo da
otimizagdo cromatografica.

Inicialmente, foi utilizado um gradiente exploratorio com fase movel
composta por agua (H20) e acetonitrila (ACN), sob fluxo de 1 mL/min. A partir
dessa triagem, observou-se que o metodo isocratico proporcionou melhor
resolucdo dos picos cromatograficos e, portanto, foi selecionado para as etapas
subsequentes.

Com base nesse método otimizado, preparou-se uma nova solucao
da fracdo SF3 na concentracdo de 100 mg/mL, visando ao isolamento dos
constituintes majoritarios. Essa solucdo foi submetida a purificagdo em uma

coluna semi-preparativa Phenomenex® Gemini C18 110 A (250 x 10 mm, 5 pm),
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operando sob fluxo de 2,5 mL/min. Foram realizadas 20 injecdes sucessivas,

permitindo a coleta das fracdes purificadas.

3.2.7 Analise e fracionamento cromatografico do extrato etanodlico das
cascas de Vismia guianensis

O extrato bruto foi inicialmente submetido a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando um sistema
Shimadzu equipado com detector DAD e coluna analitica Phenomenex® Gemini
C18 (250 x 10 mm, 5 um). Com o objetivo de avaliar a distribui¢do dos compostos
de acordo com sua polaridade e selecionar o sistema de solventes mais eficiente
para a separacao, foram testadas duas combinagdes de fase movel: ACN/H20 e
MetOH/H20, ambas na presenca e auséncia de acido formico. O método
cromatografico foi conduzido em gradiente, iniciando em 95% de H:0 e
progredindo até 100% de fase organica (ACN ou MetOH) ao longo de 60 minutos.

Com base no perfil cromatografico obtido, observou-se melhor
resolucao utilizando o sistema H>O + ACN contendo 0,1% de acido formico, o
qual foi selecionado para as andlises e etapas subsequentes de fracionamento. A
preparacdo da amostra para a analise consistiu na pesagem de 20 mg do extrato,
ressuspensos em 1 mL de metanol e filtrados em membrana PVDF (0,22 pm),
sendo o filtrado transferido para vial de 2 mL.

A avaliag¢do espectral demonstrou que o comprimento de onda de
254 nm proporcionou o maior numero de bandas cromatograficas, sendo,
portanto, adotado para monitoramento analitico. Definido o sistema
cromatografico, procedeu-se ao fracionamento do extrato por meio de cartuchos
de extracdo em fase solida (SPE) C18 de 10 g (Sigma-Aldrich), empregando
eluicdo em fase reversa. Para evitar sobrecarga do material adsorvente e garantir
maior eficiéncia na separagdo, foram aplicados 1 g de extrato por ciclo,

totalizando 15 repeticoes. Ao final do processo, obtiveram-se cinco fracoes,
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posteriormente analisadas sob as mesmas condigdes cromatograficas utilizadas

para o extrato bruto, com o intuito de avaliar a eficdcia da separagao.

3.2.8 Fracionamento da fracao PLC-F1

A fragao PLC-F1 demonstrou potencial de atividade e, por isso, foi
analisado seu perfil cromatografico. Para essa andlise, utilizou-se a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em um equipamento Shimadzu, com uma
coluna analitica Phenomenex® Gemini C18 (250 x 10 mm, 5 um). A anélise foi
realizada por meio de gradiente exploratorio, utilizando uma mistura de solventes
H,O e acetonitrila (ACN), com fluxo de 1 mL/min.

Posterior a analise de CLAE, foi observado a grande quantidade de
compostos entdo foi definido fracionar a amostra por silica flash de fase normal
onde foi eluida de modo gradiente com a mistura de solventes, Hexanos e acetato
iniciando do mais apolar ao mais polar, finalizando com a ultima fracao de 100%

MetOH as fragdes foram reunidas por similaridade utilizando CCD.

PLC-F1
5g

Cromatografia por adsorgdo
Silica Gel (230-400 Mesh)
o=25cm, h=50cm
Hexano - AcOEt - MeOH

| I I T T T I

1101 805 110.1 1106 2302 200 Q0 :1,00 ;

mg M o0 78 U035 o 242570 2835 g 3047 0 5255 100.263.66 gy MetOH
w04 = 1106 "= 1701 110.1 80.1 110.1  ~ 1001 mZ1003mg 3g

mg mg mg mg mg mg mg

I
67-75 |

PLC-FI-F5 PFC-F1-F9

FLUXOGRAMA 1: Refracionamento da fracao PLC-F1.

3.2.9 Fracionamento PLC-F1-F5

A fragdo foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando um equipamento Shimadzu e a coluna analitica Phenomenex®
Gemini C18 (250 x 10 mm, 5 um). Utilizou-se um gradiente exploratério com
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uma mistura de solventes H2O e acetonitrila (ACN) e um fluxo de 1 mL/min.
Observou-se que a metodologia concentrou os compostos na faixa de eluicao
esperada. Esses compostos foram posteriormente submetidos a ensaios frente a
Atta sexdens, uma vez que a classe dos compostos demonstrou atividade
biologica.

A SF2 foi submetida a otimizag¢do cromatografica para a separagao
e purificagdo dos compostos presentes na fragdo. A otimizagdo do método
cromatografico foi realizada em modo isocratico de eluicdo, utilizando uma fase
movel composta por 68% de acetonitrila (ACN) e 22% de agua (H20) durante 40
minutos por analise, com um fluxo de 1 mL/min. Em seguida, o método foi
transferido para uma coluna semi-preparativa, onde a purificacdo das fragoes foi
realizada com um fluxo de 2,5 mL/min e também com um tempo de 40 minutos

por analise.

Foi preparada uma solucdo de 80.5 mg/mL da fracdo, que foi
ressuspendido em metanol e injetada a 100 pL por andlise. Foram coletadas um

total de 4 fracdes, resultando na elucidagdo de 3 compostos.

3.2.10 Fracionamento da fracao PLC-F2

A fracdo PLC-F2 mostrou potencial mortalidade contra as formigas
cortadeiras Atta sexdens, sendo assim foi preparada uma solugdao de 100 mg/mL
da fracdo, entdo, filtrada com um filtro de seringa em PVDF com porosidade de
0,22 pum e transferida para um vial de 2 mL. A qual submetida a fracionamento
realizado em modo isocratico de eluigdo usando uma coluna semi-preparativa de
fase reversa Phenomenex® Gemini C18 (250 x 10 mm, particula de S5pum), onde
as fases foram preparadas: H,O (ultrapura Milli- Q®) + acido formico 0,1% e
ACN (grau HPLC Sigma—Aldrich®) + 4cido férmico 0,1% A eluicdo foi

observada no comprimento de onda de 254nm com fluxo de 2mL/min, ACN de
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74% em 65min e volume de inje¢do de 50uL. Posteriormente, estas subfracoes

foram analisadas por técnicas de RMN de 1H e espectrometria de massas.

3.2.11 Ensaios frente Atta sexdens- Coleta e manutencdo das formigas
utilizadas nos bioensaios

As operarias de Atta sexdens, com massa corporea entre 15 e 25 mg,
foram coletadas de colonias mantidas no laboratorio do Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Rio
Claro. As coldonias foram mantidas por meio do fornecimento didrio de folhas
frescas de Eucalyptus sp., Hibiscus sp., Ligustrum sp., Acalypha wilkesiana e
Syzygium cumini, além de, ocasionalmente, flocos de aveia, farinha de milho e

outras plantas consideradas palataveis as sauvas, como folhas de amoreira (Figura

3.2).

Para a manutencao das formigas isoladas das colonias — e, portanto,
na auséncia do fungo simbionte e das folhas que compdem sua dieta natural —
foram utilizadas dietas solidas artificiais. A formulagdo consistiu em 1,5 g de
glicose, 0,3 g de peptona bacteriologica, 0,03 g de extrato de levedura ¢ 0,3 g de
agar bacteriologico, dissolvidos em 30 mL de 4gua destilada. Apds
homogeneizagdo, as solugdes foram autoclavadas a 120 °C e 1 atm por 20
minutos. A mistura ainda quente foi vertida em placas de Petri estéreis (10 cm de
diametro), previamente autoclavadas nas mesmas condi¢des, sendo entdo
adicionados os extratos dissolvidos em metanol e incorporados a dieta antes da

solidificacao.

Além das dietas tratadas com extratos, foram preparadas dietas
controle: duas dietas sem adicao de extratos e uma dieta contendo apenas metanol.
Ap0s solidificacao, as dietas foram envolvidas em filme PVC e armazenadas sob
refrigeracdo até sua utilizacdo, durante o periodo experimental (BUENO et al.,

1997).
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.
FIGURA 3.2- Vista geral do formigueiro de Atta sexdens mantido no laboratério do Centro
de Estudos de Insetos Sociais (CEIS).

3.2.12 Bioensaios para determinagdo da toxicidade

Para os ensaios biologicos, todos os extratos foram pesados
individualmente (300 mg) em balanca analitica e transferidos para frascos de
vidro. Em seguida, foi adicionado 1 mL do solvente correspondente ao processo
de extragdo para cada amostra, sendo utilizados metanol, etanol ou acetona,
conforme o tratamento. Apds a adi¢do do solvente, os frascos foram submetidos
a agitacdo em vortex para promover homogeneizagdo completa das solugdes. Nos
extratos denominados Himatanthus. e Vismia, foi necessario adicionar 1 mL
adicional de metanol para permitir a completa solubilizacdo. Apos a dilui¢do, os
extratos foram incorporados a dieta artificial ainda em estado liquido. Apds a
solidificagdo, as dietas foram embaladas com filme plastico e armazenadas sob

refrigeracdo até o uso.
3.2.13 Para os compostos puros, foram solubilizados em metanol.

Em todos os tratamentos, operarias de Atta sexdens foram retiradas

dos formigueiros e distribuidas em lotes de 50 individuos por extrato testado,
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divididas em grupos de 10 formigas e acondicionadas em cinco placas de Petri
(10 cm de diametro) forradas com papel filtro (Figura 3.3). As placas foram
mantidas em incubadora B.O.D. a 24 °C £+ 1 °C e umidade relativa superior a 70%.
A mortalidade das operarias foi monitorada diariamente por 21 dias, com a

remocao e registro do niimero de individuos mortos.

A dieta controle (sem extratos) ou contendo os compostos
(tratamentos) foi ofertada diariamente em pequenos fragmentos de
aproximadamente 0,4 a 0,5 g, posicionados sobre papel aluminio (Figura 3.4). A
cada 24 horas, a dieta e o papel filtro — quando danificado pelas formigas —
eram substituidos, de modo a evitar contaminagdes e garantir condigdes

adequadas de higiene durante o experimento.

As formigas pertencentes aos tratamentos receberam continuamente
a dieta suplementada com extratos pelo periodo total de 21 dias, enquanto o grupo
controle foi alimentado com dieta isenta de extratos durante o mesmo intervalo

experimental.

FIGURA 3.3- Operarias de Atta sexdens submetidas ao tratamento com o extrato
incorporado em dieta artificial. Fonte: Arquivo pessoal.
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FIGURA 3.4- Dietas utilizadas, ja e prontas para o oferecimento.

3.2.13 Analise dos dados de toxicidade

A anélise dos dados foi realizada por meio da determinagdo das
porcentagens acumuladas de formigas vivas ao longo dos dias para cada
tratamento. A partir dessas curvas, foi estimado o tempo de sobrevivéncia mediana
das operdarias. As curvas de sobrevivéncia foram comparadas utilizando o teste
nao paramétrico Log-Rank (Mantel-Cox), adotando-se nivel de significancia de
5% (ELANDT-JOHNSON et al., 1980). Todas as analises estatisticas foram

conduzidas no software GraphPad Prism versao 3.0.

Nos bioensaios cujos extratos foram diluidos em metanol, as
amostras foram comparadas ao controle constituido por dieta pura acrescida de
metanol. Inicialmente, o grupo controle foi comparado individualmente a cada
tratamento. Posteriormente, todos os tratamentos e o controle foram analisados
em conjunto pelo teste Log-Rank, a fim de verificar a presenca ou auséncia de

diferencas estatisticamente significativas entre os compostos avaliados.
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3.2.14 Atividade antimicrobiana- Analise qualitativa da atividade
antimicrobiana obtida pelos extratos de plantas

As analises da atividade antimicrobiana dos extratos vegetais foram
conduzidas pelo método de difusdo em &gar por poco, utilizando como

microrganismo-teste o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Inicialmente, foi preparado o meio de cultura especifico (MIX),
composto de extrato de malte (20 g/L), agar (17 g/L), digestdo enzimatica de
gelatina (5 g/L) e extrato de levedura (2 g/L), dissolvidos em agua destilada. O
meio e as placas de Petri de vidro foram esterilizados em autoclave a 1 atm por
15 minutos. Apds esterilizagdo, o meio ainda quente foi distribuido nas placas de
Petri, que foram mantidas em capela de fluxo laminar até o completo resfriamento

e solidificacdo, a fim de evitar contaminagdes.

Para o preparo do inoculo, o caldo Sabouraud foi preparado
conforme as especificacoes do fabricante e esterilizado em autoclave. Em tubo de
ensaio estéril, o caldo foi misturado a uma suspensao salina (NaCl 0,9%) contendo
L. gongylophorus na propor¢ao de 1:5. O indculo foi incubado em estufa a 25 °C

por 15 dias para assegurar o crescimento ativo do fungo.

Os extratos vegetais foram pesados e solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) nas concentragdes finais de 0,1 g/mL e 0,05 g/mL. Para

substancias puras isoladas, empregaram-se concentragdes de 0,01 g/mL.

Ap0s o periodo de incubagdo do inoculo, foram confeccionados
pocos de aproximadamente 6,0 mm no centro das placas contendo o meio MIX
solido, utilizando pipeta de Pasteur esterilizada acoplada a bomba a vacuo. Em
seguida, 1 mL do indculo foi distribuido sobre cada placa e espalhado com auxilio
de alca de Drigalski estéril. Apos absorcao do excesso de umidade (~1 h), foram
aplicados 50 puL de cada extrato no interior dos pocos. As placas foram incubadas

a 25 °C por 15 dias.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O DMSO foi
utilizado como controle negativo. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela

formagao de halos de inibi¢ao ao redor dos pogos.
3.2.15 Leitura das placas e interpretagao dos resultados

Apo6s o periodo de 15 dias de incubagdo, as placas contendo os
extratos vegetais foram avaliadas quanto a uniformidade do crescimento fungico,
a auséncia de contaminac¢des externas e a defini¢dao dos halos de inibi¢ao formados
ao redor dos pogos. Apds essa inspegao preliminar, a mensuragdao dos halos de
inibicdo foi realizada com o auxilio de uma régua milimetrada de 30 cm,
posicionada sobre fundo branco para melhor visualizagdo e precisdao das

medigdes.

3.2.16 Analises por Espectrometria de Massas

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (LC-MS/Q-TOF), utilizando um
espectrometro do tipo Q-TOF, modelo Agilent 6545B Q-TOF, equipado com fonte
de ionizacao por eletrospray assistida por jato (Dual AJS ESI), operando no modo
de ionizacdo positiva. A aquisi¢ao de dados foi conduzida no modo Auto MS/MS
(AutoMS?), permitindo a selegdo automatica de ions precursores para
fragmentacao. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de m/z 50—1000,
tanto para MS quanto para MS/MS, com taxa de aquisi¢ao de 3 espectros por
segundo e largura de isolamento meédia (~4 Da). Foram selecionados até 5
precursores por ciclo, com limiar absoluto de 10 contagens e pureza minima de
80% para fragmentagdo, sendo a energia de colisdo aplicada de forma dependente

da massa e do estado de carga dos ions.

Os parametros da fonte foram ajustados com temperatura do gas de
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secagem de 350 °C, fluxo de 12 L min, pressdao do nebulizador de 40 psig,
temperatura do géas de bainha de 325 °C e fluxo de 11 L min™'. A voltagem do
capilar foi mantida em 3200 V, com voltagem do nozzle de 715 V, fragmentor
ajustado para 105 V, skimmer em 35 V e RF do octopolo em 473 V. A aquisi¢ao
utilizou limiar absoluto de 100 contagens para MS e 5 contagens para MS/MS,
com limiar relativo de 0,01% em ambos os casos, sem utilizacdo de massa de

referéncia interna (lock mass).

A separagdo cromatografica foi realizada em sistema de UHPLC
composto por bomba quaternaria Agilent G7104A e amostrador automatico
Agilent G7167B Multisampler. A fase movel foi constituida por adgua (A) e
acetonitrila (B), com fluxo de 0,300 mL min™. O gradiente de elui¢do foi
programado da seguinte forma: 0—10 min, 100% B; 10—13 min, 22% B; 13-17
min, 22% B. O volume de inje¢cdo foi de 10 puL. A coluna cromatografica foi
mantida a 40 °C em compartimento termostatizado Agilent G7116B Column

Compartment.

A aquisi¢do e o processamento dos dados foram realizados utilizando
o software Agilent MassHunter, sendo os cromatogramas monitorados por meio
do cromatograma de ions totais (TIC). A amostragem foi conduzida com
velocidade de aspiracdao de 100 uL min™' e velocidade de ejecao de 400 uLL min™’,
com tempo de espera de 1,2 s apds aspiragdo, utilizando lavagem padrao da agulha

por 3 s para minimizar contaminagdo cruzada.

3.2.17 Modelagem molecular por Homologia

A modelagem estrutural por homologia da enzima acetilcolinesterase
(AChE) foi realizada utilizando a plataforma SWISS-MODEL Workspace
(Waterhouse et al., 2018), com o objetivo de obter um modelo tridimensional da

acetilcolinesterase de Atfa sexdens, organismo de interesse no estudo
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experimental associado. A sequéncia primaria da proteina alvo foi obtida a partir
de um banco de dados publico de proteinas e inserida no sistema no formato
FASTA. Considerando a auséncia de estruturas cristalograficas da AChE de Atta
sexdens disponiveis em bancos de dados estruturais, a abordagem de modelagem
por homologia foi empregada como alternativa para a obten¢do de informagdes

estruturais da enzima.

A identifica¢do de estruturas molde foi conduzida automaticamente
pelo servidor por meio de buscas baseadas em similaridade de sequéncia e perfis
evolutivos, utilizando os algoritmos BLAST e HHblits, contra a biblioteca interna
do SWISS-MODEL, composta por estruturas experimentais depositadas no
Protein Data Bank (PDB). A selecdo dos templates considerou critérios como
identidade e cobertura de sequéncia, bem como a qualidade estrutural das
estruturas candidatas, a partir do alinhamento entre a sequéncia-alvo e os modelos

disponiveis.

A construcdo do modelo tridimensional foi realizada com o
programa ProMod3 (Studer et al., 2021), no qual as coordenadas estruturalmente
conservadas foram transferidas do template para o modelo, enquanto regides
correspondentes a inser¢oes ¢ delegdes foram remodeladas. As cadeias laterais
foram reconstruidas, e a geometria final do modelo foi otimizada por meio de
regularizacdo com campo de for¢a. A qualidade estrutural do modelo gerado foi
avaliada globalmente e por residuo utilizando a fun¢dao de pontuagio QMEAN
(Studer et al., 2020), fornecendo uma estimativa da confiabilidade do modelo

obtido.

Entre os templates identificados pelo SWISS-MODEL, selecionou-
se como molde principal a estrutura Sydj.1.A, correspondente a acetilcolinesterase
de Anopheles gambiae (AgAChE), determinada por cristalografia de raios X com

resolucdo de 3,0 A. Esse template apresentou elevada identidade de sequéncia
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(69,57%) e ampla cobertura do alinhamento, justificando sua escolha como

modelo de referéncia.

O modelo tridimensional foi entdo construido automaticamente pelo
SWISS-MODEL, originando o Model 01, o qual apresentou valores de GMQE =
0,80 ¢ QMEANDIisCo Global = 0,87 £+ 0,05, indicativos de boa qualidade
estrutural. O modelo final foi exportado em formato PDB para analises estruturais

subsequentes e eventuais simulagdes computacionais.
3.2.18 Validagdo Estrutural do Modelo (1.2)

A qualidade estrutural do modelo tridimensional gerado foi avaliada
utilizando o servidor SAVES v6.1 (UCLA-DOE), que integra diferentes
ferramentas destinadas a verificacdo estereoquimica e a analise da consisténcia

estrutural de modelos proteicos. As seguintes analises foram empregadas:

PROCHECK: Avalia parametros geométricos da proteina, incluindo
angulos de tor¢do, comprimentos e angulos de ligacdo, planaridade e
conformacoes cis/trans. O programa também gera o diagrama de Ramachandran,
permitindo a inspe¢ao da distribui¢cdo dos angulos ¢ (phi) e y (psi) dos residuos e
a identificacdo daqueles localizados em regides preferenciais, permitidas ou nao

permitidas do espago conformacional.

ERRAT: Examina padroes de interacdes nao ligadas entre diferentes
classes de atomos, com base em estatisticas derivadas de estruturas
cristalograficas de alta resolu¢do. O resultado ¢ expresso como um Overall
Quality Factor, variando de 0 a 100, sendo valores superiores a 50 indicativos de

boa consisténcia estrutural e confiabilidade do modelo.

VERIFY3D: Avalia a compatibilidade entre a estrutura
tridimensional (3D) do modelo e o perfil unidimensional (1D) da sequéncia de

aminoacidos, analisando o ambiente estrutural de cada residuo. Modelos
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considerados adequados apresentam, tipicamente, pelo menos 80% dos residuos

com escores iguais ou superiores a 0,1.

A integracdo dessas analises permite a identificagdo de possiveis
regides estruturalmente inconsistentes ou geometricamente desfavoraveis,
assegurando a confiabilidade do modelo para etapas subsequentes, como

refinamento estrutural e estudos de ancoramento molecular (molecular docking).
3.2.19 Docking em Ache

As estruturas tridimensionais das moléculas avaliadas pelos calculos
de docking molecular (Figura 4.83) foram construidas in silico utilizando o
software Avogadro. Apos a construgdo, as moléculas foram submetidas a um
procedimento de otimizagdo geométrica com o objetivo de obter conformagdes
energeticamente mais estaveis. A otimizagao foi realizada empregando o campo
de forca MMFF94 (Merck Molecular Force Field) (Halgren, 1996), conforme

implementado no proprio software.

Em seguida, os estudos de docking molecular foram conduzidos por
meio do software Molegro Virtual Docker 6.0 (MVD) (Thomsen & Christensen,
2006). O algoritmo selecionado para a simulacao foi o MolDock SE, escolhido
por sua robustez e ampla aplicagdo em estudos de acoplamento molecular. Os
parametros do algoritmo foram mantidos nos valores padrao recomendados pelo
programa, de modo a garantir um equilibrio adequado entre custo computacional
e qualidade das solugdes obtidas. Foram realizadas 10 execugdes independentes
(runs), utilizando tamanho de populagdo igual a 50 individuos, niimero maximo

de 1500 iteracoes, fator de escala de 0,50 e taxa de crossover de 0,90.

A avaliagdo das poses geradas foi realizada por meio da fun¢ado de
pontuacdo MolDock Score (Thomsen & Christensen, 2006), utilizada para estimar
a afinidade de ligagdo entre os ligantes ¢ o sitio de interagdao do receptor. Durante

as simulagdes, a flexibilidade do ligante foi ativada, permitindo a exploracao
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conformacional das moléculas estudadas, enquanto a estrutura da proteina foi

mantida rigida, ndo sendo considerada flexibilidade do receptor.

Ap6s a realizagdo do docking molecular, as melhores poses obtidas
foram selecionadas para andlise detalhada das interagdes intermoleculares entre
os ligantes e o receptor AChE. Essa analise foi realizada utilizando o servidor
Protein—Ligand Interaction Profiler (PLIP), uma ferramenta automatizada
destinada a identificacdo e caracterizacdo de interagdes nao covalentes em

complexos proteina—ligante.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Resultados

4.1.1 Perfil cromatografico de cascas de Himatanthus articulatus

A partir da analise cromatografica, (figura 4.1), pode ser definido as
proporgoes de solventes aplicados para o fracionamento, ademais foi definido que
o melhor comprimento de onda a ser trabalhado em 254 nm. O rendimento para

cada fracao esta apresentados no FUXOGRAMA 2.

1100 PEONMAnm

77777

FIGURA 4.1- Perfil cromatografico do extrato etanolico de H. articulatus em 254 nm.
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Extrato etanolico
15¢g

Extracdo em fase solida- C18

Sf1 Sf2 sf3 Sf4 sf5 Sf6
0,8835g 405759 1578 g 1,398 g 0,615 g 6,4668 g

FLUXOGRAMA 2- Fracionamento do extrato de cascas de Himatanthus articulatus.

4.1.2 Otimizagdo cromatografica e isolamento para SF2

Ao analisar o perfil cromatografico da SF2, verificou-se que os
compostos estavam concentrados em uma faixa de elui¢do estreita e proxima entre
si (Figura 4.2). O método cromatografico utilizado encontra-se descrito na Tabela
5. Em funcao desse comportamento, adotou-se o modo de eluigdo isocratico, com
o objetivo de estabelecer a condicdo mais apropriada para a separacao eficiente

para coleta dos compostos.
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FIGURA 4.2- Cromatograma do perfil cromatografico via HPLC da SF2 no comprimento de
onda de 254nm.
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TABELA 4.1 - Gradiente exploratorio utilizado na analise do perfil quimico da amostra

Tempo (min) H20% ACN%

0 95 5
40 0 100
45 0 100
46 95 5
60 95 5

ApoOs a otimizagdo cromatografica, o método considerado ideal
consistiu na eluigdo isocratico com 76:24% H>0O/ACN por 17 minutos, seguida
de um gradiente at€¢ 67:33% da mesma mistura de solventes, mantido até 30
minutos, conforme descrito na Tabela 4.2. A partir dessa fragdo, foram isolados
cinco compostos. O cromatograma da amostra obtido sob as condi¢des otimizadas
estd apresentado na Figura 4.3, na qual as bandas cromatograficas que deram
origem aos compostos isolados encontram-se devidamente numeradas,

juntamente com seus respectivos tempos de retengao.

- TRU .
- P50nmdnm ]

M;_—._..:....4155._.:.....:..s..:_._..:.....:?._._.:.1....:.....:_._..:...f:’r:._

FIGURA 4.3- Cromatograma otimizado para coleta da fracdo SF2, usando H>O e ACN e seus
respectivos compostos isolados.
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TABELA 4.2- M¢étodo analitico para isolamento dos compostos da fragao sf2

Tempo (min) H20% ACN%

0 76 24
17 76 24
18 67 33
30 67 33

4.1.3 Otimizagao cromatografica e isolamento para SF3

Apbs a otimizagdo cromatografica, o método considerado ideal
consistiu na elui¢ao isocratico com 40:60 %, mantido até 30 minutos, conforme
descrito na Tabela 4.3. A partir dessa fra¢do, foram isolados 2 compostos. O
cromatograma da amostra obtido sob as condi¢des otimizadas estd apresentado na
Figura 4.4, na qual as bandas cromatograficas que deram origem aos compostos
1solados encontram-se devidamente numeradas, juntamente com seus respectivos

tempos de retengao.
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FIGURA 4.4- Cromatograma da SF3, no modo isocratico de elui¢do, usando H>O:ACN na
proporcao 40-60%.
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TABELA 4.3- Otimizagao cromatografica de método de elui¢ao para amostra SF3 para
purificacdo de compostos

Tempo H20% ACN%
(min)
0 40 60
15 40 60

4.1.4  Perfil cromatografico e fracionamento de extrato de Vismia
guianensis

A partir da andlise cromatografica, (figura 4.5), pode ser definido as
proporg¢des de solventes aplicados para o fracionamento, ademais foi definido que
o melhor comprimento de onda a ser trabalhado em 254 nm. Os dados de
proporg¢des aplicadas para o fracionamento do extrato esta presente na tabela 4.4.

O rendimento para cada frac¢do esta apresentados no FUXOGRAMA 2.

mAU
{P50nm.4nm

20
o. e
0.0 5.0 10,0

FIGURA 4.5- Perfil cromatografico do extrato etanolico de Vismia guianensis em 254 nm.

]
min'
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PLC
15g
Extracio em fase solida

(C-18)
o=15cm, h=4 cm

PLC-F1 PLC-F2 PLC-F3 PLC-F4 PLC-F5
8.460g 2.130¢ 1,065¢ 0.810g 0.520¢g

FLUXOGRAMA 3- Fracionamento do extrato de Vismia guianensis.

TABELA 4.4- Propor¢des de solvente usados para o fracionamento do extrato de Vismia
guianenses

Fracao H20% ACN% MeOH% CHCl:%

PLC-f1 50 50 - -
PLC-12 80 20 - -
PLC-f3 - 100 - -
PLC-14 - - 100 -
PLC-15 - - 50 50

4.1.5 Perfil cromatografico e fracionamento da PLC-F1

Na figura 4.6, estd apresentado revela o perfil cromatografico da
amostra PLC-F1. Devido a grande quantidade de compostos presentes da fracao,
foi necessario fracionar mais a amostra, como mencionado no item 3.2.7, o
fluxograma 4 mostra as massas das fra¢des reunidas com uso de CCD, baseado
na sua similaridade, foi usado camara de revelacdo UV no comprimento de onda

de 254 nm para fazer a observagao.
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FIGURA 4.6- Cromatograma da Fragao PLC-F1 monitorada pelo comprimento de onda de
254 nm.

PLC-F1
Sg

Cromatografia por adsorgdo
Silica Gel (230-400 Mesh)
¢=25cm, h=50cm
Hexano - AcQEt - MeOH

1-2 56 012 16-23 26-27 36-38 48-51 6.6 67-75
1101 80.5 110.1 110,6 2302 200 ag ; 80
mg 34 7 78 135 g 2425 g 2835 g 3947 ., 5255 100.2 63-66 1o MetOH
T 1004 T ° 106 5 1701 T 1101 T 801 T 1101 1001 ME1003mg 0 3g
mg mg mg mg mg mg mg

PLC-F1-F5 PFC-F1-F9

FLUXOGRAMA 4- Refracionamento da fragdo PLC-F1.

4.1.6 Perfil cromatografico e fracionamento da PLC-F1-F5

Ao analisar o perfil cromatografico da fracdo PLC-F1-F5 (Figura
4.7), foi possivel realizar a otimizagdo das condi¢des cromatograficas utilizando
a propor¢ao de 22:68% de H2O:ACN. Apos essa otimizagdo, observou-se uma
melhora significativa na resolu¢do dos picos, favorecendo a separagdo dos

constituintes e auxiliando no isolamento dos compostos, além da reducdo do
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tempo total de andlise para 30 minutos. Os compostos isolados, identificados

como 9 e 10, encontram-se destacados na Figura 4.8.
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FIGURA 4.7- Cromatograma da fracdo PLC-f1-F5, obtido com elui¢do em gradiente e
detec¢ao a 250 nm.
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FIGURA 4.8- Cromatograma da fracdo PLC-F1-F5 para coleta, no modo isocratico de
eluigcdo e 250 nm de deteccao.

4.1.7 Fracionamento da PLC-F2

Apos a otimizagdo cromatografica, o método considerado ideal
consistiu na eluigdo isocratico com 26:74 % de H,O:ANC + acido formico 0,1%
em ambas das fases moveis, mantido até 60 minutos. A partir dessa fra¢ao, foram
isolados 6 compostos. O cromatograma da amostra obtido sob as condigdes

otimizadas esta apresentado na Figura 4.9, na qual as bandas cromatograficas que
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deram origem aos compostos isolados encontram-se devidamente numeradas,

juntamente com seus respectivos tempos de retencao.

Datai:plf2-66led. Jed PDA Ch1 254nm 4nm

30 Substancia 15 Supstancia 12
T T tancia 14
—

20 ||
10 n ﬂ |r||.|ﬁ JIM |||| |
’ f\_J‘*JWW«J I

0,0 50 10,0 15,0 200 250 300 350 40,0 450 50,0 55,0 60,0 min
FIGURA 4.9- Perfil cromatografico da PLC-F2, modo isocratico em A 254nm.

—

4.1.8 Substancias isoladas

Nesse estudo foram isolados metabolitos secundarios das espécies de
Hymantatus articulatus e Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, dentre os quais
foram isolados substancias da classes de iridoides, antraquinonas, benzofenonas e

antranois, somando um total de 16 Substancias, figura 4.10.
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FIGURA 4.10 - Substancias isoladas, classificadas em iridoides, benzofenonas, antraquinonas
e antranol.

59



4.1.8.1 Substancia 1- Acido B-Dihydroplumericina

A substancia 01- Acido B-Dihydroplumericina, figura 4.11, foi
isolada da casca de H. articulatus por meio de um extrato etanolico, presente na
fragdo Sf-2, sendo sua estrutura determinada por experimentos de RMN de 'H,
BC, HSQC, COSY e EM de alta resolu¢io (HRESI-MS). A validagdo da
determinagdo estrutural foi assegurada pela comparacao dos espectros obtidos
com dados previamente publicados na literatura (BARRETO et al, 1998). Este
processo foi crucial para garantir a consisténcia e confiabilidade na elucidacao da
estrutura molecular da substancia 01. Os espectros complementares referentes a

essa substancia encontram-se apresentados no Apéndice A (Figuras A1-AS).

FIGURA 4.11- Estrutura quimica da substancia 1.

A substancia 01 apresentou caracteristicas espectrais compativeis
com a estrutura de Acido p-Dihydroplumericina (CiaHi4Og). Os dados de RMN
uni e bidimensionais confirmaram a presenca de um esqueleto iridoidal,
evidenciado pelos sinais em 6 3,96 (d, J = 9,6 Hz, 1H) para H-5 ¢ 6 3,46 (dd, J =
9,6; 6,0 Hz, 1H) para H-9. A analise conjunta dos espectros de RMN *C ¢ HSQC
permitiu a atribuigdo completa dos carbonos do esqueleto (vide Tabela),
destacando-se os sinais em o 37,6 e 53,7, correspondentes aos carbonos C-5 ¢ C-

9, respectivamente, os quais participam da jun¢do de anéis da molécula.

A partir desses dois sinais-chave, as demais atribuigdes foram

realizadas com base nas correlagdes observadas no espectro HMBC. O hidrogénio
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H-5 apresentou correlagdes com os carbonos C-9, C-1, C-4, C-7, C-6, C-3 e C-15,
com deslocamentos em o 53,7; 101,6; 107,7; 126.4; 141.4; 155,0 ¢ 172,0,

respectivamente. Apresentados na figura 4.12.

13
14

FIGURA 4.12- Principais correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC para o sinal &
3,96 (d, J=9,6 Hz, 1H) para H-5.

A posigdo C-4 (6 107,7) mostrou-se substituida por grupos sem
hidrogénios, enquanto a analise do sinal em & 155,0 (C-3) revelou, por HSQC,
correlacdo com o Hidrogenio & 7,56 (s, 1H), atribuido ao H-3. A auséncia de
acoplamento e a presenca de um unico pico (singleto) sugerem que H-3 esta em
um ambiente isolado, sem vizinhanga de outros prétons, e provavelmente
adjacente a um grupo retirador de densidade eletronica. Pelo HMBC, o H-3
correlacionou-se com os carbonos C-5, C-9, C-1, C-4, C-6 ¢ C-15, reforcando a

substitui¢ao heteroatomica na vizinhanga.

O sinal em 06 5,60 (d, J = 5,9 Hz, 1H), correlacionado no HSQC ao
carbono 6 101,6 (C-1), foi atribuido ao H-1, caracterizando um hidrogénio alilico.
As correlagdes de H-1 com os carbonos C-9 (53,8), C-8 (106,3) e C-3 (155,0) no

HMBC apoiam essa atribuigao.

Ja os sinais de H-6 e H-7 foram observados em 6 6,08 (dd, ] = 8,9;
5,1 Hz, 1H) e 6 5,66 (d, J = 5,0 Hz, 1H), respectivamente, compativeis com

hidrogénios olefinicos. A constante de acoplamento de 5 Hz indica um sistema cis
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entre eles, e a constante de 9 Hz para H-6 sugere um acoplamento trans-diaxial

com H-5, com um angulo diedro proximo de 180°.

O sinal de H-7 correlacionou-se no HMBC com os carbonos C-5
(37,6), C-9 (53,7), C-8 (104,7) e C-6 (141,4). O sinal de C-8 (& 104,7), conforme
HSQC, trata-se de um carbono tetrassubstituido, também correlacionado com o
préton H-9, reforcando seu papel como jungdo de anel, provavelmente de um

sistema espiranico.

Até entdo, todas as atribuicdes estavam coerentes, mas ainda havia
sinais remanescentes. Um deles, em 06 1,11 (t, J = 7,4 Hz, 3H), fo1 atribuido ao H-
14, um grupo metilico terminal. Pelo HSQC, correlacionou-se com o carbono em
0 12,0 (C-14). O HMBC revelou correlagao com os carbonos C-13 (22,8) e C-11
(48,8).

Os sinais em 6 1,13 (m) e 6 1,66 (m), cada um integrando para 1H,
mostraram correlagcdo com o carbono C-13, conforme observado no espectro de
HSQC, sugerindo que se tratam de hidrogénios diastereotopicos. No experimento
de HMBC, esses protons apresentaram correlagdes com os carbonos C-14, C-11,
C-10 (0 86,8) e C-12 (& 176,8). Adicionalmente, o espectro COSY evidenciou
acoplamentos entre os protons H-13, H-14 (6 1,11, ¢) e H-11 (6 2,77, dd, J = 8,1;
6,8 Hz), o que reforca a presenca de um centro quiral em C-11 e de um ambiente
assimétrico ao redor de C-13, justificando a diastereotopicidade dos hidrogénios

ali presentes.

A presenga de dois sinais distintos no espectro de 'H RMN foi
corroborada pela andlise do mapa de contornos do HSQC, no qual observou-se a
correlacao de dois deslocamentos quimicos diferentes com um tnico carbono (C-
13). Esses sinais foram, portanto, atribuidos aos protons H-13a e H-13b, ambos
localizados em um carbono metilénico vizinho a um grupo metilico (H-14) e ao

centro estereogénico em C-11, como ilustrado na figura 4.13.
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FIGURA 4.13— Relagao entre o angulo diedro (@) e a constante de acoplamento vicinal (}J {H—
H}). A curva representa a equacdo de Karplus, descrevendo a variagdo da constante de
acoplamento vicinal ()J {H-H}, em Hz) em funcao do angulo diedro ¢ entre os hidrogénios H,
e Hp. As projegdes estruturais ilustram as diferentes orientagdes espaciais das ligagdes C—H,
evidenciando as conformagdes que resultam em valores maximos ¢ minimos de acoplamento
escalar. Claridge (2016).

Conforme a projecdo apresentada na figura, a presenca de
multiplicidade de segunda ordem decorrente de sinais fortemente acoplados e a
dificuldade em atribuir experimentalmente as constantes de acoplamento para os
nucleos H-13 levaram a simulacao do espectro no software FOMSC-3, utilizando-
se os valores de J dos acoplamentos adjacentes. Inicialmente, espera-se que tanto
H-13a e H-13b apresentem acoplamento com o grupo metila, resultando em um
quarteto, o qual, por sua vez, acopla-se vicinalmente com H-11, originando um
dubleto, e adicionalmente sofre acoplamento geminal entre H-13a e H-13b,
resultando em uma multiplicidade do tipo ddq, conforme esperado para sistemas

de primeira ordem.

ApoOs a simulagdo, obtém-se o espectro abaixo, comparado com o

sinal observado experimentalmente:
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A

FIGURA 4.14- Espectro em comparagao com tedrico e experimental, em A: espectro tedrico e
B: espectro observado.

ApoOs a simulacdo indicar a multiplicidade esperada, com alta
resolugdo, para esse sinal tanto em HI13a quanto em H13b, esta seria, como

apresentado na figura a baixo:

mmom

FIGURA 4.15- Espectro obtido através do programa de simulacdo de espectro FOMSC3, com
maior resolugdo para o sinal H13 aeb.

Para o carbono C-11, o experimento de HMBC revelou correlacdes
com os carbonos C-14 (6 12,0), C-13 (8 22,8), C-10 (6 86,8), C-8 (6 106,2) e C-
12 (6 176,8). A correlagao observada com o carbono C-8 sustenta a proposta de
formagdo de um anel espiro na estrutura. A conexao com C-10, que apresenta
correlagdo no HSQC com o proton 6 4,40 (s, 1H), indica a presenca de um grupo
fortemente retirador de densidade eletronica ligado a esse carbono, o que justifica
seu deslocamento quimico elevado. Por fim, o carbono C-12, que ndo apresenta

hidrogénios acoplados e exibe um sinal compativel com uma funcao carboxilica,
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contribui para a definicdo da conectividade e arquitetura final da molécula

proposta.

As correlagdes observadas no espectro de HMBC, destacadas em
vermelho, indicam intera¢des de longo alcance (2/ e 3J) entre os hidrogénios do
grupo metileno em C-13 e os carbonos C-12 e C-14, bem como entre os
hidrogénios de C-14 e o carbono carbonilico em C-12. Adicionalmente, foram
observadas correlagdes entre os hidrogénios ligados a C-10 e os carbonos C-12 e
C-13, permitindo estabelecer a conectividade entre esses fragmentos e
confirmando a posi¢do do substituinte lateral ligado ao esqueleto principal da

molécula, figura 4.16.

FIGURA 4.16- Correlagdes chaves mencionadas acima, observadas pelo mapa de contorno
HMBC, para a porgao inferior da substancia 1.

Todos os dados obtidos puderam ser comparados com dados

previamente descritos e estdo compilados de modo comparativo na tabela 9.

TABELA 4.5- Dados de RMN de 'H, *C comparado com dados da literatura

C 5 H 5 13C 8 'H(Lit.) * & BC(Lit.) 8*
~ 5.62 (d, J= 6.0 hz,
1 5,60 (d, J= 6.0 Hz, 1H) 101,6 1H) 101.3
3 7,56 (s, 1H) 155,0 7.58(s, 1H) 154.7
4 - 107,6 - 105.9
~ 3.96 (td, J=9.7,
5 3,96 (d, J=9.7 Hz, 1H) 37,6 2.0,2.0 Hz) 37.2
~ 5.68 (dd, J = 6.0,
6 6,08 (dd,J=8.9,5.1 Hz, 1H)  141,3 2.0 Hz) 141.1
~ 6.09 (dd, J = 6.0,
7 5,66 (d,J=5.0 Hz, 1H) 126,1 2.0 Hz) 126.1
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8 - 106,2 - 107.4

B 3.48 (dd, J=9.7,
9 346(dd,J=9.6,60Hz IH) 53,73 6.0 Hz) 53.4
10 4,40 (s, 1H) 86,8 4.42 (s) 86.5
B 2.77 (dd, J = 8.6,
11 277(dd,J=81,68Hz, IH) 488 )\ 485
12 _ 176,8 - 176.5
1.77 (m, J = 8.6,
13 1,77 (m) 228 64.74.68 Hz) 225
B 112 (2, J = 7.4,
14 1,11 (t,J="7.4 Hz, 3H) 12,0 6.8 Hz) 11.7
15 _ 172,0 ; 171.9

Dados de RMN realizados no solvente CDCIl3; *(Veloso et al., 1999).

4.1.8.1.1 Espectro de massas para a substincia Acido p-
Dihydroplumericina (Plumericina)

A proposta de fragmentacao do composto foi elaborada a partir da
analise do espectro de massas, no qual o ion precursor foi observado em [M + H]*
279.0859, condizente com a formula molecular de Ci4H140Os, apresentando um
erro de massa de —1,43 ppm. Os espectros de MS e MS/MS encontram-se
apresentados na Figura 4.18. oi observada uma perda de 18 Da, atribuida a
eliminagdo de uma molécula de agua (—H:0), resultando na formacdo do

fragmento em m/z 261.

A partir do ion em m/z 261, ocorre uma reorganizagdo estrutural
acompanhada pela elimina¢do de uma unidade de (C=0), resultando no fragmento
em m/z 191. Esse processo ¢ favorecido pela formagao de um sistema conjugado

mais estavel no nucleo lactonico da molécula.

Alternativamente, o ion em m/z 261 pode sofrer perda de monodxido
de carbono (—CO), gerando o fragmento em m/z 233, mecanismo tipico de
compostos contendo fungdes carbonilicas ativadas. A partir desse intermediario,

uma nova eliminagao de -C4HO conduz a formagao do fragmento em m/z 163.

O ion em m/z 163 ¢ observado como um sistema estabilizado por

ressonancia, representado por duas estruturas candnicas, o que justifica sua
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elevada intensidade relativa no espectro de massas. Dessa forma, os caminhos de
fragmentacao propostos explicam de maneira consistente os principais ions
observados experimentalmente e corroboram a estrutura sugerida para o

substancia 1, conforme ilustrado na figura 4.17.

m/z: 279

m/z: 163

FIGURA 4.17- Proposta de fragmentagao para a proposta estrutural da Substancia 1.
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FIGURA 4.18- Espectro de massas de alta resolugdo (HRMS) da substincia 1,
compativel com a férmula molecular CisHi14Os. (B) Espectro de fragmentacdo
(MS/MS) do ion molecular protonado [M+H]* em m/z 279, evidenciando perdas
neutras caracteristicas e ions fragmentos que sustentam a estrutura proposta.

0.5 84.9588

145.0270 ‘
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4.1.8.2 Substancia 02- -Dihydroplumericin

A substancia 02 — B-Dihydroplumericina, (figura 4.19) foi isolada da
casca de Himatanthus articulatus a partir de um extrato etanolico, da fragdo Sf-
3. (Figura 4.19). Sua estrutura foi elucidada por meio de experimentos de RMN de
'H, C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de massas de alta resolucao
(HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela comparagdo dos
espectros obtidos com dados previamente publicados na literatura (BARRETO et
al, 1998), assegurando consisténcia e confiabilidade na determinacao da estrutura
molecular. Os espectros complementares referentes a essa substancia encontram-

se apresentados no Apéndice A (Figuras A6—A10).

FIGURA 4.19- Estrutura quimica do iridoide 2.

A substancia 02 demonstrou similaridade estrutural com a substancia
01. No espectro de RMN de 'H, observou-se um sinal em 6 3,76 ppm, integrando
para trés hidrogénios, indicando a presenca de um grupo metilico, possivelmente
decorrente de um processo de metilacao figura 4.20. No experimento de HSQC,
esse sinal apresentou correlagdo direta com um carbono em 6 51,8 ppm, sugerindo
que o atomo de carbono se encontra ligado a um grupo eletronegativo ou retirador

de densidade eletronica.
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FIGURA 4.20- Espectro ampliado do sinal em 3.76 ppm integrando para 3H referente a
esterificagdo da substancia 2.

Além disso, no espectro de HMBC foi observada uma correlagao
com o sinal de carbono em & 172 ppm, correspondente a um carbono de grupo
acila (C=0), anteriormente atribuido ao C15 na estrutura da substancia 01. Essa
correlacdo indica a ocorréncia de uma esterificacdo nessa posi¢do, corroborando

a proposta estrutural para a substancia 02, apresentado da figura 4.21.

FIGURA 4.21- Mapa de contorno do experimento HMBC evidenciando as correlagdes-chave,
com destaque para o cruzamento entre os protons ligados a C-16 e o carbono carbonilico C-15,
confirmando a conectividade estrutural proposta para essa regido da molécula.

Os dados obtidos puderam ser comparados com aqueles reportados
na literatura (BARRETO et al, 1998), conferindo maior confiabilidade a analise
realizada (Tabela 4.6).
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TABELA 4.6 - Dados de RMN de 'H, *C da substancia 2, comparado com dados da literatura

N° 3'H 8°C Lit. 3'H Lit. §°C
1 5,56 (d,J=59)  101.6  5,58(d,J=>5.8) 101.4
3 7,44 (s) 155.0 7,43 (s) 152.7
4 = 107.6 - 108.6
5 3,97 (d, = 9.6) 376 3.97(td,J=9.5;2.1)  37.9%
6 6,06 (dd,J=5.0,1.0) 1413 6,08(dd,J=5.5;2.1) 1414
7 5,66 (d,J=5.0)  126.1 5,66 (dd J=5.5;2.1) 126.4
8 - 106.2 = 106.0
9 3,43 (dd, J=9.6;6.0) 53.73 3,43(dd,J=95;58)  53.8
10 4,40 (s) 86.8 4,40 (s) 86.7
11 2,76 (m) 48.8 2,74(dd,1=6.7;1.8)  48.8
12 - 176.8 - 176.5
13-a 1,66 (m) 22.8 1,76 (m) 22.7
13-b 1,86 (m) 22.8 - 22.7
14 L11(t,J=74,3H) 12 1,10(tJ="7.3,3H) 11.9
15 - 172 - 166.6
16 (O-Me) 3,76 (s) 51.4 3,76 (s) 51.6

*Dados de RMN realizados no solvente CDCl; *(SOUZA et al., 2006).

4.1.8.2.1 Espectro de massas para a substancia -Dihydroplumericin

A proposta de fragmentagdo apresentada evidencia um padrao
coerente com a estrutura do composto e com os ions observados no espectro de
MS/MS. O ion precursor foi observado em m/z 293,1013, com erro de massa de
—2,38 ppm, condizente com o ion [M + H]", correspondente a formula molecular
CisHi60s. Os espectros de MS e MS/MS estdo apresentados na Figura.4.22.
Inicialmente, esse ion sofre perda neutra de uma molécula de agua (—18 Da),
originando o fragmento em m/z 275.09, o que sugere a ocorréncia de uma
desidratacao intramolecular. Em seguida, observa-se a formacao do fragmento em
m/z 261.07, atribuida a eliminacao adicional de um grupo hidroxila ou a rearranjos

estruturais associados a estabilizacdo do cation formado. A partir desse
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intermediario, a fragmentagao prossegue por clivagens no anel e reorganizagdes
internas, resultando no ion em m/z 215.06, compativel com perdas neutras
sucessivas € com a abertura parcial do sistema policiclico, um processo
frequentemente relatado para estruturas oxigenadas e condensadas submetidas a

ionizagao por ESI em modo positivo.

Etapas subsequentes da fragmentacdo envolvem rearranjos
estruturais mais profundos e a perda de pequenas moléculas neutras, como COx,
levando a formacdo de fragmentos de menor massa, notadamente o ion em m/z
177.05. A partir desse ponto, ocorrem isomerizagoes da dupla ligagao e clivagens
adicionais que favorecem a formacdo de um sistema aromatico mais estavel,
culminando no fragmento em m/z 145.02, observado como um dos ions mais
intensos do espectro. A recorréncia desse fragmento final, obtido por diferentes
rotas de fragmentacdo, sugere elevada estabilidade estrutural, sustentando a
proposta mecanistica apresentada. Dessa forma, o conjunto de perdas neutras,
rearranjos € ions diagnosticos observados fornece forte suporte a elucidagdo
estrutural do composto, sendo a proposta de fragmentagdo apresentada na Figura

4.23.
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FIGURA 4.22- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 2.
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FIGURA 4.23- Proposta de fragmenta¢do do composto com base nos dados de ESI-MS/MS
(modo positivo), evidenciando o ion precursor em m/z 293.1013 e os principais fragmentos
observados.
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4.1.8.3 Substancia 03- Plumericina

A substancia 03 — Plumericina (figura 4.24), foi isolada da casca de
Himatanthus articulatus a partir da fragdo Sf-3. Sua estrutura foi elucidada por
meio de experimentos de RMN de 'H, C, HSQC, HMBC, COSY e
espectrometria de massas de alta resolucdo (HRESI-MS). A validagdo estrutural
foi confirmada pela comparagao dos espectros obtidos com dados previamente
publicados na literatura (BARRETO et al, 1998), assegurando consisténcia e
confiabilidade na determinacdo da estrutura molecular. Os espectros

complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A11-A15).

FIGURA 4.24- Estrutura quimica da substancia 3.

A substancia 03 apresentou similaridade estrutural com a substancia
02. Entretanto, no espectro de RMN de 'H observou-se a alteracdo da
multiplicidade do sinal da metila em & 2,08 ppm, que passou a apresentar-se como
um dupleto, bem como a auséncia dos sinais atribuidos ao H-11 quando
comparado a estrutura anterior. Adicionalmente, foi observado um sinal em oH
7,17 ppm, atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono C-13, enquanto o respectivo
deslocamento quimico em RMN "*C foi observado em 6C 16,2 ppm. Esses dados
sugerem a presenca de uma insaturacdo entre as posigoes C-11 e C-13, sendo o

sinal em 6C 127,4 ppm atribuido ao carbono C-11.

73



No espectro de HMBC, foram observadas correlagdes entre os
carbonos C-11 e C-13, as quais foram fundamentais para a confirmagao do
esqueleto carbonico e da posigdo relativa dos grupos funcionais no composto.
Destacam-se ainda as correlagdes do carbono C-14 com os carbonos C-12, C-13
e C-11, correspondentes aos deslocamentos quimicos em 6C 168,2; 145,4 ¢ 127,4
ppm, respectivamente, corroborando a proposta estrutural. No espectro de COSY,
o hidrogénio em 6H 7,17 apresentou correlagdo vicinal com o sinal de Hidrogenio
de metila em JSH 2,08, refor¢ando a presenga de uma insaturacao nessa regido da

estrutura da substancia 03, figura 4.25.

Os dados espectroscopicos obtidos foram comparados com valores
previamente reportados na literatura (BARRETO et al, 1998), sendo apresentados

de maneira comparativa na Tabela 4.7.

Q“ li\
13
14

FIGURA 4.25- As linhas em verde representam as correlagdes observadas no COSY. As setas

em vermelho indicam as correlagdes observados no HMBC 1H—13C.

TABELA 4.7- Dados de RMN de 'H, *C da substincia 3, comparado com dados da literatura

N° 5 'H $ 13C 8'H (Lit) $C (Lit)
1 556 (d,J=6.0Hz, 1H) 1023 5.55(d,J=55Hz) 102.1
3 7.44 (s, 1H) 152.7 7.43 (s) 152.5
4 ; 109.4 - 109.2
5 4.01 (dd, J=9.2, 1.7 Hz, 400 (dd, J=9.4,1.6 ¢,

1H) 38.4 Hz) '
6 6.04(d J=5.6Hz 1H) 141.1 6.03(d,J=55Hz) 1409
7 5.65(d,J=5.6Hz, 1H) 1264 564(d,J=55Hz) 1262
8 ; 104.6 - 104.4
9 3.43 (dd,J=9.2, 6.0 Hz, 342 (dd, J=9.1,60 <
1H) 53.7 Hz) '
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10 5.11 (s, 1H) 80.3 5.10 (s) 80.1

11 - 127.4 - 127.2
12 - 166.7 - 166.5
13 717(q,J=72Hz 1H) 1454 7.16(¢,J=7.1Hz) 1452
14 2.08(d,J=72Hz,2H) 162 2.07(d,J=7.1Hz) 16
15 ; 168.3 - 168.1
16 (O-Me) 3.77 (s, 3H) 51.7 3.76 (s) 51.5

*Dados de RMN realizados no solvente CDCI3 (KARDONO et al., 1990).

4.1.8.3.1 Espectro de massas para a substancia 3

A fragmentacao do composto foi analisada a partir dos dados de ESI-
MS/MS em modo positivo, nos quais o ion protonado [M+H] " foi observado em
m/z 291.0851, apresentando erro de massa de —4,12 ppm. Os espectros de MS e
MS/MS encontram-se apresentados na figura 4.26, enquanto a proposta
mecanistica de fragmentacdo estd ilustrada na figura 4,27 A partir do ion
precursor, observa-se inicialmente a formagdao do fragmento em m/z 273.07,
indicando uma perda de -18 Da de H,O, favorecidos pela presenca de grupos
oxigenados na estrutura. Em sequéncia, a fragmentacao prossegue com clivagens
adicionais do esqueleto molecular, resultando no ion em m/z 241.04, compativel
com reorganizagdes estruturais e perdas neutras sucessivas, frequentemente

observadas em sistemas policiclicos oxigenados sob ionizac¢ao por ESI.

Etapas posteriores da fragmentacdo envolvem rearranjos mais
profundos, incluindo isomerizagcdo da ligagdo dupla e clivagens seletivas, que
conduzem a formagdo dos fragmentos em m/z 231.06 ¢ m/z 213.05. A
continuidade do processo resulta em perdas neutras de monoxido de carbono
(CO), originando os ions em m/z 185.05 e, posteriormente, m/z 157.06. Esses
fragmentos refletem a formacao de sistemas conjugados e aromaticamente mais
estaveis, o que explica sua recorréncia no espectro. Dessa forma, a concordancia
entre os ions observados nos espectros, figura 4.26, e as rotas, figura 4.27, fornece
forte suporte a elucidacao estrutural do composto ¢ a consisténcia do mecanismo

de fragmentagao.
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FIGURA 4.26- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 3.
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4.1.8.4 Substancia 04- isoplumierideo (esteroquimica em C-1 R)
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A substancia 04 — isoplumierideo (esteroquimica em C-1 R) foi
isolada da casca de H. articulatus a partir do extrato etanolico, estando presente
na fragao Sf-2. A determinagdo estrutural foi realizada por meio de experimentos
de RMN de 'H e *C, bem como técnicas bidimensionais HSQC, HMBC e COSY,

além de espectrometria de massas de alta resolucao (HRESI-MS).

A validacao da elucidacao estrutural foi assegurada pela comparagao
dos dados espectroscopicos obtidos com aqueles previamente descritos na
literatura (BARRETO et al, 1998), garantindo a consisténcia e a confiabilidade da
identificagdo da estrutura molecular da substancia 04 (figura 4.28). Os espectros
complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A16—A22)

FIGURA 4.28- Estrutura quimica da substancia 4.

A partir da anélise do espectro de RMN de 'H, foi possivel verificar
a presenca de multipletos na regido caracteristica de glicosideo, juntamente com
um dupleto em 6H 4,8, integrando para 1H, atribuido ao hidrogénio anomérico

(H-1") da unidade glicosidica.

No espectro de RMN de 3C, observou-se a presenga de seis sinais
adicionais quando comparado a estrutura base dos iridoides previamente
reportados na literatura (BARRETO et al, 1998). Esses sinais, localizados em 6C
98,0; 74,6, 77,7; 71,1; 78,3 € 62,5 ppm, foram atribuidos aos carbonos C-1’a C-
6’, respectivamente, correspondentes a uma unidade de aglcar. A constante de

acoplamento do hidrogénio anomérico (H-1") foi de aproximadamente 8 Hz, valor
77



compativel com uma configuragdo B-glicosidica. Devido os sinais no espectro de
'H, na regido de glicosilagdo estarem coalescidos ndo possivel definir suas

multiplicidades.

No espectro de mapa de contorno HMBC, foi possivel observar uma
correlagdo entre o C-1 da unidade glicosidica € um carbono em dC 94,1 ppm,
atribuido a posi¢do C-1 do iridoide lactonico discutido anteriormente, indicando
que a glicosilacao ocorre nessa posi¢do. Além disso, o carbono C-13 foi observado
em 0C 63,5 ppm, sugerindo que ocorreu uma oxidag¢ao nessa posi¢ao, resultando
na introdu¢gdo de um grupo hidroxila (OH) como substituinte.
Concomitantemente, o carbono C-10 passou a ser atribuido como uma olefina,
apresentando sinal em dC 150,2 ppm. As principais correlacdes observadas no

experimento HMBC estio apresentadas na figura 4.29.

FIGURA 4.29- Correlagdes observadas via mapa de contorno HMBC 1H—13C.

Para o hidrogénio H-1 foi observada uma constante de acoplamento
(/) de aproximadamente 5 Hz em relagdao ao H-9, o que indica um angulo diedro
estimado entre 30—40°, de acordo com a relacdo de Karplus. Esse valor ¢
compativel com uma orientagdo pseudo-axial para H-1, sugerindo que o
substituinte ligado ao C-1 se encontra em configuragdo relativa pseudo-equatorial.
Essa disposicao espacial esta de acordo com a conformacdo proposta para o

esqueleto iridoidico e € consistente com a estrutura apresentada na figura 35.
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Todos os sinais de 'H foram conferidos em relagdo as suas
multiplicidades e estavam condizentes com a proposta estrutural aqui apresentada.
Os dados espectroscopicos obtidos foram comparados com valores previamente
reportados na literatura (BARRETO et al, 1998), sendo apresentados de maneira

comparativa na Tabela 4.8.

TABELA 4.8- Dados de RMN de 'H, '*C da substancia 4, comparado com dados da literatura.

Posi¢io 3 'H $ 13C & 'H (Lit) d 13C (Lit)
1 5.18 (d, J=5 Hz, 1H) 94.1  525(d,J=48-55) 94,5
3 7.49 (d, ] = 1.6 Hz, 1H) 1524  735(d,J=15) 152,0
4 _ 111 - 111,2
3,85 (dt, J=2,5;

5 3.92 (m) 40.1 1,2) 40,0
6,40 (dd, J = 5,6

6  6.45(dd, J=5.6,2.5Hz, 1H) 1454 2,4) 145,0
5,48 (dd, J = 5,6

7 5.50(dd,J=5.6,2.5Hz, 1H) 130 2,0) 130,1

8 - 97.8 = 97,5
2,90 (dd, J=7,5;

9  293(dd,J=7.7,48Hz 1H) 50.5 4,8) 50,3

10 7.35(d,J= 1.4 Hz, 1H) 1502 7.30(d,J=13) 150,0

11 _ 138.1 - 138,0

12 - 172.7 - 172,5
4,50 (gd, J=6,5;

13 453(qd, J=6.6,14Hz, 1H) 634 1,3) 63,2

14 1.40 (d, J = 6.6 Hz, 1H) 22.4 1,38 (d, J = 6,6) 223

15 - 168.2 - 168,0

0-Me 3.74(S) 51.9 - 51.0

I 4.66 (d,J=17.9 Hz, 1H) 98 4,70 (d, J=1,8) 98,2
3,18 (dd, J = 8,8;

2" 3.17(dd,J=89,79Hz 1H) 74.6 7.8) 74,5

3 3.35 (m) 77.7 3,35 (m) 77,6

4 3.17(m) 71.1 3,17 (m) 71,0

5 3.29(m) 78.3 3,28 (m) 78,2

6 3.79 (m) 62.5 3,78 (m) 62,4

*Dados de RMN realizados no solvente CD30D (LI et al., 2019) e ROCHA et al., 2007).
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4.1.8.4.1 Espectro de massas para a substancia Isoplumierideo
(esteroquimica em C-1 R)

A fragmentacdo do composto apresentada evidencia um
comportamento tipico de moléculas glicosiladas analisadas por ESI-
MS/MS(figura 4.30), com destaque para a formagao do aduto sodiado [M + Na]*,
observado em m/z 493,1310, apresentando erro de massa de —1,21 ppm,
correspondente a formula molecular C22H26012. Os espectros de MS e MS/MS
estdo apresentados na Figura 4.30. A presenga do cation sédio favorece a
ionizacdo e direciona a fragmentacdo inicial para a clivagem da ligacdo
glicosidica, resultando na liberacdo parcial ou total da unidade de actcar. Esse
processo leva a formacao do fragmento em m/z 391.08, associado a perda do
residuo glicosidico com retencdo do sodio, bem como ao ion em m/z 291.08,
correspondente a glicose protonado, apds a eliminacao completa do agucar. Esse
padrao de fragmentacao € consistente com compostos contendo multiplos grupos
hidroxila, nos quais o sddio atua como agente estabilizante durante as clivagens
iniciais.

Em etapas subsequentes, o ion da aglicona formado em m/z 291.08
sofre perdas neutras adicionais, como a eliminagdo de °C,HsO -45,04Da,
culminando na formagdo do fragmento em m/z 246.04, indicativo de rearranjos
estruturais e clivagens no esqueleto carbonico. A recorréncia desses fragmentos
sugere a ocorréncia de rotas de fragmentagcdao competitivas, envolvendo tanto a
dissociac¢ao induzida pelo soédio quanto processos de desidratagdo e reorganizagao
intramolecular. Dessa forma, a correlacdo entre os ions observados
experimentalmente e as rotas propostas fornece suporte consistente a elucidagao
estrutural do composto e a presenga de uma unidade glicosidica ligada a um
nucleo agliconico oxigenado. Mecanismo de fragmentagdo presente na figura

4.31.
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FIGURA 4.30- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 4.
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4.1.8.5 Substancia 05- isoplumierideo isomérico (esteroquimica em C-
19S)

A substancia 05 (figura 4.32) isoplumierideo (esteroquimica em C-1
S) foi isolada da casca de H. articulatus a partir do extrato etandlico, estando
presente na fragao Sf-2. A determinagdo estrutural foi realizada por meio de
experimentos de RMN de 'H e 3C, bem como técnicas bidimensionais HSQC,
HMBC e COSY, além de espectrometria de massas de alta resolugao (HRESI-
MS).

FIGURA 4.32- Estrutura quimica da substancia 5.

A validagdo da elucidagao estrutural foi assegurada pela comparagao
dos dados espectroscopicos obtidos com aqueles previamente descritos na
literatura (BARRETO et al, 1998), garantindo a consisténcia e a confiabilidade da
identificagdo da estrutura molecular da substancia 05 (Figura 4.32). Os espectros
complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A23—-A29).

A unica diferenca observada em relagdo a substancia anteriormente
descrita foi a constante de acoplamento (/) do hidrogénio em C-1, que apresentou
valor de aproximadamente 5 Hz no composto 5, enquanto para o composto em
questao foi observado um valor reduzido de cerca de 2 Hz. Essa diferenca indica

a presenga de um par de isOmeros conformacionais/estereoisoméricos, nos quais,
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no presente composto, o H-1 encontra-se quase ortogonal em relacao ao H-9, com
um angulo diedro estimado entre 60—90°. Tal disposi¢ao espacial resulta em baixa
sobreposicao orbital, refletida na pequena constante de acoplamento observada,

em concordancia com a relacao descrita pela equagao de Karplus.

Todos os sinais de 'H foram conferidos em relagio as suas
multiplicidades e estavam condizentes com a proposta estrutural aqui
apresentadas. Os dados espectroscopicos obtidos foram comparados com valores
previamente reportados na literatura (BARRETO et al, 1998), sendo apresentados

de maneira comparativa na Tabela 4.9.

TABELA 4.9- Dados de RMN de 'H, *C da substancia 5, comparado com dados da literatura.

Posicio o 'H d 13C o 'H (Lit) d BC (Lit)

1 530(d,J=2Hz, 1H) 925  525(d,J=355) 945

3 7.42(d,J=1.6Hz, 1H) 1521  7,35(d,J=15) 152,0

4 - 110.2 - 111,2
5 3.88 (m) 40.1  3,85(dt,J=2,5; 1,2) 40,0
6  658(dd,J=56,2.5Hz, 1H) 1424 640(dd,J=56;24) 1450
7
8
9

5.51(dd,J=5.6,2.5Hz, 1H) 129.0 5,48 (dd,J=5,6; 2,0) 130,1

. 99.6 = 97,5

3.04 (dd,J=7.7,48 Hz, 1H) 46.6 2,90 (dd,J=75; 4,8) 50,3

10 734(d,J=14Hz, 1H) 1509  730(d,J=13) 150,0
11 ; 140.4 = 138,0
12 _ 173.0 = 172,5
13 4.58 63.5 4,50 (qd,J=6,5; 1,3) 63,2
14 141 (d,J=6.6Hz, 1H) 222 1,38 (d, J = 6,6) 223
15 _ 168.2 - 168,0
0-Me 3.74(S) 51.9 - 51.0
I 460(d,J=79Hz, 1H)  98.0 4,70 (d,J=7.8) 98,2
2 3.14(dd,J=89,79Hz, 1H) 74.6 3,18(dd,J=3838;7,8) 74,5
3 3.34 (m) 77.7 3,35 (m) 77,6
4 3.17(m) 71.1 3,17 (m) 71,0
5' 3.29(m) 78.3 3,28 (m) 78,2
6 3.79 (m) 62.5 3,78 (m) 62,4

*Dados de RMN realizados no solvente CD3OD. LI et al., 2019 e ROCHA et al., 2007).
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4.1.8.5.1 Espectro de massas para a substancia 5 (esteroquimica em C-
1S)

A andlise por ESI-MS/MS do isémero da substancia 5 revelou um
comportamento espectrométrico praticamente idéntico ao do composto
previamente descrito, diferindo apenas no tempo de retencao cromatografico, que
foi observado em 0,759 minutos, figura 4.33. A coincidéncia dos ions precursores
e dos principais fragmentos gerados indica que ambos compartilham a mesma
féormula molecular € o0 mesmo padrao de substituicdo, refor¢ando a natureza
isomérica da substancia. A auséncia de variagOes significativas no perfil de
fragmentacao sugere que as diferencas estruturais entre os compostos ndo afetam

os sitios preferenciais de clivagem sob as condi¢des de ionizagao empregadas.

O padrio de fragmentagdo observado para o isdmero segue as
mesmas rotas descritas para a substancia 4, incluindo a formagao do aduto sodiado
[M+Na]*e a subsequente clivagem da ligagdo glicosidica, com gera¢do dos
fragmentos diagnosticos caracteristicos. Dessa forma, a distingdo entre os dois
compostos esta associada exclusivamente a diferencas sutis de conformacao ou
estereoquimica, refletidas no tempo de retengdo cromatografico, mas nao no
comportamento em MS/MS. Esses resultados corroboram a atribuicdo do
composto como um isOmero da substidncia 4 e evidenciam a proposta de

fragmentacgdo, descrito na figura 4.34.
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FIGURA 4.33- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 5.
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FIGURA 4.34- Proposta de fragmentacao da substancia 5 por ESI-MS/MS (modo positivo),
destacando o aduto [M+Na]"em m/z 493.1310 (A=—1,21 ppm).
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4.1.8.6 Substancia 06

A substancia 06 (figura 4.35) — foi isolada da casca de Himatanthus
articulatus a partir da fracdo Sf-2. Sua estrutura foi elucidada por meio de
experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolu¢ao (HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela
comparacao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura (BARRETO et al, 1998, 2007), assegurando consisténcia e
confiabilidade na determinacdao da estrutura molecular. Os espectros

complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A30-A37).

FIGURA 4.35- Proposta estrutural para o composto 6.
A substancia 6 teve similaridade com os demais compostos em
relagdo aos an€is de 5 membros que estavam unidos por um carbono espiro, no

entanto, foi observado que o terceiro anel estava incompleto e agora aciclico.

O sinal em 6H 4,32 (m) foi atribuido ao hidrogénio da posicao H-1.
A partir dessa atribuigdo, foi possivel observar, por meio do mapa de contorno
HMBC, correlacdes de longo alcance entre H-1 ¢ os sinais em 0C 125,0, 156,6 ¢
168.,4, os quais foram atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-12, respectivamente,

conforme ilustrado na figura 4.36.
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FIGURA 4.36- Mapa de contorno observados no HMBC 'H—!3C.

Outro sinal chave foi atribuido ao H-4, observado em 6H 6,17 (d, J =
5,5 Hz). Esse sinal apresentou correlacao no espectro 'H—'H COSY com o sinal
em oH 7,51 (d, J = 5,5 Hz), indicando que esses hidrogénios estdo em relagao cis
entre si. Adicionalmente, por meio do mapa de contorno HMBC, foram
observadas correlacOes entre H-4 e os sinais em 0C 40,5, 95,2, 138,4 ¢ 156,0, os
quais foram atribuidos aos carbonos C-7, C-6, C-5 e C-3, respectivamente,

conforme apresentado na Figura 4.37.

FIGURA 4.37- As linhas em verde representam as correlagdes observadas no COSY. As setas

em vermelho indicam as correlagdes observados no HMBC 'H—!3C.

Ao analisar o espectro NOESY 2D, foi observada uma correlagao
espacial entre H-1 e H-7, indicando que esses hidrogénios se encontram no mesmo
lado da dupla ligagdo, o que permite atribuir a essa porcdo estrutural a
configuragdo geométrica Z. Dessa forma, ndo foi encontrado dados essa
substancia descrita na literatura. Os dados espectroscopicos obtidos foram

compilados na Tabela 4.10.
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TABELA 4.10- Dados de RMN de 'H, '3C da substancia 6, com todas as correlacdes observadas
em HMBC, COSY e NOESY

N° 3 1H 3 13C HMBC COSY NOESY
1 438 —4.28 (m, 1H) 52.2 C-10, C9 H-7a e7b
2 ; 125.2 ; _

3 - 156.2 - -
C-7,C6,C9 ¢
4 6.17(d,J=55Hz, 1H) 142.6 C3 H-5 H-5
5 751(d,J=55Hz, 1H) 1384 C-7,C6,C4,C3 H-4 H-4
6 - 94.6 - - -
C-6,C-2,C5e
7a  3.09(d,J=18.1Hz, 1H) 392 C3 - -
C-2,C-5,C4,
7  3.22(d,J=182Hz 1H) 392 C8eC3 - ;
C-10, C-6, C-5,
8 725(d, J=15Hz, 1H) 1502  C9eC-14  H-10 H-7ae7b
9 _ 139.3 ; ; _
4.55 (qd, J=6.5, 1.5 Hz,

10 1H) 63.6 C-11,C9¢C8 H-11  H-11
11 140 (d,J=65Hz, 1H) 223 C-10eC-9  H-8 H-8
12 _ 168.4 ; ; _

14 _ 173.1 - - ;

OMe 15 3.79 (s, 3H) 52.2 C-12 - -

4.1.8.6.1 Espectro de massas para a substancia 6

A proposta de fragmentacdo apresentada ¢ compativel com um
iridoide, classe de monoterpenoides caracterizada por um nucleo
ciclopentano[c]pirdanico. A observacdo do ion precursor como aduto sodiado
[M+Na]*em m/z 303.0833 condizente com a férmula molecular CisHi6Os,
apresentado na figura 4.38. As perdas iniciais de H2O (m/z 285.07) e CO (m/z
275.08) refletem a presenca de hidroxilas livres e de fungdes

carbonilicas/lactonicas, comuns nesse tipo de metabolito secundario.

Fragmentagdes subsequentes, figura 4.39, envolvem perdas
adicionais de pequenas moléculas neutras, como CO, além de clivagens do
esqueleto iridoidico, resultando em fragmentos de menor massa (m/z 243.09),
sustentando a proposta de que o composto representado corresponde a um novo
iridoide, ainda nao descrito na literatura, cuja elucidacao estrutural ¢ apoiada pelo
conjunto de dados espectrométricos.
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FIGURA 4.38- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substéancia 6.
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4.1.8.7 Substancia 07- 15-demethyl-plumieride p-E-coumarate

A substancia 07, (figura 4.40), 15-demethyl-plumieride p-E-
coumarate foi isolada da casca de Himatanthus articulatus a partir da fracao Sf-2.
Sua estrutura foi elucidada por meio de experimentos de RMN de 'H, '*C, HSQC,
HMBC, COSY e espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRESI-MS). A
validacdo estrutural foi confirmada pela comparacao dos espectros obtidos com
dados previamente publicados na literatura (BARRETO et al. 2007), assegurando
consisténcia e confiabilidade na determinacdo da estrutura molecular. Os

espectros complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados

no Apéndice A (Figuras A38—A45).

FIGURA 4.40- Estrutura quimica da substancia 7.

A substancia 7 se assemelha com a substancia 05, com diferenga
estrutural com uma unidade de 4cido p-cumarico, cuja presenca de uma unidade
de 4acido p-cumarico no composto foi confirmada pelos dados de RMN. No
espectro de RMN 'H, observaram-se dois sinais caracteristicos da dupla liga¢do
conjugada em dH 6,37 (d, J = 15,9 Hz, H-2") e 6H 7,65 (d, J = 15,9 Hz, H-3"),
cuja elevada constante de acoplamento ¢ indicativa de configuragao trans (E). No
espectro de *C RMN, o sinal em 6C 168,1 ppm foi atribuido a carbonila do grupo
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¢ster (C-1"), corroborando a esterificacio da unidade cumadrica ao nucleo
iridoidico. Adicionalmente, os sinais aromaticos em oH 7,47 (s, H-5"/H-9") e oH
6,82 (d, J = 8,4 Hz, H-6"/H-8"), juntamente com o sinal em 6C 161,3 ppm
referente ao carbono fendlico (C-7"), sdo compativeis com um anel aromatico
para-substituido, confirmando a atribui¢cdo da unidade de 4cido p-cumaérico na

estrutura do composto.

As posicoes H-2" e H-3" apresentaram sinais em 6H 6,37 (d, /=159
Hz) e dH 7,65 (d, J = 15,9 Hz), respectivamente. A elevada constante de
acoplamento observada (J = 15,9 Hz) ¢ caracteristica de dupla ligacdo em
configuragdo trans, confirmando que a unidade de acido p-cumarico encontra-se
nesse 1somerismo geomeétrico. No espectro de HMBC, foi observada correlagdo
entre o H-13 (6H 5,69) e o carbono da carbonila C-1" (6C 168,1), evidenciando o
ponto de esterificacdo da unidade cumarica ao esqueleto iridoidico, conforme

apresentado na figura 4.41.

FIGURA 4.41- Seta em vermelho mostra a correlacio de HMBC da substancia 07.

Todos os sinais de 'H foram conferidos em relagdo as suas

multiplicidades e estavam condizentes com a proposta estrutural aqui apresentada.
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Os dados espectroscopicos obtidos foram comparados com valores previamente

reportados na literatura (Siddiqui et al., 1993, XIA et al.,, 2018), sendo

apresentados de maneira comparativa na Tabela 4.11.

TABELA 4.11 - Dados de RMN de 'H, *C comparado com dados da literatura

Ne 5H (ppm) 5C SH (Lit) 5C (Lif)
1 528 (d, J= 5.3 Hz, 1H) 94.0 5.07(d,J =57, 1H) 94.1
3 7.52 (d,J= 1.6 Hz, 1H) 152.7 7.52 (s) 151.9
4 _ 110.7 i 110.8
5 3.97 - 3.90 (m, OH) 40.6  3.94(ddd,J=74,2.4,23) 407

5.52 (dd, J = 5.6, 2.2 Hz
6 ( C1H) 1294 554(dd, 7=5.623) 142.6
7 6A46(dd.J=56.24Hz 1H) 1420  554(dd.J=56,23) 1293
8 - 98.1 i 98.0
9 292(dd.J=75.54Hz 0H) 507 2.88(dd.J=74.57) 51.0

10 7.49 (s) 152 749 (d,J=12) 152.1
1 _ 134.4 i 134.7
12 _ 172.0 i 171.8
13 5.69 (¢, J = 6.5 Hz, 1H) 66.1 570 (dg,J=6.6.12) 66.0
14 1.56 (d, J= 6.6 Hz, 1H) 19.6 1.56 (4.7 =6.6) 19.6
15 - 168.5 i 168.1
I 472 (d, J="7.9 Hz, OH) 99.7 470 (d, J=7.9) 100.4
2 3.27-3.17 (m, 1H) 746 323(dd,J=9.1.7.9) 74.6
3 3.42-3.32 (m, 1H) 777 342(dd,J=9.1,8.0) 777
4 3.27-3.17 (m, 1H) 715 338(dd,J=9.1,8.0) 71.7
5 3.42-3.32 (m, 1H) 785 35(dddJ=9.1,53,2.8) 759
6  365(dd.J=119,59Hz 2H) 627  435(dd.J=119,2.8) 64.6
" i 168.1 i 168.4
2 6.37 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 114.6 6.35(d, J=15.9) 1148
3 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 1473 7.66(d, J=15.9) 1473
4" i 127.0 i 127.1
5" 7.47 (s, 1H) 1313 7.47 (d, J=8.7) 1313
6" 6.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H) 1169 6.80 (d, J = 8.7) 1169
7" i 161.3 i 161.4
g" 6.82 (d, J = 8.4 Hz, 1H) 116.9 6.81(d,J = 8.7) 161.4
9" 7.47 (s, 1H) 1313 747 (d,J = 8.7) 1313
16

OMe 3.74 (s, 1H) 52.0 3.75 () 52.0

*Dados de RMN realizados no solvente CDCl; (Siddiqui et al., 1993), (XIA et al., 2018).

92



4.1.8.7.1 Espectro de massas para a substancia 7

O espectro de massas do iridoide glicosilado, figura 4.42 apresenta
ion molecular como aduto de sdédio em [M + Na] * 639,16, condizente com a
formula molecular CsoH32014, consistente com uma estrutura contendo nucleo
iridoidico, em concordancia com a estrutura proposta. A fragmentacao inicial
envolve a clivagem da porc¢ao glicosidica, originando o ion m/z 437,12,
correspondente a perda neutra de -180.06 Da, atribuida a eliminacdo da unidade
agucar ou de parte dela. Em seguida, observa-se a formagao do ion m/z 291,08,05,
resultante de nova fragmentagdo da cadeia lateral oxigenada, indicando a

instabilidade dessa regido sob ionizacgao.

Nos experimentos de MS/MS, o ion em m/z 437,12 sofre sucessivas
perdas de mondxido de carbono, gerando os fragmentos m/z 328,07, m/z 291,08
e - 206.06 Da, cada um associado a perdas caracteristicas de sistemas iridoidicos
conjugados e carbonilados. O espectro de MS e MS/MS ¢ apresentado na Figura
4.42, e o esquema proposto de fragmentagdo do iridoide glicosilado encontra-se

ilustrado na Figura 4.43.
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FIGURA 4.43- Proposta de fragmentacao da substancia 7 por ESI-MS/MS (modo positivo),
destacando o aduto [M+Na]Tem m/z: 639.1690 (A= 0.93 ppm).

4.1.8.8 Substancia 08, 1a-Protoplumericina B

A substancia 08, figura 4.44, foi isolada da casca de Himatanthus
articulatus a partir da fracdo Sf-2. Sua estrutura foi elucidada por meio de
experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolucao (HRESI-MS). A validacao estrutural foi confirmada pela
comparagao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura, assegurando consisténcia e confiabilidade na determinacao da estrutura
molecular. Os espectros complementares referentes a essa substancia encontram-

se apresentados no Apéndice A (Figuras A46—A55).

FIGURA 4.44- Estrutura quimica da substancia 8.
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No espectro de RMN de *C foi observada a presenga de seis sinais
adicionais atribuidos aos carbonos de unidades glicosidicas, bem como a
observacdo de dois carbonos do tipo CHa, correspondentes aos grupos
metilénicos dos acucares. Com base nessas evidéncias espectroscopicas, foi
proposta como modificagdo estrutural a presenca de duas unidades glicosidicas
na molécula. No espectro de 1H, foi observado que os Hidrogénios 8” ¢ 6”
sofreram efeito de desprotecao, ficando mais desblindados em comparagdo com

a estrutura anterior.

No espectro de HMBC, o sinal em 6H 4,96 (d), atribuido ao
hidrogénio anomérico H-1", apresentou correlacdo de longo alcance com o
carbono em 6C 161,0, designado como C-7" do anel aromatico, sugerindo que a

unidade glicosidica se encontra ligada a essa posic¢ao, figura 4.45.

FIGURA 4.45- Seta em vermelho mostra a correlagio de HMBC 'H—/3C , da substancia 8.
Todos os sinais de 'H foram conferidos em relacdo as suas
multiplicidades e estavam condizentes com a proposta estrutural aqui
apresentadas. Os dados espectroscopicos obtidos foram comparados com valores
previamente reportados na literatura (XIA et al, 2018), sendo apresentados de

maneira comparativa na Tabela 4.12.
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TABELA 4.12- Dados de RMN de 'H, *C comparado com dados da literatura

Ne SH (ppm) e 5H (Lit) (iﬁ)
1 5.28 (d, J=5.3 Hz, 1H) 94.0 5.07(d,5.7d,J=5.7,1H) 94.1
3 752(d,J=1.6Hz, I1H) 1527 7.52 (s) 151.9
4 - 110.7 - 110.8
5 3.97 —3.90 (m, OH) 40.6 394 (ddd, J=7.4,2.4,2.3)  40.7
6 5.52(dd,J=5.6,2.2Hz, 1H) 129.4 5.54 (dd, J=5.6,2.3) 142.6
7 6.46(dd,J=5.6,2.4Hz, 1H) 142.0 5.54 (dd, J= 5.6, 2.3) 129.3
8 - 98.1 - 98.0
9 292(dd,J=75,54Hz,

OH) 2.88 (dd, J=7.4,5.7) 51.0

10 7.49 152.0 749 (d,J=1.2) 152.1
11 - 134.4 - 134.7
12 - 172.0 - 171.8
13 5.69 (q, J= 6.5 Hz, 1H) 66.1 5.7(dq, J=6.6.1.2) 66.0
14 1.56 (d, J = 6.6 Hz, 1H) 19.6 1.56 (d J =6.6) 19.6
15 - 168.5 - 168.1
1 472(d,J=79Hz,OH)  99.7 4.7 (d, J="1.9) 100.4
2! 3.27-3.17 (m, OH) 74.6 3.23 (dd, J=9.1. 7.9) 74.6
3 3.42 —3.32 (m, OH) 77.7 3.42 (dd,J = 9.1, 8.0) 77.7
4 3.27-3.17 (m, OH) 71.5 3.38 (dd, J = 9.1, 8.0) 71.7
5 3.42 —3.32 (m, OH) 78.5 3.5ddd (9.1, 5.3, 2.8) 75.9
g  365(ddJ=119,59Hz, .

2H) 4.35(dd, J=11.9, 2.8) 64.6

1" - 168.1 - 168.4
2" 637(d,J=159Hz OH) 1146 6.35(d, J=15.9) 114.8
3" 7.65(d,J=159Hz, OH) 1473 7.66(d, J = 15.9) 1473

4" ; 127.0 - 127.1
" 7.47 (s, OH) 131.3 7.47 (d, J=8.7) 131.3
6" 6.82(d,J=84Hz, 1H) 1169 6.8 (d,J=8.7) 116.9
7" - 161.3 - 161.4
8" 6.82(d,J=84Hz, I1H)  116.9 6.81 (d, J = 8.7) 161.4
9" 7.47 (s, OH) 131.3 747 (d,J =8.7) 1313
16

OMe 3.74 (s, 1H) 52.0 3.75 (s) 52.0

1" 4.96 (d,J = 7.6 Hz, OH) 101.8 5.39 (d, J = 8.0) 100.2

27" 3.48 -3.43 (m, 1H) 74.7 4.08 (dd, J = 8.0, 9.0) 75.2

37" 3.48-3.43 (m, 1H) 78.6 4.26 (dd, J=9.0, 8.5) 78.6

47" 3.48-3.43 (m, 1H) 71.6 4.18 (dd, J= 8.5, 9.0) 71.5

57 3.71-3.60 (m, 1H) 77.8  3.98(ddd.J=9.0,5.5,2.5) 789

6" 3.71-3.60 (m, 2H) 62.8  4.54(dd,J=12.0,2.5) 62.6

*Dados de RMN realizados no solvente CDCls, (XIA et al., 2018).
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4.1.8.8.1 Espectro de massas de 1a-Protoplumericina B

A anélise por espectrometria de massas em tandem (ESI-MS/MS,
modo positivo), figura 4.46, permitiu propor a rota de fragmentagcdo do composto
glicosilado. O ion molecular sodiado [M+Na]*foi observado em m/z 801.2212,
com desvio de massa -1.37 ppm. Os espectros de Ms e Ms/Ms estdo apresentados
na figura 4.46. A fragmentacao inicial € caracterizada pela clivagem da unidade
glicosidica, resultando no ion diagnostico em m/z 203, atribuido ao agtcar
sodiado, bem como no fragmento em m/z 621, correspondente ao aglicona
sodiado. Fragmentacdes subsequentes do ion em m/z 621 levam a formacao dos
ions em m/z 251 e m/z 295, este ultimo associado a perda neutra de dioxido de
carbono (—C0,). O padrao de fragmentagdo observado ¢ compativel com a
presenga de uma unidade glicosidica ligada ao nucleo aromatico do composto,
corroborando a proposta estrutural estabelecida com base nos dados

espectroscopicos. Proposta de fragmentacao estd presente na figura 4.47.
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FIGURA 4.46- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substéncia 8.
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destacando o aduto [M+Na]*em m/z: 801.2202 (A=-1.37 ppm).

4.1.8.9 Substancia 09

A substancia 09, figura 4.48, foi isolada da casca de Vismia guianenses
a partir da fragdo PLC-FI1-F5. Sua estrutura foi elucidada por meio de
experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolu¢ao (HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela
comparagao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura (Monache et al. 1980, Fuller et al. 1998 e Seo et al. 2000), assegurando
consisténcia e confiabilidade na determinacdo da estrutura molecular. Os
espectros complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados

no Apéndice A (Figuras A56—-A61).

FIGURA 4.48 - Estrutura quimica da substancia 9.

Os dados de RMN unidimensional e bidimensional evidenciaram a
presenca de um esqueleto aromadtico, indicado pela ocorréncia de hidrogénios
aromaticos, resultando em seis sinais nessa regido, todos com integracao para um
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hidrogénio. Considerando que a classe das benzofenonas ¢ majoritariamente
representada pelos metabolitos ja descritos para essa espécie, levantou-se a
hipdtese de que o composto isolado pertenca a essa classe. No espectro de *C
RMN, foram identificados 13 sinais de carbono, sendo seis carbonos
hidrogenados, quatro carbonos aromaticos oxigenados, dois carbonos aromaticos
totalmente substituidos e integrados ao anel e um carbono acila, caracteristico de

benzofenonas.

A andlise do espectro de RMN 'H revelou sinais em 6H 7,32 (dd, J =
9,0 e 3,0 Hz, H-3), 7,44 (d, J = 9,0 Hz, H-4) e 7,52 (d, J = 3,0 Hz, H-5),
correlacionados aos carbonos em 6C 120,2, 126,1 ¢ 109,0 ppm, respectivamente.
As constantes de acoplamento observadas (J = 9,0 e 3,0 Hz) sdo indicativas de
interagdes orto ¢ meta, confirmadas pelas correlagdes observadas no mapa de
contorno COSY, caracterizando um sistema aromatico trisubstituido.
Adicionalmente, no espectro de HMBC, foram observadas correlagcdes entre os
hidrogénios H-4 e H-5 e os carbonos C-1, C-2, C-4, C-6 e C-7, consistentes com

a organizagdo estrutural desse anel aromatico.

Os carbonos C-1 (6C 155,5 ppm) e C-2 (6C 151,4 ppm) foram
atribuidos como carbonos aromaticos totalmente substituidos, enquanto o sinal
em o0C 183,5 ppm (C-7) foi caracterizado como o carbono acila, tipico do grupo

carbonilico de benzofenonas.

Outro conjunto de sinais aromaticos foi observado em oH 6,74 (dd,
J=28,2¢0,9Hz H-9), 7,63 (t, /= 8,3 Hz, H-11) € 6,95 (dd, J= 8,5 ¢ 0,9 Hz, H-
12), correlacionados aos carbonos em o6C 110,6, 137,9 e 108,0 ppm,
respectivamente. A auséncia de correlagdes COSY com o primeiro sistema
aromatico indica que esses sinais pertencem a um segundo anel aromatico
independente. As constantes de acoplamento observadas sugerem interagdes orto

e para compativeis com um padrao de substituicao distinto.
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No espectro de HMBC, foram observadas correlagdes entre H-9 e H-
12 com o carbono C-7, indicando que os dois anéis aromaticos estdo conectados
pelo carbono acila, confirmando a estrutura benzofenonica. Além disso,
correlagdes entre H-9, H-11 e H-12 com os carbonos C-10 (8C 157,7 ppm) e C-
13 (6C 162,8 ppm) permitiram a atribuicdo desses sinais a carbonos aromaticos
oxigenados, associados a grupos hidroxila. Todas as correlagcdes observadas nos
espectros de HMBC e COSY estdo apresentadas na figura 4.49. Todos os dados

espectroscopios estao apresentados na Tabela 4.13.

FIGURA 4.49- As linhas em verde representam as correlagdes observadas no COSY. As setas
em vermelho indicam as correlagdes observados no HMBC 'H—!*C.

TABELA 4.13- Dados de RMN de 'H, '*C comparado com dados da literatura.

N° 'H 3C  §'H (ppm) —(lit) $C (ppm) — (lit)
1 - 155.5 - 156.0-158.0
2 — 1514 - 150.5-152.0
3 7.32(dd,J=9.0,3.0) 1202 7.25-7.35 (dd) 119.5-121.0
4 744(d,J=9.0) 126.1 7.40-7.50 (d) 125.0-127.0
5 752(d,J=3.00 109  7.45-7.55(d) 108.0-110.0
6 - 122.1 - 121.0-123.0
7 - 183.5 - 182.0-185.0
8 - 109.4 - 108.5-110.0
9 6.74(dd,J=8.2,0.9) 110.6 6.70-6.80 (dd) 109.5-111.0
10 — 157.7 — 156.0-159.0
11 7.63 (t,J=28.2) 137.9 7.55-7.65 (t) 136.5-138.5
12 6.95(dd,J=8.2,0.9) 108 6.90-7.00 (dd) 107.0-109.0
13 _ 162.8 _ 161.0-164.0

*Dados de RMN realizados no solvente CDsOD. (Monache et al. 1980, Fuller
et al. 1998 e Seo et al. 2000).
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4.1.8.9.1 Espectro de massas para a substancia 9

A fragmentac¢do do composto evidencia um comportamento tipico de
compostos fenolicos analisados por ESI-MS/MS em modo positivo, figura 4.50.
O ion observado em m/z 229,05 corresponde ao ion [M + H — H.O]*, indicando
que a molécula sofreu perda de uma molécula de dgua ainda na fonte de ionizagao,
fenomeno comum em estruturas ricas em grupos hidroxila. A partir desse ion,
observa-se a formacao do fragmento em m/z 201,05, atribuida a perda neutra de
CO (—28 u), evidenciando a presenca de grupos carbonilicos conjugados. Em
seguida, o ion em m/z 201,05 sofre nova fragmentac¢do, originando o fragmento
em m/z 183,04, correspondente a perda adicional de H.O (—18 u), associada a

eliminacdo de grupos hidroxila fendlicos.

O fragmento em m/z 183,04 sofre ainda uma perda de CO (—28 u),
originando o ion em m/z 155,04, que representa um sistema aromatico
estabilizado por ressonancia. Por fim, a fragmentagdo adicional resulta no ion de
menor massa observado em m/z 127,05, associado a quebra adicional do esqueleto
aromatico ¢ a formacao de fragmentos ciclopentadienilicos estabilizados. Esse
conjunto de perdas sucessivas de H.O e CO, aliado as clivagens aromaticas
observadas, ¢ plenamente coerente com a estrutura proposta para o composto,

conforme ilustrado na proposta de fragmentacao apresentada na figura 4.51.
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FIGURA 4.50- Espectros de MS e em B: MS/MS da substéncia 9.
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FIGURA 4.51- Proposta de fragmentacao da substancia 9 por ESI-MS/MS (modo positivo),
destacando o aduto [M—H>0] "em m/z: 229.0495 (A = 4.36 ppm).

4.1.8.10 Substancia 10- Emodina

A substancia 10, figura 4.52, foi isolada da casca de Vismia
guianenses a partir da fracdo PLC-F1-F5 (MOTA, 2020). Sua estrutura foi
elucidada por meio de experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY
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e espectrometria de massas de alta resolugao (HRESI-MS). A validagao estrutural
foi confirmada pela comparag¢ao dos espectros obtidos com dados previamente
publicados na literatura, assegurando consisténcia e confiabilidade na
determinagdo da estrutura molecular. Os espectros complementares referentes a

essa substancia encontram-se apresentados no Apéndice A (Figuras A62—-A67).

OH (0] OH

FIGURA 4.52- Estrutura quimica da substancia 10.

Os dados de RMN de 'H do composto isolado revelaram quatro
sinais aromaticos como singletos em 0H 6.55, 7.09, 7.48 ¢ 7.16 ppm, integrando
para um hidrogénio cada, aléem de um sinal em 6H 2.41 ppm (s, 3H)
correspondente a um grupo metil aligado ao anel aromatico. Esse padrao ¢
caracteristico de um sistema antraquindnico altamente substituido, no qual a
presenca de hidroxilas fenolicas nas posi¢des 1, 3 e 8 resulta no isolamento
magnético dos hidrogénios aromaticos remanescentes, justificando a auséncia de
acoplamentos vicinais significativos. A posicao ¢ a multiplicidade desses sinais
estdo em excelente concordancia com aquelas descritas para a emodina em
DMSO-ds, especialmente para os hidrogénios H-2, H-4, H-5 e¢ H-7, cujos
deslocamentos quimicos sao fortemente influenciados pelo efeito anisotropico dos

grupos carbonila e hidroxila adjacentes.

O espectro de RMN de *C apresentou 15 sinais, incluindo dois
carbonilos quinénicos em 6C 189.4 ¢ 181.6 ppm, tipicos de antraquinonas, além
de trés carbonos aromaticos oxigenados em O0C 161.4, 166.4 e 164.6 ppm,
compativeis com a presenca de trés hidroxilas fendlicas. O sinal em 6C 21.6 ppm
confirma a presenca de um grupo metil ligado ao anel aromadtico, atribuido a

posicao C-6, enquanto os demais carbonos quaternarios e aromaticos aparecem na
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faixa esperada para a emodina. A comparagdo direta com dados de literatura
(MOTA et al., 2020), revela excelente concordancia tanto no nimero quanto nos
valores dos deslocamentos quimicos, permitindo atribuir de forma inequivoca o

composto isolado como emodina (1,3,8-triidroxi-6-metilantraquinona).

Os dados de RMN de 'H e "*C do composto isolado foram
comparados com aqueles reportados para a emodina na literatura, conforme
apresentado na Tabela 4.14, evidenciando excelente concordancia entre os

deslocamentos quimicos observados.

TABELA 4.14- Comparagdo dos dados de RMN de 'H (400 MHz) e *C (100 MHz) do
composto isolado com aqueles reportados para a emodina na literatura

Ne o'H $3C o'H 8C (lit.)
1 - 161.4 12.11 (s, 1H, OH) 161.9
2 6.55(s, IH) 108 6.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H) 108.4
3 ] 166.4 12.04 (s, 1H, OH) 166.0
4 7.09 (s, 1H)  109.4 7.19 (s, 1H) 109.4
4a ; 108.6 - 109.3
5 748 (s, 1H) 1205 7.51 (s, 1H) 120.9
6 - 148.2 - 148.7
7 716 (s, 1H) 1242 7.15(d,J=2.3 Hz, 1H) 124.5
8 - 164.6 _ 164.9
8a ; 113.5 _ 113.7
9 - 189.4 - 190.1
9a - 132.9 - 133.2
10 ] 181.6 _ 181.7

10a ] 135.1 - 135.5

Me-  241(s,3H) 216 2.45 (s, 3H) 22.0

*Dados de RMN realizados no solvente DMSO-Ds, (MOTA, 2020).
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4.1.8.10.1 Espectro de massas para a substancia 10, Emodina

A analise do espectro de massas, figura 4.53, em modo ESI" revelou
a formag¢ao predominante do ion protonado [M+H]*em m/z 271.0601, compativel
com a formula molecular da emodina, espetro de MS e MS/MS na figura 4.53. A
partir desse ion precursor, observa-se uma perda neutra inicial de H20, levando a
formacao do fragmento em m/z 253.04, processo associado a eliminagdo de uma
hidroxila fenolica, frequentemente relatado para antraquinonas hidroxiladas

analisadas em modo positivo.

Fragmentagdes subsequentes envolvem perdas sucessivas de CO e
rearranjos intramoleculares, resultando em ions caracteristicos em m/z 241.07 e
m/z 169.02, os quais refletem a clivagem do sistema quindnico e a contracdo do
esqueleto aromatico. Esses fragmentos sdao usados como diagnésticos para
composto emodina, reforcando a proposta de fragmentagdo apresentada e
corroborando a identificagdo estrutural do composto isolado. A coeréncia entre os
ions observados experimentalmente e aqueles esperados teoricamente sustenta a
atribuicdo inequivoca da emodina como constituinte majoritdrio da amostra

analisada. A proposta esta presente na figura 4.54.

106



x10 5 | *ESI Scan (rt: 11.688 min) Frag=110.0V PLC_F1_F2_MSMS_medium_ESI+2.d

1.6
1.5
1.4

1.3 A

1.2

125.9865

271.0601
1 (IC15 H10 O5]+H)+

0.9 4
0.8
07
0.6
05
0.4 110.0087 147.0308
03 ¢ IS
*
02

0.1 ‘
ol n \‘ .‘Ul ll‘hL,H “\ ‘m :\I i \‘I‘H‘ ‘M.H‘ Ll i h} sy uls : \‘u: sl | " R/ | ‘ ool " it “J | . ; i
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x104 +ESI Product lon (rt: 11.748-12.625 min, 15 scans) Frag=110.0V (271.0605[z=1] -> **) PLC_F1_F2_MSMS_medium_ESI+2.d

167.0126
I3

¢ 181.9863 214.9173  235.9624 350.0339

N 255.9445 285.9448  307.1879

1.3 271.0601

0.9 B

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03

0.2 197.0598
1410700 173.0595

229.0499

0.1 115.0544 ‘ 253.0492
A J‘ ‘

0 ] \“J‘I |

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

280 290 300 310 320

FIGURA 4.53 - A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 10.
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FIGURA 4.54- Proposta de fragmentagao da substancia 10 por ESI-MS/MS (modo positivo),
destacando o aduto [M+H] "em m/z: 271.0601 (A= 0 ppm).

4.1.8.11 Substancia 11- Vismiaguienona 1

A substancia 11, figura 4.55, foi isolada da casca de Vismia
guianensis por meio da fragcdo PLC-F2 (Fuller et al, 1999, Seo et al, 2000). A
determinacdo de sua estrutura molecular foi realizada a partir de uma analise
espectroscopica abrangente, envolvendo RMN de hidrogénio (*H) e carbono (**C),
além de experimentos bidimensionais (HSQC, COSY e HMBC) e espectrometria
de massas de alta resolucdo (HRESI-MS). A validagdo estrutural fo1 obtida pela
comparag¢ao dos dados experimentais com aqueles descritos anteriormente na
literatura, conferindo elevada confiabilidade a elucidagao proposta. Os espectros
complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A68—A75).

FIGURA 4.55- Estrutura quimica da substancia 11.
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O espectro de RMN de 'H apresentou um sinal em 12,50 ppm,
caracteristico de um hidrogénio fenolico envolvido em ligacdo de hidrogénio
intramolecular com um grupo carbonila. Esse grupo carbonilico foi observado no
espectro de RMN C em 200,0 ppm e atribuido ao carbono 7, confirmando a

presenca de uma cetona conjugada a um sistema aromatico hidroxilado

A analise espectroscopica também indicou a presenca de um anel
benzénico monossubstituido, identificado pelos sinais em 7,44/130,7 ppm,
7,37/127,6 ppm, 7,40/127,9 ppm e 143,0 ppm. As correlacdes bidimensionais
observadas no HSQC confirmaram a conectividade entre os hidrogénios e
carbonos correspondentes, enquanto o deslocamento quimico dos carbonos

indicou que este anel esta ligado ao carbono carbonilico em C-7.

O segundo anel benzénico foi proposto como totalmente substituido,
contendo duas hidroxilas (em C-2 e C-6), uma unidade prenila epoxidada e uma
unidade prenila ciclizada formando um anel cromeno. A presenca deste anel foi
confirmada pelos sinais de hidrogénios olefinicos em 6,69/115,9 ppme 5,43/121,9
ppm, ¢ pelos hidrogénios metilénicos em 1,43/28,3 ppm, ligados a um carbono
oxigenado em 78,3 ppm. As correlagcdes observadas no experimento HMBC,
especialmente entre o hidrogénio de posi¢do 15 e o carbono 5, permitiram

posicionar o anel cromeno entre as posicoes 4 € 5 da molécula.

Aunidade prenila epoxidada apresentou sinais alilicos em 2,55 ¢ 2,78
ppm (correspondentes a um carbono em 25,8 ppm), além de sinais em 3,60/69,2
ppm e 77,9 ppm, confirmando a presenca de um grupo epoxi. Duas metilas, com
sinais em 0,82/21,0 ppm ¢ 0,93/25,0 ppm, foram atribuidas ligadas ao carbono 21,
conforme confirmado pelas correlagdes no HMBC. Os hidrogénios do carbono 19
apresentaram comportamento diastereotdpico, resultando em dois dupletos de
dupletos distintos, reflexo da presenga de um centro estereogénico. O espectro
COSY evidenciou correlagdo entre os hidrogénios 19 e 20, enquanto o HMBC

demonstrou a conexao entre o carbono 19 e o carbono 3, permitindo posicionar o
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grupo epoxidado na posi¢do 3 da molécula. As hidroxilas foram definitivamente
atribuidas as posi¢oes 2 € 6 com base na comparagdo com dados da literatura. Os

dados foram comparados com dados encontrados na literatura, dispostos na Tabela

4.15.

TABELA 4.15- Dados de RMN para substancia 11

N° 'H (J/Hz) & H (Lit.) 8* 13C s 13C (Lit.) 8*
1 - - 105.0 104
2 12.50 OH - 159.0 158.3
3 - - 98.3 -
4 - - 158.9 156.7
5 - - 102.0 107.4
6 - - 154.9 150.0
7 - - 200.0 198.3
8 - - 143.1 143.0
9¢13 7.40 m 7.40 m 127.9 127.3
10e 12 7.37 (t, J=7.4 Hz) 7.37m 127.6 127.5
11 7.44 m 7.46 m 130.7 130.1
14 - - 78.3 78.1
15 6.69 (d, J=10 Hz) 6.56 (d, J=10) 115.9 117.5
16 5.47 (d, J=10 Hz) 5.52 (d, J=10) 125.9 126.7
17¢18 1.43 5 (6H, s) 1.49 (6H, s) 28.3 28.2
2.54 (dd, J=16.9,5.8 2.60 (dd, J=17.0,
19a Hz) 5.3) 25.8 22.2
2.78 (dd, J=16.9, 6.0 2.92(dd, J=17.0,
19b Hz) 7.0)
3.60 (1H, dd,
20 3.60 (t, J=5.2 Hz) J=5.3) 69.2 69.6
21 - - 77.9 78.5
22 0.82s - 21.0 20.5
23 093s - 25.0 253
OH-2
ou 6 12.50 s - -

*Dados de RMN realizados no solvente CDCIl; *(Fuller et al, 1999) (Seo et al, 2000).

4.1.8.11.1 Espectro de massas para a substancia 11

O espectro de massas, figura 4.56 do composto apresenta ion
molecular protonado em m/z 381,1697, compativel com uma benzofenona

prenilada contendo grupos hidroxila e uma cadeia isoprenilica. A fragmentagdo
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inicial envolve a perda de uma molécula de agua, originando o ion em m/z 363,15,
correspondente & perda neutra de 18 Da, associada a eliminagdo de H-O a partir
de grupos hidroxila. Em seguida, observa-se a formagdo do fragmento em m/z
309,11, ocorre a perda de -72,054Da, de maneira direta a partir do ion molecular,

atribuida a clivagem parcial da cadeia prenilada.

Na sequéncia, ocorre a formagao do ion em m/z 189,01, atribuida a
ruptura do esqueleto benzofendnico por rearranjos e clivagens do tipo retro-Diels—
Alder, tipicos de sistemas aromaticos conjugados, levando a geragdo de
fragmentos aromaticos estabilizados. Por fim, observa-se o fragmento em m/z
105,03, correspondente a um cation benzilico ou benzoico substituido, resultante
da clivagem completa do nucleo aromatico. Esse padrdo de fragmentagcdo ¢
consistente com uma estrutura de benzofenona prenilada, corroborando a estrutura
proposta. O espectro de massas (MS) e o espectro de fragmentacao (MS/MS) da
benzofenona prenilada encontram-se apresentados na Figura 4.56, enquanto a

proposta mecanistica de fragmentacao estd ilustrada na figura 4.57.
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FIGURA 4.56- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 11.
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FIGURA 4.57- Proposta de fragmentagdo da substancia 11 por ESI-MS/MS (modo positivo),
destacando o aduto [M+H] " em m/z: 381.1697 (A= 0 ppm).

4.1.8.12 Substancia 12- Vismiaguienona 3

A substancia 12 (figura 4.58) foi isolada da casca de Vismia
guianenses a partir da fragcdo PLC-F2 (FULLER et al., 1999; SEO et al., 2000).
Sua estrutura foi elucidada por meio de experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC,
HMBC, COSY e espectrometria de massas de alta resolugdo (HRESI-MS). A
validagdo estrutural foi confirmada pela comparagdao dos espectros obtidos com
dados previamente publicados na literatura, assegurando consisténcia e
confiabilidade na determinacao da estrutura molecular. Os espectros de RMN

complementares referentes a essa substancia encontram-se apresentados no

Apéndice A (Figuras A76—A83).
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FIGURA 4.58- Estrutura quimica da substancia 12.

A interpretagdo dos espectros de RMN de 'H e *C evidencia um
conjunto de sinais caracteristicos de uma estrutura aromatica mono-substituida,
corroborada pelas correlagdes diretas observadas no experimento bidimensional
de HSQC. Observa-se ainda um sinal intenso de carbono carbonilico em 6C 197,7,
atribuido ao C-7, o qual apresenta correlagdao heteronuclear de longo alcance com
o proton H-9 no espectro de HMBC, confirmando sua inser¢do em um sistema
benzofendnico. Adicionalmente, os deslocamentos quimicos e padrdes de
acoplamento indicam a presenca de unidades preniladas na molécula. A auséncia
de sinal correspondente a hidrogénio fenolico fortemente quelado indica a
inexisténcia de grupo hidroxila na posi¢do C-2, distinguindo este composto de
benzofenonas estruturalmente relacionadas previamente descritas. Em conjunto,
os dados espectroscopicos sustentam a caracterizagdo do composto como uma
benzofenona prenilada, em concordincia com relatos anteriores da literatura

(FULLER et al., 1999; SEO et al., 2000).

A andlise espectroscopica indica que o segundo anel aromatico se
encontra totalmente substituido, apresentando duas hidroxilas fenodlicas, uma
unidade prenilada ciclizada formando um anel croménico, além de uma prenila
aciclica. A unidade prenil ciclizada exibe um padrao de deslocamentos quimicos
e correlagdes compativel com aquele previamente descrito para o composto 1,

sendo associada as posigoes C-2 e C-3. Essa atribuicdo ¢ corroborada pelas
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correlacoes heteronucleares de longo alcance observadas no espectro de HMBC

entre os carbonos correspondentes e o préton H-19.

No espectro de COSY, sdo observadas correlagcdes escalarmente
acopladas entre os protons H-15/H-14 e H-19/H-20, além das interacdes
caracteristicas entre os protons do anel benzénico mono-substituido, conforme
resumido na Tabela 4.16. A presenca das hidroxilas fendlicas foi atribuida as
posi¢des C-4 e C-5, com base nos valores de deslocamento quimico observados e
em comparagao com dados reportados na literatura. Adicionalmente, o espectro
DEPT 135 evidencia a presen¢a de um grupo metilénico (CH:), confirmando a

ocorréncia de uma cadeia prenilada nao ciclizada.

Considerando o conjunto de dados obtidos a partir dos experimentos
de RMN uni- e¢ bidimensionais, em concordancia com descricoes estruturais

previamente relatadas (FULLER et al., 1999; SEO et al., 2000).

TABELA 4.16- Dados de RMN de 'H e '3C (8, ppm), constantes de acoplamento (J, Hz) e
correlagdes HMBC e COSY do composto isolado, obtidos em CDCl3

C H(J/M2)5__ "Co HMBC COSY
1 - 1043 - .
2 - 155.2 - -
3 - 102.6 - -
4 - 159.0 - -
5 - 159.5 - -
6 - 1085 - -
7 - 197.7 - -
8 - 140.1 - -

9e13 763m 1280 C-11,C-7 H-11

10e12 751m 1293 C-8 -
B 75Tm 1323 C-9 H-9
14 s26d 215 COCEIOE H-15
15 S17m 1222 C-17,C-18,C-14 H-14
16 - 132.6 - -
17 1.76 5 260  C-18,C-15,C-16 -
18 168 s 258 C-17,C-15,C-16 -

6.61(d, J =

19 00T 163 C-21,C2 H-20
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5.49 (d, J =

20 10.0 Hz) 126.0 C-21,C-3 H-19
21 - 78.0 - -
22e23 1455 28.5 C-21,C-19 -
OH-2 ou 6 11.90 s — — —

4.1.8.12.1 Espectro de massas para a substancia Vismiaguienona 3

A proposta de fragmentacao do composto foi estabelecida com base
na andlise do espectro de massas de alta resolucdo (HR-ESI-MS), no qual o ion
pseudomolecular [M+H]*foi observado em m/z 365,1757, compativel com a
formula molecular proposta. O espectro de Ms e Ms/Ms esta presente na figura
4.59. A partir desse ion precursor, observou-se inicialmente a perda neutra de um
radical metila (*CHs), originando o fragmento em m/z 349,14, indicando a

clivagem de grupos metoxilados presentes na estrutura.

Em sequéncia, a fragmentagdo envolve a quebra da ligacdo C—O do
sistema aromatico, promovendo a reorganizagdo do anel e a formagao de um ion
estabilizado por ressonancia, evidenciada pelo sinal em m/z 231,07. Esse
fragmento ¢ caracteristico de estruturas policiclicas oxigenadas e refor¢a a

presenca de um nuicleo aromatico condensado.

Adicionalmente, foi observada a formagdo do fragmento em m/z
189,02, atribuida a clivagem do anel central, mecanismo comum em compostos
aromaticos altamente conjugados, resultando em ions menores e energeticamente
favorecidos. Fragmentos adicionais, como o ion em m/z 105,03, sdo consistentes
com a geracao de subunidades aromaticas simples, corroborando a arquitetura

policiclica proposta para a molécula.

Assim, o conjunto de fragmentos observados € os mecanismos de
fragmentacdo propostos mostram-se consistentes com a estrutura sugerida,
fornecendo suporte adicional a elucidacao estrutural do composto, conforme

ilustrado na figura 4.60.
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FIGURA 4.59- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 12.
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4.1.8.13 Substancia 13- Vismiaguienona 4

A substancia 13 (figura 4.61) — foi isolada da casca de Vismia
guianenses a partir da fragdo PLC-F2. Sua estrutura foi elucidada por meio de
experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolu¢ao (HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela
comparacao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura, assegurando consisténcia e confiabilidade na determinagdo da estrutura
molecular. Os espectros de RMN complementares referentes a essa substancia

encontram-se apresentados no Apéndice A (Figuras A84—A95).

FIGURA 4.61- Estrutura quimica da substancia 13.

Os espectros de RMN de 'H e *C exibem um perfil espectroscopico
consistente com os compostos previamente caracterizados, indicando tratar-se de
uma benzofenona prenilada. A presenca de uma hidroxila fendlica na posig¢ao C-
2 ¢ evidenciada pelo sinal de proton fortemente quelado observado em dH 11,90,
atribuido a interagdo intramolecular com o grupo carbonilico, o qual se manifesta
em 0C 199,9. Esses dados estdo em consonancia com informacdes reportadas na
literatura para benzofenonas estruturalmente relacionadas (BOTTA et al., 1986;

FULLER et al., 1999; SEO et al., 2000).

A andlise do segundo anel aromdtico revela um padrio de
substituicao envolvendo duas hidroxilas fenolicas, duas unidades preniladas € um

grupo metoxila. O sinal correspondente ao grupo metoxila, assim como aqueles

118



associados as cadeias preniladas, apresenta comportamento espectral semelhante
ao descrito anteriormente para a substancia 12. A localizagao desses substituintes
foi confirmada por meio das correlagdes heteronucleares de longo alcance
observadas no espectro de HMBC, destacando-se as interacoes entre H-14/C-5 e
H-19/C-3. Com base no conjunto de dados obtidos a partir dos experimentos de
RMN uni- e bidimensionais, a estrutura do composto foi estabelecida como

Vismiaguienona (Tabela 4.17).

TABELA 4.17- Dados de RMN de 'H e '3C (3, ppm), constantes de acoplamento (J, Hz) e
correlagoes HMBC e COSY do composto isolado, obtidos em CDCls3.

C 'H (J/Hz) & 3Cd HMBC COSY
1 - 108.3 - —
2 - 160.3 - -
3 - 111.0 - -
4 - 158.3 - -
5 = 160.7 - =
6 - 112.9 - -
7 = 199.9 - =
8 - 140.7 - -
9¢13 7.66 (d, J=17.6 Hz) 1289 C-11,C-7 -
10e12 7.40 (t,J=7.6 Hz) 127.7 C-8 -
11 7.50 (t,J=7.7 Hz) 131.7 C-9 =
C-5, C-15,
14 3.30 (d, J= 7.1 Hz) 22.7  C-16,C-4, H-15
C-6
15 5.18 (t,J=2.4 Hz) 122.5 - H-14
16 - 134.7 - -
C-18, C-15,
17 1.76 s 26.0 ool =
C-17, C-15,
18 1.85 s 18.0 ol =
~ C-20, C-3,
19 3.43 (dd,J=17.1 Hz) 22 (o) ¢, B
20 5.29 (t,J=3.9 Hz) 121.9 - H-19
21 - 134.5 - -
22 1.75 259 C-23,C-21 -
23 1.74 s 180 C-22,C-21 -
24 3.17 s 62.7 = =
OH-2 ou 6 11.90 s - - -
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4.1.8.13.1 Espectro de massas para a Vismiaguienona 4

O espectro de massas da benzofenona prenilada, figura 4.62,
apresenta ion molecular desprotonado [M — H]- em m/z 379,1921, compativel
com a estrutura proposta contendo grupos hidroxila e cadeias preniladas. A
fragmentacgdo inicial envolve a clivagem da cadeia isoprenilica, formando o ion
em m/z 321,14, correspondente a perda neutra de 58 Da, atribuida a eliminagao
de um fragmento isopropenilico. Em seguida, observa-se a formagao do ion em
m/z 364,16, resultante da perda adicional de 15 Da, associada a elimina¢ao de um

radical metil.

Na sequéncia, ocorre a formacdo do fragmento em m/z 305,11,
atribuida a perda combinada de 74 Da, envolvendo clivagem adicional da cadeia
lateral prenilada e rearranjos do esqueleto benzofenonico. Por fim, observa-se o
fragmento em m/z 255,08, correspondente a ruptura do nicleo benzofendnico,
com formacao de um ion aromadtico estabilizado. Esse conjunto de fragmentacdes
¢ consistente com o comportamento espectral esperado para benzofenonas
preniladas e corrobora a estrutura proposta. O espectro de massas (MS) e o
espectro de fragmentagao (MS/MS) da benzofenona prenilada estdo apresentados
na figura 4.62, enquanto a proposta de fragmentacdo encontra-se ilustrada na

figura 4.63.
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FIGURA 4.62- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 13.
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FIGURA 4.63- Proposta de fragmentacdo da substancia 13 por ESI-MS/MS (modo negativo),
[M-H] em m/z: 379.1921 (A= 1.58 ppm).
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4.1.8.14 Substancia 14 - Vismiaguienona 5

A substancia 14 (figura 4.64) foi isolada da casca de Vismia
guianenses a partir da fragdo PLC-F2 (BOTTA et al., 1986; FULLER et al., 1999;
SEO et al., 2000). Sua estrutura foi elucidada por meio de experimentos de RMN
de 'H, BC, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de massas de alta resolugao
(HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela comparagdo dos
espectros obtidos com dados previamente publicados na literatura, assegurando
consisténcia e confiabilidade na determinacdo da estrutura molecular. Os
espectros de RMN complementares referentes a essa substidncia encontram-se

apresentados no Apéndice A (Figuras A96-A103).

FIGURA 4.64- Estrutura quimica da substancia 14.

Os espectros de RMN de 'H e *C apresentam um perfil espectral
compativel com o observado para os compostos previamente descritos, indicando
tratar-se de uma benzofenona prenilada estruturalmente relacionada as discutidas
nos topicos anteriores. A presenca de um proton fendlico fortemente quelado com
o grupo carbonilico, associado a posigdo C-2, refor¢a essa proposta estrutural,
embora sejam observadas variagoes na distribui¢do dos substituintes ao longo do

anel aromatico.

A atribui¢do posicional dos grupos substituintes foi fundamentada
nas correlacdes heteronucleares de longo alcance observadas no espectro de
HMBC, em conjunto com a analise dos deslocamentos quimicos obtidos nos

espectros unidimensionais. Duas hidroxilas fen6licas foram atribuidas as posigdes
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C-2 e C-6, enquanto a unidade prenilada ciclizada, formando um anel croménico,
foi localizada nas posi¢des C-4 e C-5. Adicionalmente, a presen¢a de uma prenila

aciclica foi estabelecida na posigao C-3.

TABELA 4.18- Dados de RMN de 'H e *C (8, ppm), constantes de acoplamento (J, Hz) e
correlagdes HMBC e COSY do composto isolado, obtidos em CDCl3

C  'HW/Hz2o 5Co  HMBC COSY

1 - 105.4 - -
2 _ 162.1 _ _
3 _ 105.2 _ _
4 _ 158 _ _
5 _ 101.9 _ _
6 _ 154.7 _ _
7 _ 200.7 _ _
8 _ 143 _ _

9¢13 747 m 127.2 C7.C-11 _

10e12  737(tJ=T4Hz) 1277 C-8 _
11 743(.J=77Hz) 130.0 C-9 _
14 _ 773 _ _
15  647(d,J=99Hz) 116.0 C-14 H-16
16 5-20(d, /=100 554 C-14, C-5 H-15

Hz)
17e18 143 27.4 C-14, C-16 _
B C-20, C-21, C-3,
19  343(dJ=73Hz) 218 P H-20
20 530(tJ=39Hz) 1218 _ H-19
21 _ 136.8 _ _
22 0.82 s 180  C23,C-20,C21 -
23 0.93 s 260  C21,C-23,C-22
OH-20u 6 12.24 s
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4.1.8.14.1 Espectro de massas para a substancia Vismiaguienona 5

O ion precursor em m/z 365,17 softre inicialmente clivagem da cadeia
prenilada, resultando na formagdo do fragmento em m/z 309,11, correspondente
a perda neutra de 56 Da, atribuida a eliminacao de uma subunidade isoprenilica.
Em seguida, observa-se a formag¢ao do ion em m/z 297,11, decorrente de
rearranjos estruturais associados a abertura do anel e a reorganizacao da cadeia

lateral prenilada, figura 4.65.

Na sequéncia, ocorre a fragmentagcdo para o ion em m/z 231,06,
atribuida a ruptura do nticleo benzofenonico e eliminacao adicional de fragmentos
alquenilicos, gerando um sistema aromatico estabilizado. Por fim, observa-se a
formagdo do fragmento em m/z 105,03, correspondente a um cation benzilico ou
benzoico substituido, resultante da clivagem completa do anel aromadtico. Esse
padriao de fragmentacdo € consistente com o comportamento esperado para
benzofenonas preniladas e sustenta a proposta mecanistica apresentada na figura

4.66.
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FIGURA 4.65- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substéncia 14.

231.0664

Y

+
+oH ‘(nlf’w )\ oo
T I~y X
HOY 0
=

mdz 309,11

HO

oz 365,17

+ + " OH

A =c=( OH  OH /)\ e ,[i:l " 0
o HOY L =
A,

miz 105,03

iz 365,17 iz 231,06

mdz 297,11

FIGURA 4.66- Proposta7 de fragmentacdo da substancia 14 por ESI-MS/MS (modo positivo),
[M+H] " em m/z: 365.1757 (A= 2.73 ppm).
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4.1.8.15 Substancia 15- Vismiaguienona 6

A substancia 15 (figura 4.67) Vismiaguienona 6, foi isolada da casca
de Vismia guianenses a partir da fracdo PLC-F2 (BOTTA et al., 1986; FULLER
et al., 1999; SEO et al.,, 2000). Sua estrutura foi elucidada por meio de
experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolugao (HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela
comparagao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura, assegurando consisténcia e confiabilidade na determinacao da estrutura
molecular. Os espectros de RMN complementares referentes a essa substincia

encontram-se apresentados no Apéndice A (Figuras A104-A110).

FIGURA 4.67- Estrutura quimica da substancia 15.

Os espectros de RMN de 'H e !3C obtidos encontram-se em
concordancia com os compostos previamente descritos na literatura, permitindo
caracterizar a substancia como uma benzofenona prenilada, com estrutura

semelhante aquelas discutidas nas se¢des anteriores.

Entretanto, a molécula apresenta indicios claros de simetria
molecular, evidenciados pela presenga de sinais de hidrogénios metilicos em dH
1,70 e 1,80, ambos integrandos para seis hidrogénios cada, o que confirma a
presenca de quatro grupos metila equivalentes. Adicionalmente, observa-se o sinal

em OH 3,34, atribuido aos hidrogénios metilénicos da cadeia prenila, integrando
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para quatro hidrogénios, indicando a presenca de duas unidades prenila inseridas

em ambientes quimicos equivalentes.

Essa simetria estrutural é corroborada pelo espectro de RMN de °C,
no qual se observa a intensidade aumentada de determinados sinais, como o
deslocamento em dC 157,8, atribuido simultaneamente aos carbonos C-3 e C-5,

confirmando a equivaléncia quimica dessas posi¢des na molécula.

A atribui¢do dos sinais de 'H e ’C foi realizada com base nos
experimentos de RMN unidimensionais e bidimensionais (COSY e HMBC), cujos

dados encontram-se sumarizados na Tabela 4.19.

TABELA 4.19 - Dados de RMN de 'H (6, ppm; J em Hz) e *C (3, ppm), bem como correlagdes
observadas nos experimentos bidimensionais HMBC e COSY, da vismiaquinona 6, obtidos em
CDCl.

Posicio  RMN 'H 13C () HMBC COSY

1 - 104.7 - -
2e6 - 106.4 - -
3e5 - 157.8 - -

4 - 161.2 - -

7 - 198.2 - -

8 - 140.4 - -
9e13 7.64 (m) 128.1 C-11,C-7 -
10e12  7.51 (m) 129.2 C-8 -

11 7.57 (m) 132.2 C-9 -

H-18, H-
14e19 334(d,J=7.1) 220  C-16,C-3,C-4 15
1520 5.22(tJ=14) 1219 C-21,C-19,C-17 H-14
16 €21 - 135.2 - -
17 €23 1.70 (s) 259 C-16,C-18,C-15  H-15
18 €22 1.80 (s) 18.0 C-16,C-17,C-15  H-14

4.1.8.15.1 Espectro de massas para a substancia Vismiaguienona 6

A proposta de fragmentagdo apresentada na Figura 4.69 evidencia
um padrio coerente com a estrutura benzofenonica prenilada do composto

analisado. O ion molecular observado em m/z 367,1911 confirma a massa
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molecular proposta e serve como ponto de partida para as principais rotas de
dissociagdo. A formacdo do fragmento em m/z 311,12 pode ser atribuida a perda
neutra de 56 Da, compativel com a clivagem de uma unidade isoprenoide, um
comportamento recorrente em metabdlitos prenilados. Essa etapa inicial de
fragmentacao indica que os grupos prenila estdo ligados de forma relativamente
labil, favorecendo sua eliminagdo sob condi¢des de ionizagdo, o que sustenta a

presenga dessas unidades na estrutura.

A fragmentacdo subsequente conduz a formacao dos ions em m/z
255,006 e m/z 177,001, os quais podem ser racionalizados por perdas adicionais
envolvendo rearranjos do esqueleto benzofenonico e clivagens do anel aromatico
conjugado ao grupo carbonilico. O fragmento em m/z 255,006 sugere a
manutencdo do nucleo aromatico-carbonilico apds sucessivas perdas laterais,
enquanto o ion de menor massa em m/z 177,001 indica uma fragmentacdo mais
profunda, tipica de sistemas aromaticos altamente conjugados. Em conjunto, esse
padrao de fragmentacdo, figura 4.69, ¢ consistente com dados previamente
descritos para benzofenonas preniladas na literatura e reforca a elucidagdo

estrutural proposta com base nos dados espectroscopicos de RMN.
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FIGURA 4.69- Proposta de fragmentagao da substancia 15 por ESI-MS/MS (modo positivo),
[M+H] "em m/z: 367.1911 (A= 1.90 ppm).

4.1.8.16 Substancias 16- Hidroxiferruginin A

A substancia 16 (figura 4.70) — Hidroxiferruginin A, foi isolada da casca de
Vismia guianenses a partir da fracdo PLC-F2. Sua estrutura foi elucidada por meio
de experimentos de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY e espectrometria de
massas de alta resolucao (HRESI-MS). A validagao estrutural foi confirmada pela
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comparagdao dos espectros obtidos com dados previamente publicados na
literatura (MONACHE et al.,, 1980; LENTA et al.,, 2007), assegurando
consisténcia ¢ confiabilidade na determinacdo da estrutura molecular. Os
espectros de RMN complementares referentes a essa substancia encontram-se

apresentados no Apéndice A (Figuras A111-A117).

FIGURA 4.70- Estrutura quimica da substancia 16.

A analise do espectro de RMN de *C revelou a presenca de 30 sinais
de carbono, cuja atribuicdo foi realizada com o auxilio do experimento
bidimensional de HSQC. Esses sinais correspondem a seis grupos metila, quatro
metilenos, seis carbonos vinilicos hidrogenados e quatorze carbonos quaternarios,
incluindo um grupo carbonilico caracteristico observado em dC 192,2, em

concordancia com dados previamente reportados para compostos estruturalmente

relacionados (MONACHE et al., 1980; LENTA et al., 2007).

O espectro de RMN de 'H evidenciou a presenga de um proton
hidroxilico fortemente quelado em oH 10,09, além de dois protons aromaticos
singletos em 6H 7,04 (1H, s) e 7,13 (1H, s), e sinais atribuidos a hidrogénios
metilénicos em 0H 3,76 (2H, m). O deslocamento quimico ¢ o padrio de
multiplicidade desses sinais sdo compativeis com a influéncia desblindante de um

grupo hidroxila, atribuida a elevada eletronegatividade do oxigénio.

O grupo metilénico previamente mencionado (CH>—OH) integra uma

unidade prenilada presente na molécula. Adicionalmente, foram identificados
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sinais caracteristicos de outras duas prenilas, incluindo hidrogénios metilénicos
em OH 3,03 e um dupleto em 6H 3,47 (2H, J = 7,2 Hz), cuja desblindagem esta
associada a proximidade com ligagdes duplas. Observam-se ainda sinais de
hidrogénios vinilicos como tripletos em 6H 5,15 (1H, J= 7,1 Hz) e 6H 4,63 (1H,
J=1,1 Hz), além de quatro singletos correspondentes a grupos metila olefinicos
na regidao de dH 1,40-1,90, corroborando a presenc¢a de multiplas unidades

preniladas.

Essas atribui¢des foram confirmadas pelos dados de RMN de °C,
que indicaram trés carbonos metilénicos em oC 25,4, 40,8 e 41,5, trés carbonos
vinilicos em oC 118,4, 121,5 e 122,8, bem como sinais correspondentes a ¢cinco
grupos metila entre 6C 18,4 e 26,3. Adicionalmente, foi observado um sinal
caracteristico de metila ligada a anel aromatica em 6C 21,1, refor¢ando a proposta

estrutural.

No espectro bidimensional de HMBC foram observadas correlagdes
entre os protons metilicos em 0H 2,39 e os carbonos C-7 e C-5, indicando a
localizagdo desse grupo metila na posicdo C-6, em conformidade com
consideracoes biogenéticas (figura 4.21). Além disso, os protons metilénicos da
unidade prenil apresentaram correlagdes de longo alcance com o carbono saturado
em 0C 50,2 (C-4), evidenciando de forma inequivoca a ligacao dessa cadeia ao C-

4,

A presenca de uma hidroxila livre foi atribuida ao carbono C-3 (6C
181,9), um carbono quaternario cujo deslocamento quimico € caracteristico de um
carbono vinilico ligado a oxigénio. Observou-se ainda que os protons aromaticos
em O6H 7,04 (1H, s) e 7,13 (1H, s) apresentam correlagdes no espectro de HMBC
com os carbonos (C-5a, C-10, C-7, C-8a, C-20) e (C-1a, C-5a, C-5, C-8a, C-4),
respectivamente. Essas correlagdes confirmam a localizacdo desses protons

a0romaticos nas posi¢des C-5 e C-10 do esqueleto aromatico.

131



Em conjunto, os dados obtidos a partir dos espectros de RMN
unidimensionais e bidimensionais permitem uma atribuicao estrutural consistente,
em pleno acordo com os dados previamente descritos na literatura para compostos

da mesma classe quimica. Tabela (MONACHE et al., 1980; LENTA et al., 2007).

TABELA 4.20 - Dados de RMN de 'H e '*C (5, ppm), constantes de acoplamento (J, Hz) e
correlagdes HMBC e COSY do composto isolado, obtidos em CDCl3

Posicio o'H (ppm, J/Hz) 0C (ppm) HMBC COSY

1 - 192.2 - -

la - 108.7 - -

2 5.79s 104.9 C-4,C-la -

3 - 181.9 - -

4 - 50.2 - -
4a - 139.7 - -

5 7.04 s 119.1 a, C-10, C-7, C-8a, C —
Sa - 111.5 — —

6 - 142.2 - —

7 - 122.9 - -

8 - 154.5 - -
8a - 136.8 - -

9 10.09 (OH) 163.1 - -

10 7.13s 115.7 C-4a, C-5a, C-8a -

11 2.62 (dd, J=13.1,5.7) 41.5 C4, C-12 H-16, H-17, H-12
12 4.90 (dd, J=7.1,4.8) 121.5 - -

13 - 137.2 - -
14 1.54s 14.5 C-15, C-12,C-13 —
15 3. 76 m 68.9 C-11, C-13 -
16 3.03 (dd, J =23.0, 14.2) 40.8 C+4, C-18,C-4a H-11
17 4.63(d,J="7.1) 118.4 C-19, C-19a, C-16 H-19, H-18
18 - 135.4 - -

19 1.48 s 26.2 C-19,C-17, C-18 H-17
19a 248 s 48.4 C-5, C-6, C-7 H-17
21 347(d,1=17.8) 122.1 C-7,C-23,C-6 H-22
22 5.15(d,1=17.8) 75.8 C-7,C-21,C-23 H-21
23 - 122.1 - —
24a 1.70 s 26.2 C-24a, C-22,C-23 -

0 24b 1.82s 18.4 C-24,C-22,C-23 —

4.1.8.16.1 Espectro de massas para a substancia 16

O espectro de massas (figura 4.71) apresenta ion molecular em m/z
477,2649, compativel com uma estrutura policiclica altamente oxigenada e
prenilada. A fragmentagdo inicial envolve a perda de uma molécula de agua (—18
Da), resultando no ion em m/z 459,25, atribuida a desidratacao de grupos hidroxila
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alifaticos. Em seguida, observa-se a clivagem da cadeia prenilada, levando a
formacao do fragmento em m/z 382,20, correspondente a perda neutra de 95 Da,

compativel com a eliminacao de uma subunidade isoprenilica funcionalizada.

Na sequéncia, ocorre a formagao do ion em m/z 408,19, resultante de
rearranjos estruturais envolvendo migragcdo de hidrogénios e reorganizacao da
cadeia lateral, com retencdo parcial da unidade prenilada. Esse padrio de
fragmentagdo € consistente com a substancia proposta € com o mecanismo de

fragmentacao apresentado na figura 4.72.
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FIGURA 4.71- A: Espectros de MS e em B: MS/MS da substancia 16.
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m/7: 477.2649

m/7: 408.19

FIGURA 4.72- Proposta de fragmentagdo da substancia 16 por ESI-MS/MS (modo positivo),
[M+H] " em m/z: 477.2649 (A= 2.72 ppm).

4.2 Resultados-bioldgicos
4.2.1 Ensaios com Formigas — Extratos Brutos

Os resultados obtidos mostram a agdo toxica dos extratos vegetais
avaliados frente as operarias de Atta sexdens. As curvas de sobrevivéncia revelam

diferencas significativas entre os tratamentos ao longo dos 21 dias de observagao.

O grupo controle tratado com dieta contendo apenas metanol

apresentou alta sobrevivéncia durante todo o periodo experimental, confirmando
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que o solvente utilizado ndo exerceu efeito deletério significativo sobre as

formigas. Figura 4.73.

Sobrevivéncia de A. sexdens

100
— DP + Metanol
— Himathantus articulatus
— Vismia guianensis

50

% Média

O—T—TT T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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FIGURA 4.73- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a dieta
controle com metanol e aos extratos que tiveram maior indice de mortalidade.

Por outro lado, os extratos testados ocasionaram reducoes

expressivas na sobrevivéncia das operarias, indicando seus potenciais atividades

inseticidas.

O extrato de Himatanthus articulatus destacou-se por promover
mortalidade acelerada, com 100% de mortalidade alcancada por volta do 12° dia.
Esse comportamento foi corroborado pelos valores acumulados de mortalidade
apresentados na Figura 4.73, os quais demonstram incremento crescente e
significativo ja a partir do 6° dia de experimento, com valores superiores a 90%
até o 12° dia. A mediana de sobrevivéncia (Md) observada para esse tratamento

foi de 6 dias, evidenciando efeito letal rapido sobre as operarias.
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Da mesma forma, o extrato de Vismia guianensis também apresentou
efeito toxico, embora menos pronunciado que H. articulatus (Figura 4.73). A
mortalidade acumulada atingiu 100% no 21° dia, com mediana observada de 9
dias. Esse perfil indica uma ag¢do inseticida progressiva, porém mais lenta em
comparacdo ao extrato de H. articulatus. Ambos os extratos diferiram
estatisticamente do controle, reforcando a eficidcia dos compostos bioativos
presentes nas espécies avaliadas, como indicado pelas letras distintas atribuidas

pelo teste de log-rank (p<0,05).

A Tabela 4.21 apresenta os tratamentos avaliados quanto a
mortalidade observada no experimento, em comparacdo ao controle negativo,
composto por dieta padrdo contendo o solvente metanol, bem como os dados

comparativos correspondentes apresentados ao decorrer dos dias de analise.

TABELA 4.21- Percentual acumulado de mortalidade ao longo do tempo para diferentes
tratamentos

TRATAMENTO % acumulada de mortalidade por dia
1 2 3 6 9 12 16 21
DP + Metanol 0 0 2 6 12 16 16 22 >21a
Vismia guianensis 0 0 12 32 50 62 68 100 9b
Himatanthus 0 0 4 62 92 98 100 100 6b
articulatus

* Letras distintas em rela¢do ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o

teste “log rank” (p< 0,05)

Esses achados sugerem que H. articulatus, em particular, possui
substancias com elevado potencial para o desenvolvimento de formulagdes
inseticidas direcionadas ao controle de formigas cortadeiras. A radpida redugdo na
sobrevivéncia das operdrias pode refletir mecanismos de acdo ligados a
interferéncia em processos fisioldgicos essenciais ou a presenga de metabdlitos
secundarios com forte atividade toxica. Assim, os dados gerados reforcam a
importancia de estudos fitoquimicos e toxicoldgicos complementares, com vistas

a caracterizagao dos compostos responsaveis € a exploracao do potencial dessas
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espécies como alternativas sustentaveis para o manejo integrado de pragas

agricolas.
4.2.2 Ensaios com Formigas — Fra¢des de Himatanthus articulatus

As fragdes obtidas a partir do extrato de Himatanthus articulatus
apresentaram distintos perfis de toxicidade frente as operarias de Atta sexdens,
demonstrando que a atividade inseticida da espécie esta distribuida de forma
diferencial entre seus constituintes quimicos. Conforme ilustrado na curva de
sobrevivéncia, todas as fragdes reduziram significativamente a sobrevivéncia das
formigas em comparacdo ao controle (dieta + metanol), evidenciando forte

potencial bioinseticida, figura 4.74.
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FIGURA 4.74- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a dieta
controle com metanol e as fracdes de H. articulatus.

Entre as fragdes avaliadas, destacam-se SF-1, SF-2 e SF-3, que
promoveram mortalidade acelerada, resultando em 100% de mortalidade em
aproximadamente 6—8 dias. A fracdo SF-2 apresentou o perfil mais agressivo, com
queda abrupta na sobrevivéncia ja nos primeiros dias de experimento, indicando
alta concentragdo de compostos bioativos com agdo direta e rapida sobre fisiologia

e/ou comportamento alimentar das operarias.

As fragdes SF-4, SF-5 e SF-6 também apresentaram efeitos toéxicos
significativos, porém com mortalidade mais gradual ao longo dos dias. Esses

perfis sugerem a presencga de substancias com a¢do cumulativa e possivelmente
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mecanismos toxicos menos imediatos, como inibigao metabdlica progressiva ou

interferéncia no sistema digestivo das formigas, Tabela 4.21.

TABELA 4.21A- Percentual acumulado de mortalidade acumulada das fragdes ao longo do
tempo

% Acumulada de mortalidade por dia
TRATAMENTO Md*
1 2 3 4 6 |9 12 |15 (18 |21

DIETA PURA |0 2 2 2 4 |8 8 18 20 |30 >21a
SF-1 0 7 29 (43 |70 |88 |98 |100 |100 [100 |5b
SF-2 2 30 |62 |78 |96 [100 (100 |100 {100 |100 (3b
SF-3 14 48 [76 |84 |94 |100 {100 |100 [100 [100 |3b
SF-4 2 2 2 4 8 |26 |46 |64 |88 |96 13b
SF-5 8 26 |36 [38 [50 |66 |68 |74 (84 (92 6b
SF-6 2 4 |4 6 12 |50 [56 |64 [68 (90 9b

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

O grupo controle, alimentado com dieta contendo apenas metanol,
manteve elevada taxa de sobrevivéncia, demonstrando que o solvente nao
interferiu no comportamento ou viabilidade das operarias, reforcando que a
mortalidade observada nos demais grupos decorre exclusivamente das fragdes

avaliadas

Esses resultados refor¢am o potencial de H. articulatus como fonte
relevante de compostos com atividade inseticida natural. A resposta diferenciada
entre as fragdes indica que a atividade biologica esta relacionada a grupos
quimicos especificos, evidenciando a necessidade de prosseguir com estudos de
fracionamento direcionado, isolamento e clucidacao estrutural dos metabolitos

bioativos. Ademais, os compostos ja isolados a partir deste extrato ainda serdao
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avaliados quanto ao seu potencial inseticida especifico, permitindo validar e

complementar os resultados observados nas fragcdes brutas.

A possibilidade de interacdes sinérgicas entre os constituintes
também deve ser considerada, uma vez que efeitos combinados podem
desempenhar papel significativo na eficacia observada. A caracterizagdo
detalhada dessas moléculas e a compreensao de seus mecanismos de acao poderao
subsidiar o desenvolvimento de estratégias sustentaveis e ecologicamente
compativeis para o manejo integrado de formigas cortadeiras, pragas de elevada

relevancia econdmica em sistemas agricolas tropicais.

Assim, os achados deste estudo contribuem para o avango do
conhecimento sobre produtos naturais com potencial inseticida e abrem
perspectivas para aplicagdes biotecnologicas na protecao de culturas e reducao do

uso de pesticidas sintéticos.

4.2.3 Ensaios com Formigas — Fragdes e Compostos de Vismia

guianensis
As curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas

ao tratamento avaliado e ao grupo controle evidenciam comportamentos distintos
ao longo do periodo experimental. O grupo controle manteve elevada taxa de
sobrevivéncia durante todo o ensaio, confirmando que o veiculo utilizado ndo
exerceu efeito toxico significativo sobre as operarias. Em contraste, o grupo
tratado apresentou redugdo progressiva da sobrevivéncia, com declinio mais
acentuado a partir dos dias intermediarios do experimento, indicando efeito toxico
cumulativo do tratamento. A separacdo consistente entre as curvas de
sobrevivéncia demonstra diferenca significativa no padrao de mortalidade entre
os grupos, reforcando o impacto biologico do composto testado e seu potencial

inseticida frente a Atta sexdens (Figura 4.75).
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FIGURA 4.75- Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a dieta
controle com metanol e as fragdes de Vismia guianensis.

4.2.4 Ensaios antimicrobiana de Himatanthus articulatus e Vismia
guianenses contra L. gongylophorus

Foram avaliados os dois extratos estudados neste trabalho quanto a
atividade antifiingica frente ao fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus,
utilizando o halo de inibi¢cdo do crescimento fingico como parametro avaliativo.
Os resultados demonstraram que o extrato de Himatanthus articulatus apresentou
maior atividade antifungica, promovendo inibic¢ao total do crescimento micelial,

com halo de 70 mm (figura 4.76, Tabela 4.22).

FIGURA 4.76- Experimento de inibicdo de Leucoagaricus gongylophorus, usando
Himatanthus articulatus.
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TABELA 4.22- Atividade antifiingica frente a Leucoagaricus gongylophorus avaliada pelo
halo de inibi¢do, usando extrato de Himatanthus articulatus

Amostra (100mg/mL) HALO DE INIBICAO MEDIA SD
(mm)

Extrato de Himatanthus articulatus 70 70 70 70.0 0.0

Controle negativo (DMSO) 6.00 6.00 6.00 6.00 0.00

Xantiletina (100ug/mL) 70.00  70.00  70.00  70.00 0.00

Em contraste, o extrato de Vismia guianensis apresentou halo de
inibicdo reduzido, de apenas 6 mm, sendo considerado pouco ativo e, portanto,

inadequado para a continuidade das avaliagdes frente ao fungo (figura 4.77,
Tabela 4.23).

FIGURA 4.77- Experimento de inibicdo de Leucoagaricus gongylophorus, usando
extrato de Vismia guianensis.

TABELA 4.23- Atividade antifingica frente a Leucoagaricus gongylophorus avaliada
pelo halo de inibicdo, usando extrato de Vismia guianensis.

Amostra (100mg/mL) HALO DE INIBICAO MEDIA SD
(mm)
Vismia guianensis 6 6 6 6.0 0.0

Controle negativo (DMSO) 6.00 6.00 6.00 6.00 0.00
Xantiletina (100ug/mL) 70.00  70.00  70.00  70.00 0.00

4.2.5 Ensaios antimicrobiana de fragdes de Himatanthus articulatus

A atividade homogénea observada entre todas as fragdes sugere que

os metabolitos responsaveis pelo efeito se encontram amplamente distribuidos no
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extrato bruto ou que diferentes classes quimicas possuem acdo sinérgica na
inibicao microbiana. Essa caracteristica torna a espécie um alvo promissor para
futuros processos de fracionamento direcionado, purificagdo de compostos e
posterior elucidagdo estrutural, com potencial aplicagdo no desenvolvimento de

agentes antimicrobianos naturais. Figura 4.78.

FIGURA 4.78- Avaliagao inibitoria das fracdes de Hymantatus articulatus, A: SF-1 1; B: SF-
2; C:SF-3; D: SF-4-; E: SF-5; F:SF-6.

4.2.6 Ensaios antimicrobiana de compostos isolados de Himatanthus
articulatus

A avaliacdo da atividade fungicida dos metabolitos isolados de
Himatanthus articulatus frente a Leucoagaricus gongylophorus evidenciou
inibicdo completa do crescimento micelial para a maioria dos tratamentos
testados. Conforme observado, as substancias de 01 a 8 apresentaram halos de
inibigdo correspondentes a 70,0 mm, valor equivalente ao didmetro total da placa
de Petri, indicando inibi¢do de 100% do crescimento fungico. Esse padrdo
uniforme, associado a desvio-padrao nulo, demonstra elevada reprodutibilidade e

poténcia fungicida maxima dos compostos avaliados nas concentracoes testadas.
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A auséncia de crescimento micelial visivel reforca a elevada susceptibilidade de
L. gongylophorus aos iridoides de H. articulatus, destacando o potencial desses
metabolitos como agentes fungicidas direcionados ao controle do fungo simbionte

de formigas cortadeiras apresentadas na Tabela 4.24.

TABELA 4.24- Atividade antifiingica frente a Leucoagaricus gongylophorus avaliada pelo
halo de inibi¢ao, usando as substancias 1 a 8.

Tratamento Tamanho Tamanho Tamanho Média Desvio pM

Substiancias mm mm mm padrao
1 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 359
2 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 342
3 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 34.4
4 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 21.9
5 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 21.9
6 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 35.7
7 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 16.3
8 70.0 70.0 70.0 70.0 0.0 12.8

4.3 DISCUSSAO

4.3.1 Fragoes PLC-f1 a PLC-f4 de Vismia guianensis

A avaliacdo da toxicidade das fracdes PLC-fl a PLC-t4 de Vismia
guianensis sobre operarias de Atta sexdens indicou que as diferentes fracoes
apresentaram comportamentos distintos quanto ao impacto na sobrevivéncia das
formigas. O grupo controle (DP + metanol) manteve elevada taxa de
sobrevivéncia ao longo do experimento, confirmando que os veiculos utilizados
ndo afetaram significativamente a mortalidade e assegurando a confiabilidade dos

dados, apresentados na figura 4.79.
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FIGURA 4.79- Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a Dieta Pura
(grupo controle) e ao tratamento com fragcdes de Vismia guianensis oferecidos em dieta
artificial solida.

Dentre as fra¢des avaliadas, observou-se que PLC-f2 ¢ PLC-fl
apresentaram maior atividade inseticida, com medianas de sobrevivéncia de 21 e
20 dias, respectivamente. Embora a diferenga em relacdo ao controle tenha sido
moderada, ambas as fragdes promoveram mortalidade progressiva ao longo do
periodo experimental, sobretudo apos o 12° dia de exposicao, indicando um efeito
toxico acumulativo. Esse padrdo gradativo € consistente com compostos que
podem atuar por vias metabdlicas ou fisiologicas que exigem tempo para provocar
desbalanco letal no organismo das formigas, indicando uma possivel interferéncia
em processos biologicos cruciais como digestdo, metabolismo energético ou

comunicacao social.

As fragdes PLC-f3 e PLC-f4 ndo diferiram significativamente do
controle, apresentando medianas de sobrevivéncia superiores a 21 dias, sugerindo
baixo ou nenhum efeito toxico no nivel testado (60 mg). Essas fracdes podem
conter compostos menos ativos ou em menor concentracdo, reforgcando a
necessidade de prosseguimento com andlises quimicas direcionadas a

identificagdo de fitoconstituintes majoritarios e/ou bioativos.

A comparagdo entre as fracdes demonstra que o fracionamento do
extrato bruto pode concentrar componentes com atividade anti-formigas, embora

nem todas as fragdes tenham exibido potencial relevante. Notavelmente, PLC-f1
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e PLC-f2 mostraram-se candidatas mais promissoras para investigacoes
posteriores, incluindo estudos mecanisticos ¢ ensaios com concentragdes mais
amplas. Além disso, a diferenca observada entre as fra¢des indica que compostos
bioativos podem estar distribuidos de forma seletiva, reforgando a importancia do
fracionamento como estratégia para prospeccao de metabodlitos naturais com

potencial inseticida.

De modo geral, os resultados sugerem que Vismia guianensis possui
substancias com potencial de aplicacdo no manejo de Atta sexdens, praga de
grande relevancia agricola. Entretanto, os efeitos mais suaves observados nas
fracdes, em comparagao aos compostos purificados, indicam que a acao biologica
pode estar associada a moléculas especificas ou a sinergia entre componentes
presentes no extrato total. Estudos futuros visando elucidar o perfil quimico de
cada fragcdo, bem como ensaios comportamentais e toxicologicos adicionais, serao
essenciais para determinar a viabilidade de desenvolvimento de formulagdes

bioinseticidas baseadas nessa espécie vegetal.

4.3.2 Compostos isolados de Vismia guianensis sobre Atta sexdens

No presente estudo, foram avaliados os efeitos de substancias
isoladas de Vismia guianensis (sub 12 a 16), sobre a sobrevivéncia de operarias de
Atta sexdens, utilizando dieta artificial como veiculo de exposicao. Os resultados
demonstraram que diferentes compostos apresentaram potenciais atividades
inseticidas, refletidas tanto na curva de sobrevivéncia quanto na mediana de

sobrevivéncia das operarias (Md). Figura 4.80.
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FIGURA 4.80- Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens submetidas a
Dieta Pura (grupo controle) e ao tratamento com substincias puras, de 12 a 16.

O grupo controle (DP + metanol) manteve maior taxa de
sobrevivéncia ao longo do periodo experimental, confirmando a auséncia de efeito
toxico significativo dos veiculos utilizados e validando o ensaio.
Comparativamente, alguns compostos isolados evidenciaram impacto substancial
na mortalidade das operarias. Dentre eles, destacou-se o composto 15, que
apresentou a menor mediana de sobrevivéncia (10 dias), seguido por 14 (11 dias)
e 16 (13 dias), indicando maior toxicidade relativa. Essas substancias promoveram
declinio acentuado da sobrevivéncia a partir do 6° dia de exposicao, com elevada

acumulacao de mortalidade ap6s o 10° dia.

Os compostos 13 e 15 também demonstraram efeito significativo
sobre a mortalidade das operarias, com medianas de sobrevivéncia de 13 ¢ 9 dias,
respectivamente, porém com taxas de mortalidade inicial mais graduais quando
comparadas as observadas para 12 e 14. Por outro lado, 15 apresentou baixa

atividade inseticida, exibindo mediana de sobrevivéncia superior a 17 dias,
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semelhante ao grupo controle, sugerindo menor potencial bioativo frente as

operarias de A. sexdens.

A andlise estatistica pelo teste log-rank evidenciou diferencas
significativas para a maioria dos compostos quando comparados ao controle,
reforcando seu potencial como moléculas bioativas. O conjunto dos resultados
sugere que determinados metabdlitos da V. guianensis, especialmente 15, 12 e 14,
possuem efeitos toxicos relevantes sobre formigas cortadeiras, o que aponta para

possivel aplicagdo futura no manejo integrado dessas pragas agricolas.

Do ponto de vista ecologico e econdmico, o controle de Atta sexdens
representa desafio critico, dada sua relevancia para perdas agricolas e dificuldade
de manejo com produtos convencionais. Assim, a identificacdo de moléculas
naturais com atividade inseticida abre perspectivas para desenvolvimento de
bioinseticidas menos impactantes ao ambiente ¢ com possiveis propriedades
seletivas. Estudos complementares visando elucidacdo do mecanismo de agao,
avaliagdo de toxicidade em organismos ndo-alvo e formulagdo aplicada serdo

essenciais para o avango desse potencial biotecnoldgico.

4.3.3 Analise e Discussdo da Atividade Fungicida Maxima dos Iridoides
de Himatanthus articulatus

Com base na interpretacdo de que o valor numérico 70.0 mm
corresponde ao didmetro maximo da placa de Petri, e, portanto, a uma inibi¢ao de
100% do crescimento micelial esperado de Leucoagaricus gongylophorus, o texto
para a tese € reformulado para refletir uma atividade fungicida maxima e robusta

dos compostos.

4.3.4 Atividade Fungicida Maxima de Metabolitos de Himatanthus
articulatus contra Leucoagaricus gongylophorus
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O presente estudo avaliou o potencial fungicida de metabdlitos
secundarios isolados de Himatanthus articulatus contra Leucoagaricus
gongylophorus, o fungo simbionte das formigas cortadeiras (Atta sp.).
Diferentemente de fungos de vida livre, L. gongylophorus ¢ um organismo co-
evoluido e altamente especializado, tornando sua suscetibilidade a compostos

vegetais um achado de grande relevancia ecoldgica e farmacologica.
4.3.5 Confirmacao da Bioatividade Inibitoria

Os resultados quantitativos do ensaio antimicrobiano sao
inequivocos. Os tratamentos ativos (incluindo 1 a 8 correspondentes a diferentes
compostos isolados) apresentaram um halo de inibigdo de 70.0 a 0.0 mm.
Considerando que 70.00 mm representa o didmetro total da placa de ensaio, este
resultado deve ser interpretado como uma inibigdo completa (100%) do
crescimento micelial. Isso demonstra que os derivados de H. articulatus possuem
uma poténcia fungicida maxima nas concentragdes testadas, impedindo

totalmente a proliferacdo do simbionte fingico.
4.3.6 Implicagdes da Estrutura Quimica na Atividade

As substancias testadas sdo iridoides, caracterizados pela estrutura
monoterpénica. O ensaio avaliou dois grupos principais (Sub 1-8): os iridoides
nao glicosilados (agliconas) (1, 2, 3 e 6) e os glicosideos iridoides (4, 5. 7 € 8). A
observacao de que multiplas fragdes e compostos resultaram em inibi¢do maxima

sugere que:

Potencial Amplo: Varios iridoides presentes em H. articulatus
possuem a capacidade de interferir em vias metabolicas ou estruturais essenciais

de L. gongylophorus.

Sinergismo: Caso os tratamentos SF1 a SF6 representem fragdes, a
atividade maxima pode ser decorrente de um efeito sinérgico entre os iridoides e

outros fitoquimicos presentes.
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Bioatividade Intrinseca: Se os compostos 1-8 corresponderem a
tratamentos individuais, a atividade maxima implica que tanto as agliconas
(lipofilicas) quanto os glicosideos (polares) sdo capazes de atingir e afetar o fungo,
sugerindo um mecanismo de a¢ao altamente eficaz ou uma alta susceptibilidade

do simbionte.
4.3.7 Relevancia Ecologica e Biologica

A atividade fungicida maxima dos iridoides contra L. gongylophorus
¢ um achado de significativa relevancia ecologica. A co-evolugdo entre as
formigas cortadeiras e seu fungo simbionte resulta em uma associagao altamente
protegida de predadores e patogenos. A capacidade dos iridoides de H. articulatus
de interromper este sistema fingico indica que estes metabolitos possuem um
grande potencial para o desenvolvimento de agentes anti-simbidticos ou

fungicidas direcionados.

Em conclusdo, a atividade maxima observada refor¢a o potencial de
H. articulatus como fonte de moléculas bioativas. Os iridoides representam uma
classe promissora, € sua capacidade de inibir completamente um fungo tao
especializado como L. gongylophorus merece aprofundamento na elucidagao dos

seus mecanismos de acao molecular.

4.3.8 Analise do Potencial Antimicrobiano de Vismia guianensis em
Ensaio de Difusdo em Agar

A avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto de Vismia
guianensis (Figura 4.77) nao evidenciou formacdo significativa de halo de
inibicdo, com valores médios equivalentes a 6 mm, idénticos aos observados no
controle negativo contendo DMSO. Esses resultados indicam que, na
concentracdo testada (100 mg/mL), o extrato bruto nao apresentou efeito
inibitorio mensuravel frente ao microrganismo utilizado no ensaio. A auséncia de

zona de inibicdo maior do que o controle negativo demonstra que os potenciais
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metabolitos bioativos presentes no extrato ndo se difundiram ou ndo atuaram com

eficiéncia no meio experimental.

TABELA 4.25- Atividade antimicrobiana do extrato de Vismia guianensis (100 mg/mL)
comparado ao controle negativo (DMSO) e ao controle positivo xantiletina (100 pg/mL). O

extrato ndo apresentou inibi¢ao detectdvel nas condi¢des avaliadas

AMOSTRA HALO DE INIBICAO (mm) MEDIA SD
(100mg/mL)
Vismia guianensis 6.00 6.00 6.00 6.00 0.00
Controle negativo 6.00 6.00 6.00 6.00 0.00
(DMSO)
Xantiletina 70.00 70.00 70.00 70.00 0.00
(100ug/mL)

O controle positivo, representado pela xantiletina a 100 pg/mL,
apresentou halo de 70 mm, confirmando a eficiéncia do método utilizado. Isso
garante a confiabilidade do ensaio e reforca que a auséncia de atividade observada
no extrato ndo decorre de falhas metodologicas ou experimentais. Dessa forma,
os dados obtidos sugerem que o extrato bruto de V. guianensis apresenta baixa ou
nenhuma atividade antimicrobiana nas condigdes avaliadas, ou que sua agao pode

depender de concentragdes superiores.

E importante destacar que a literatura aponta diversas espécies do
género Vismia como fontes potenciais de metabolitos secundarios com
propriedades antioxidantes, citotoxicas e antimicrobianas, por exemplo, xantonas
isoladas de Vismia laurentii com atividade antimicrobiana significativa
(AZEBAZE et al., 2006; KUETE et al., 2007) e extratos etanolicos de Vismia
guianensis com agao contra bactérias e fungos (PEREIRA CAMELO et al., 2011;
MOTTA et al., 2022). Entretanto, a atividade biologica pode variar
substancialmente entre espécies, tecidos vegetais, condi¢cdes de coleta e método
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de extracdo. Esses fatores podem justificar a auséncia de resultados positivos no
presente estudo, especialmente considerando que V. guianensis possui
composicdo quimica distinta de outras espécies do género frequentemente

investigadas.

Outro aspecto relevante ¢ que extratos brutos frequentemente
apresentam misturas complexas de compostos, incluindo substancias que podem
antagonizar a agao antimicrobiana, mascarando a presenca de constituintes ativos.
Dessa forma, o fracionamento pode ser uma estratégia essencial para revelar a
atividade farmacoldgica das moléculas presentes na planta, isolando e
concentrando metabolitos secundarios com potencial terapéutico que, no extrato

total, encontram-se diluidos ou inibidos por outras substancias.

Os resultados também podem ser interpretados considerando a
natureza fisiologica dos compostos bioativos de V. guianensis. Alguns estudos
relatam que os metabolitos mais relevantes dessa espécie possuem maior atividade
citotoxica ou antiparasitaria do que antimicrobiana direta. Assim, a auséncia de
efeito antibacteriano detectdvel ndo exclui o potencial bioativo da planta,
sugerindo a necessidade de ampliar futuros testes para outros modelos biologicos,
como fungos, linhagens celulares tumorais ou parasitas de relevancia médica e

agricola.

Além disso, a solubilidade e difusdo dos compostos no meio de
cultura sdo fatores determinantes no halo de inibigdo. Se os compostos presentes
no extrato nao apresentarem boa difusdo no agar, mesmo moléculas ativas podem
nao formar zonas claras detectaveis. Portanto, métodos complementares, como
microdiluicdo em caldo, podem ser mais sensiveis e fornecer resultados adicionais

para confirmar a auséncia ou presenca de atividade antimicrobiana.

Em conclusdo, embora o extrato bruto de Vismia guianensis nao
tenha demonstrado atividade antimicrobiana detectavel pelo método de difusao

em agar nas condi¢des empregadas, os resultados ndo descartam o potencial
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farmacoldgico da espécie. O fracionamento quimico, testes em outras cepas e
métodos analiticos complementares sdo recomendados para explorar
adequadamente o potencial bioativo desta planta, a luz da diversidade quimica
documentada para o género Vismia. Esses dados contribuem cientificamente ao
demonstrar que nem todas as espécies vegetais com potencial etnofarmacoldgico
exibem atividade em extratos brutos, refor¢ando a importancia da etapa de

bioprospecc¢ao guiada por bioensaios.

4.3.9 Estudo computacional em Ache-modelagem (acetilcolinesterase

de Atta sexdens) por homologia

A busca por estruturas modelo a realizada no SWISS-MODEL
identificou um total de 2147 templates relacionados evolutivamente a sequéncia
alvo, com diferentes niveis de identidade de sequéncia e qualidade estrutural.
Dentre esses, a estrutura 5ydj.1.A destacou-se por apresentar a melhor
combinag¢do entre identidade de sequéncia (69,57%), ampla cobertura do
alinhamento e compatibilidade oligomérica, sendo selecionada como femplate

para a construcao do modelo tridimensional.

O modelo gerado apresentou valores de GMQE = 0,80 e
QMEAND:IisCo Global = 0,87 £+ 0,05, indicando elevada confiabilidade estrutural.
A analise dos escores QMEANDIisCo Local revelou uma distribui¢ao globalmente
consistente ao longo da cadeia polipeptidica, sem concentragdes extensas de

regioes estruturalmente desfavoraveis, conforme reportado pelo servidor.

De forma geral, os valores obtidos situam o modelo dentro da faixa
esperada para estruturas derivadas por modelagem por homologia, sustentando

sua adequacao para analises estruturais subsequentes.
4.3.10 Validac¢ao estrutural do modelo

A qualidade estereoquimica do modelo tridimensional foi avaliada
por meio do PROCHECK. A anélise do grafico de Ramachandran (figura 4.81)
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revelou que 89,0% dos residuos (824 residuos) estdo localizados nas regides mais

favorecidas, enquanto 9,5% (88 residuos) encontram-se em regides
adicionalmente permitidas. Apenas 1,3% (12 residuos) situam-se em regides
generosamente permitidas e 0,2% (2 residuos) aparecem em regides

desfavoraveis, em um total de 1080 residuos avaliados, incluindo residuos nao

glicina/nao prolina, glicinas e prolina.

E— s
- b
~1
1 ’J R
- ‘ A
.' -.
WW“"'H ‘*f
[ | - SR
&b 04 - | | T SR (B
ﬁ ‘ | atu 0 ch) "4
z - I PHE §7 (8) \
4519 | LEGEN 483 (A) GLN 408 (B)
., |
] ] L]
_90,_
| 3 . .. —
’_J SER 241 ()
135" — - 3 1
b | ’I | AL.Q%?A) n
‘A‘ ‘ 4 A ~b
L. A . A
2180 -135 90  -45 0 45 90 135 180

Phi (degrees)

FIGURA 4.81- Grafico de Ramachandran do modelo tridimensional da acetilcolinesterase de
Atta sexdens obtido por modelagem por homologia.

Embora estruturas cristalograficas de alta resolucio (<2,0 A)
geralmente apresentem mais de 90% dos residuos em regides mais favorecidas, o
percentual observado para o modelo encontra-se muito préximo desse limiar,
sendo considerado plenamente aceitavel para modelos obtidos por modelagem por
homologia. Além disso, a distribuicdo dos residuos fora das regides mais

favorecidas ¢ restrita e nao sugere a presenca de distorgdes geométricas
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sistemadticas, indicando boa conformacao dos angulos ¢ e y ao longo da cadeia

polipeptidica.

A anélise pelo ERRAT resultou em um Overall Quality Factor de
91,71, valor compativel com estruturas experimentais de boa qualidade,
reforcando a consisténcia dos contatos ndo ligados do modelo.
Complementarmente, a validagao pelo VERIFY3D indicou que 82,96% dos
residuos apresentaram escore > 0,1, atendendo ao critério minimo recomendado e
evidenciando boa correspondéncia entre o ambiente tridimensional dos residuos e

sua identidade na sequéncia primaria.

A comparagdo estrutural entre o modelo obtido e o template
cristalografico revelou elevada similaridade conformacional global. Conforme
ilustrado na Figura 4.82, a sobreposicao das estruturas da acetilcolinesterase de
Atta sexdens e de Anopheles gambiae evidencia a conservacdo do dobramento
global caracteristico da enzima, corroborando os resultados das analises

estereoquimicas e estruturais.

FIGURA 4.82- Representacdo estrutural da acetilcolinesterase utilizada na modelagem por

homologia e sua comparagdo com o template cristalografico. (A) Estrutura da
acetilcolinesterase de Anopheles gambiae (template 5ydj.1.A), representada em cartoon e
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destacada em azul. (B) Modelo tridimensional da acetilcolinesterase de Atfa sexdens obtido por
modelagem por homologia, representado em cartoon e destacado em laranja. (C) Sobreposi¢ao
estrutural entre o modelo e o template, evidenciando elevada similaridade conformacional
global e conserva¢do do dobramento caracteristico da acetilcolinesterase. As imagens foram

geradas no programa PyMOL.

De forma integrada, os resultados indicam que o modelo apresenta
geometria adequada, interagdes atOomicas coerentes e organizagdo estrutural
compativel com padrdes de qualidade reconhecidos, sendo, portanto, apropriado
para aplicagdes subsequentes, como refinamento estrutural, simulagdes de

dinamica molecular e estudos de docking molecular.
4.3.11 Afinidade de Ligagao e Critérios de Selegao

Os estudos de acoplamento molecular foram realizados para uma
série de oito moléculas Substancia 9 a 16. A afinidade de ligacdo foi estimada por
meio da funcao de pontuacao MolDock Score, cujos valores representam a energia
livre de interacdo; dessa forma, valores mais negativos sugerem uma maior

estabilidade termodinamica do complexo proteina-ligante no sitio de ligagao.

Os resultados obtidos revelaram uma variagdo significativa na
afinidade dos compostos, com valores de MolDock Score situados no intervalo de
-97,77 a -154,45 kcal/mol (Tabela 4.26). Dentre a série avaliada, os compostos 16
(-154,45 kcal/mol) e substancia 13 (-150,69 kcal/mol) apresentaram as melhores
pontuagcdes, sugerindo um perfil de interacio mais favoravel com a
macromolécula alvo. No entanto, a selecdo das poses mais representativas nao se
limitou exclusivamente ao critério energético. Adotou-se uma andlise criteriosa da
orientagdo espacial e da proximidade dos ligantes em relagdo aos residuos
cataliticos do sitio ativo, visando identificar modos de ligacdo biologicamente

relevantes e consistentes com o mecanismo de agcao proposto.
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TABELA 4.26- Valores de afinidade de ligacao (MolDock Score) obtidos para os ligantes
avaliados via docking molecular

Identificacao do Ligante = MolDock Score (kcal/mol)

Composto 9 -118,16
Composto 10 -97,77
Composto 11 -142,51
Composto 12 -142,78
Composto 13 -150,69
Composto 14 -130,35
Composto 15 -148,83
Composto 16 -154,45

4.3.12 Analise Comparativa das Interagdes Intermoleculares

A analise das poses de acoplamento revelou que os ligantes ocupam
de forma similar o sitio de ligagdo, estabelecendo uma rede de interagdes polares
e hidrofobicas com residuos-chave (Figura 4.83). Para facilitar a visualizagdo
comparativa, as interacoes identificadas via servidor PLIP estdo sintetizadas na

Tabela 4.27.
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Figura 4.83- Representagdo tridimensional das poses de docking e interagdes intermoleculares
dos ligantes (A) substancia 9, (B) substancia 10, (C) substancia 11, (D) substancia 12, (E)
substancia 13, (F) substancia 14, (G) substancia 15 e (H) substancia 16 no sitio de ligagao da
AChE. Os ligantes estdo representados em bastdes coloridos e os residuos do sitio ativo em
bastdes cinza. A estrutura secundaria da proteina é exibida em formato cartoon cinza
semitransparente. Para melhor visualiza¢do os hidrogénios foram ocultados das Figura.

TABELA 4.27- Resumo das interacdes ndo covalentes identificadas para a série de ligantes
LIG9-LIG16 via servidor PLIP

Residuos em

. Residuos em Contato N Interacoes 7t-
Ligante . . Ligacao de .
Hidrofébico . A . stacking
Hidrogénio
Glyl159, Serl164,
LIGY Aspl14, Trp126, Tyr370, Tyr172, Glu240, Trp126 (Paralelo)
Ala484
Tyr370
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Residuos em

. Residuos em Contato .. Interacoes 7-
Ligante . - Ligacao de .
Hidrofébico . A stacking
Hidrogénio
Aspl14, Trp126,
LIG10 llel12 Asnl27, Ser164, -

Tyr370

Tlel112, Aspl14, Trp126,

LIG11 Phe330, Tyr370, Tyr374, Aspl14, Tyrl63,

Ser164, Tyr370 Tyr163 (T-shaped)

Ala484

lle112, Aspl14, Trp126, Tyr163 (T-
LIG12 Tyr163, Tyr370, Phe371, Tyr370 shaped), Tyr374

Tyr374 (Paralelo)

Aspl14, Trp126, Tyrl63,
LIGI3  Trp322, Phe330, Tyr370, ?5516144’5%17603’ ]
Phe371, Alad84 Ty

Aspl14, Trp126, Phe330, Aspll4, Tyrl63,
LIGI4 101370, Phe371, Tyr374 Tyr370 Tyrl63 (T-shaped)
lle112, Aspl114, Trp126, GInll11, Ile112,
LIG15 Tyr163, Leul69, Tyrl72, Aspl14, Glyl65, -
Tyr374 Tyr370
Ilel112, Aspl114, Vall 16, Leull3, Trpl26,
LIG16 Trp126, Tyr163, Tyr370, Asnl27, Ser164, -
Phe371 Tyr370

A andlise detalhada dos complexos revelou um perfil de ancoragem
altamente seletivo voltado ao Sitio Anidnico Periférico (PAS), composto pelos
residuos Aspl14, Trp126, Tyr172 e Tyr370. Embora a triade catalitica da AChE
seja classicamente composta por Ser241, His483 e Glu367, os parametros de
docking indicaram que a série de ligantes se estabiliza preferencialmente na
entrada da fenda do sitio ativo, ndo sendo detectadas interacdes diretas com os

residuos cataliticos profundos.

Observou-se um padrao de conservacdo nas interagdes, onde
Asp114, Trp126 e Tyr370 atuam como os pontos centrais de ancoragem para quase

todos os compostos. Destaca-se a versatilidade do residuo Trpl26, que
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desempenha multiplos papéis na estabilizacdo do complexo: desde contatos
hidrofébicos e empilhamentos aromaticos do tipo m-stacking (como visto em
substancia 9 e substancia 12) até a formagao de ligacdes de hidrogénio (como em

substancia 16).

Quanto a estabilizagdo geométrica, as interacdes de m-stacking
mostraram-se fundamentais para as ligantes substancias 11, substancia 12 e
substancia 14, ocorrendo predominantemente na conformagao perpendicular (7-
shaped) com o residuo Tyr163. E notavel que, nos ligantes de maior afinidade
(substancia 15 e substancia 16), esse tipo de interacdo aromadtica especifica ¢

substituido por uma rede mais densa de outros contatos.

O desempenho superior do LIG16 (-154,45 kcal/mol) pode ser
atribuido a formacao de uma rede de ligacdes de hidrogénio densa e altamente
direcional. O diferencial desta molécula reside na interacdo com o residuo Tyr370,
que exibiu uma distancia de apenas 1,70 A, indicando uma forga de interagdo
superior as demais. Em contrapartida, as ligantes substancias 11 e substancia 13
demonstraram uma estratégia de estabiliza¢do distinta, baseada em uma maior
dependéncia de contatos hidrofobicos em regides ricas em residuos aromaticos,
como Phe330 e Tyr374, sugerindo uma excelente complementaridade lipofilica

com o bolso catalitico.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na execucdo deste trabalho, mostraram-se
consistentes e integrada. Por meio o elevado potencial bioativo de espécies
vegetais amazonicas, em especial Himatanthus articulatus e Vismia guianensis,
no controle de formigas cortadeiras (Atta sexdens) e de microrganismo associado
de uma abordagem biomonitorada, foi possivel isolar compostos de H.
articulatus, sendo o composto 6 reportado pela primeira vez na literatura, € os
compostos 7 e 8 reportados pela primeira vez para a espécie. No caso de V.
guianensis, foram isolados oito compostos, todos relatados pela primeira vez a
partir das cascas dessa planta. A identificagdo e caracterizacdo dos compostos
majoritarios responsaveis pela atividade observada destacaram os iridoides como

a principal classe bioativa quanto antifiingica.

Os ensaios bioldgicos revelaram que os extratos, fragdes € compostos
1solados apresentaram eficacia significativa sobre a sobrevivéncia das formigas e
sobre o crescimento do fungo simbionte, reforcando a hipdtese de que a
interrupgao dessa simbiose constitui uma estratégia eficiente para o manejo dessas
pragas. Além disso, a caracterizagdo estrutural detalhada, empregando técnicas
espectroscopicas modernas como RMN e espectrometria de massas, permitiu a
elucidagdo inequivoca das substancias bioativas, contribuindo para o avango do

conhecimento quimico dessas espécies.

O estudo de docking molecular pode auxiliar na visualizagdo das
possiveis interagdes entre os compostos 12 a 16 e a enzima-alvo. Os resultados
preliminares indicam interagdes com o Sitio Anidnico Periférico, o que permite
inferir mecanismos potenciais pelos quais esses compostos exercem sua atividade
enzimatica. Além disso, essa abordagem possibilita o inicio de uma série de

avaliagdes com diferentes moléculas, contribuindo para a previsdo € a
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compreensdao das interagdes com a enzima e, consequentemente, da atividade

biologica observada.

Os resultados obtidos nesta pesquisa reforcam a viabilidade do uso
de produtos naturais como alternativa sustentdvel aos inseticidas sintéticos,
oferecendo menor impacto ambiental e reduzido risco de desenvolvimento de
resisténcia. Ademais, este trabalho amplia o repertério de compostos com
potencial aplicagdo agricola e farmacologica, abrindo novas perspectivas para o

desenvolvimento de bioinseticidas e biofungicidas.

Por fim, esta tese estabelece uma base cientifica solida para estudos
futuros, incluindo a avaliagao em campo, o desenvolvimento de formulagdes mais
estaveis e eficazes, como sistemas nanoestruturados, € a investigagdo da atividade
desses compostos frente a outras pragas e patogenos agricolas. Assim, os achados
aqui apresentados contribuem de maneira significativa para a quimica de produtos
naturais, a entomologia aplicada e o manejo sustentavel de pragas, fortalecendo a

interface entre biodiversidade, ciéncia e inovagdo tecnologica.
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FIGURA A.32- Espectro de RMN de 13C{1H} da Substancia 5 em CD;OD (9,4 T).

25



20

-30

- 40

- 50

- 60

~70

- 80

-90

~100

-110

-120

-130

- 140

~150

H-14
H-3H-10 H-6 H-7 H-1 h
LA A
22.
3@?.0
° - 46.6
51.8 o
‘\@ Q
® o
62.6 =
9
o ° K
@—>
0
92.5
78.2
0
99.5
129.0
Q
o O
152.1
0
T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

f2 (ppm)

FIGURA A.33- Mapa de contorno HSQC da Substancia 5 em CD30D (9,4 T).
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FIGURA A.34- Mapa de contorno HMBC da substancia 5 em CD3OD (9,4 T).
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FIGURA A.42- Mapa de contorno COSY do Substancia 6 em CD;OD (9,4 T).
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FIGURA 76- Espectro de RMN de '3C{1H} da Substancia 11 em CDCls (9,4 T).

69



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
80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)
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FIGURA A.78- Mapa de contorno HSQC da Substancia 11 em CDCI3 (9,4 T).
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FIGURA A.81- Espectro de RMN de 'H da Substancia 12 em CDCl; (9,4 T).
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FIGURA A.84- Espectro de RMN de '*C{1H} da Substancia 12 em CDCl; (9,4 T).
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FIGURA A.92- Espectro de RMN de '*C{1H} da Substancia 13 em CDCl; (9,4 T).
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FIGURA A.94- Espectro de RMN de '*C-DEPT da substancia 13 em CDCl3(9,4 T).
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FIGURA A.122-Mapa de contorno COSY do Substancia 16 em CDCls (9,4 T).
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