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L16 e L19; c) Espectro de UV do flavonoide L18; d) Espectro de UV
do flavonoide L17.

a) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular
da substancia L9 e L14 (t, = 32,5 min). b) Espectro de massa no
modo negativo [M-H] como ion molecular da substancia L15 (i, =
31,4 min). c) Espectro de massas no modo negativo da aglicona
kaenferol.

c) Espectro de massas no modo negativo da aglicona kaenferol.

a) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular
das substancias L16 e L19 (t; = 36,5 min).

a) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular
das substancias L17 (t, = 35,5 min); b) L18 (i, = 34,4 min).

Espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides (AHFE-F4): L9,
L15 e L14 (400 MHz, CD;0D)

Espectro de Cosy do conjunto de flavonoides (AHFE-4): L9, L14 e
L15 (400 MHz, CD;0D).

Mapa de correlagdes HSQC do conjunto de flavonoides (AHFE-4):
L9, L14 e L15 (400 MHz, CD;0OD).

Mapa de correlagbes HMBC do conjunto de flavonoides (AHFE-4):
L9, L14 e L15 (400 MHz, CD3;OD).

Espectro de RMN de "H do conjunto de flavonoides (AHFE-5): L9,
L10, L15, L16 e L19 (400 MHz, CD5;0OD).
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Ampliacdo do espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides
(AHFE-5): L9, L10, L15,L16 e L19 (400 MHz, CD;0D).

Espectro de Cosy do conjunto de flavonoides (AHFE-5): L9, L10,
L15, L16 e L19 (400 MHz, CD;0D)

Mapa de correlagdes HSQC do conjunto de flavonoides (AHFE-5):
L9, L10, L15, L16 e L19 (400 MHz, CD;0D).

Ampliacdo do mapa de correlagbes HSQC do conjunto de
flavonoides (AHFE-5): L9, L10, L15, L16 e L19 (400 MHz, CD;0D).

Espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides (AHFE-6): L9,
L10, L15,L16,L17,L18 e L19 (400 MHz, CD;0OD)

Ampliacdo do espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides
(AHFE-6): L9, L10, L15, L16, L17, L18 e L19 (400 MHz, CD;0D).

Espectro de RMN de 'H de B1 (400 MHz, DMSO-d).
Espectro de Cosy de B1 (400 MHz, DMSO-d).
Mapa de correlagoes HMBC de B1 (400 MHz, DMSO-d).

Ampliacdo do mapa de correlagdes HMBC de B1 (400 MHz, DMSO-
ds).

Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC de B1 (400 MHz, DMSO-
ds).

Espectro de RMN de 'H de B2 (400 MHz, CD;0D).

Ampliagao do espectro de RMN de 'H de B2 (400 MHz, CD;0OD).
Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de B2 (400 MHz, CD;0D).
Espectro de RMN de *C de B2 (100 MHz, CD;OD).

Espectro de RMN de 'H de B3 (400 MHz, DMSO-d).

Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de B3 (400 MHz, DMSO-dj).
Espectro de RMN de *C de B3 (100 MHz, DMSO-dj).

Espectro de RMN de "H de B4 (400 MHz, CD;0OD).

Mapa de correlagées HSQC de B4 (400 MHz, CD;0D)

Espectro de RMN de 'H de F1 (400 MHz, DMSO-dj).

Espectro de RMN de *C de F1 (100 MHz, DMSO-d).

Espectro de RMN de 'H de F2 (400 MHz, CD;OD).

Espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos fenélicos F2, F3
e F4 (400 MHz, CD;0D).

Espectro de Cosy da mistura dos compostos fendlicos F2, F3 e F4
(400 MHz, CD;0D).

Mapa de correlagées HSQC da mistura dos compostos fendlicos F2,
F3 e F4 (400 MHz, CD;0D).
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Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC da mistura dos
compostos fendlicos F2, F3 e F4 (400 MHz, CD;0D).

Espectro de RMN de 'H de T1 (400 MHz, CDCls).

Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de T1 (400 MHz, CDCl).
Espectro de RMN de ™ C de T1 (100 MHz, CDCls).

Espectro de RMN de 'H d de T2 (400 MHz,CDCl5)

Ampliacao do espectro de RMN de T2 (400 MHz, CDCly).
Cromatograma do conjunto de triterpenos: T1, T3, T4 e T5
Espectro de massas da substancia T5 (tr. = 21,3 min.)
Espectro de massas da substancia T4 (tr. = 21,7 min.)
Espectro de massas da substancia T3 (tr. = 22,9 min.)
Espectro de massas da substancia T1 (tr. = 24,2 min.)

Espectro de RMN de 'H do conjunto de triterpenos: T1, T3, T4 e
T5.

Espectro de RMN de " C do conjunto de triterpenos: T1, T3, T4 e
T5

Espectro e ampliacdo do espectro de RMN de 'H de T6 (400 MHz,
CDCly).

Cromatograma do composto T6 (tr. = 38,9 min.).

Espectro de massas de T6 (.E.=70 eV).

Espectro de massas da substancia (T7) (I.E.=70 eV).
Espectro de RMN de "H de T7 (400 MHz, CDCl5)

Espectro de RMN de 'H de T8 (400 MHz, Piridina-ds).
Ampliacao do espectro de RMN de T8 (400 MHz, Piridina-ds).
Espectro de RMN de *C de T8 (100 MHz, Piridina-ds).
Derivatizagdes do acido masticadiendico (T1)

Cromatograma do composto T1-A.

Espectro de massas do composto T1-A.

Espectro de RMN de "H do composto T1 (400 MHz, CDCls).
Espectro de RMN de "H do composto T1-A (400 MHz, CDCl5)
Espectro de RMN de " C do composto T1 (100 MHz, CDCly).
Espectro de RMN de " C do derivado T1-A (100 MHz, CDCls).
Espectro de RMN de "H do derivado T1-B (400 MHz, CDCls).
Espectro de RMN de " C do derivado T1-B (100 MHz, CDCls).

Espectros de absorgdo no IV do ligante, complexo precursor cis-
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4112
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4119

4.120
4121

4122

4123
4.124

4125

1.1

3.1

3.2

Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),.2H.O e complexo cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PFs)..2H20.

Espectro de RMN de 'H do ligante (flavonéide-quercetina) (200
MHz, DMSO-d).

Espectro de RMN de 'H do complexo precursor cis-Ru(Cl,)(2,2'-
bipiridina),.2H,O (200 MHz, DMSO).

Espectros de RMN de 'H; a) ligante (quercetina); b) complexo
precursor; c) complexo cis-[Ru(2,2’-
bipiridina),(quercetina)](PFe¢)2.2H-O (200 MHz, DMSO).

Estrutura da quercetina e a divisdo das bandas (A e B)
relacionadas a absorgcéao no UV.

Espectros de absorgao no UV do ligante (quercetina) (MeOH).

Espectros de absorcado no UV do complexo precursor cis-
Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),.2H,O (EtOH/H0).

Espectros de absor¢gdo no UV do complexo cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PFe¢)2.2H,0 (EtOH/H,0).

Espectros de absor¢cdo no UV do ligante (quercetina) e complexo
[Cux(Quercetina)(H20)4].

Espectro de IV (KBr) do ligante quercetina e complexo
[Cux(Quercetina)(H20)4].

Estrutura do complexo [Cu,(Quercetina)(H>0),].

Espectro de absorgdo no UV do ligante (quercetina) e complexo
[Zno(Quercetina)(H20),].

Espectro de IV (KBr) do ligante quercetina e complexo
[Zn2(Quercetina)(H20),].

Estrutura do complexo [Zn(Quercetina)(H.0),].

Triterpeno acido masticadiendico e seus derivados (T2, T1-A e T1-
B)

Atividade da particdo MUFE-A (100 % de inibicdo; ¢ = 500 pg/mL)
sobre o crescimento do fungo simbionte (L. gongylophorus).

PARTE Il

Folhas e frutos de R. communis, o alcaloide ricinina e as formigas
cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa).

Metodologia empregada no estudo da estabilidade de ricinina sobre
diferentes condic6es de extragdo por microondas.

Metodologia empregada na extragdo de ricinina das folhas de R.
communis assistida por microondas.
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3.3

3.4

3.5
3.6

1.1

3.1
3.2

3.3
4.1

4.2
4.3
4.4

Metodologia empregada no estudo da estabilidade de ricinina sobre
diferentes temperaturas de extragéo por ultra-som.

Metodologia empregada na escolha do solvente para extragédo de
ricinina assistida por ultra-som.

Processo de extragéo de ricinina assistida por Ultra-som.

Metodologia empregada na extracao de ricinina assistida por Ultra-
som.
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Plantas das familias Meliaceae e Rutaceae (1) Ruta
graveolens (Rutaceae); 2) Cedrela odorata (Meliaceae); 3)
Spiranthera odoratissima (Rutaceae); 4) Toona ciliata
(Meliaceae); 5) Cabralea canjerana (Meliaceae); 6) Citrus
sinensis (Rutaceae) e 7) idem ao 3.

Bioensaio em cole6ptilo de trigo.

Dicotiledoneas: agrido (Lepidium sativum L.), alface (Lactuca
sativa) e tomate (Solanum lycopersicum), monocotiledénea
cebola (Allium cepa L.).

Bioensaio de fitotoxicidade.

Estrutura quimica dos alcaloides (1-3), cumarinas (4-15) e
derivados do acido cinamico. (16-17).

Estrutura quimica dos flavonoides (18-31).
Estrutura quimica dos triterpenos (32-35).

Estrutura quimica dos limonoides (36-41).
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Obtencéao dos extratos da espécie Schinus terebinthifolius

Obtengdo dos extratos das espécies Macairea urundeuva e

Anacardium humile

Fracionamento de AHFE

Metodologia utilizada na particdo do extrato AHFE
Fracionamento de AHFE-A

Fracionamento de AHFE-A (19-21) e AHFE-A (22)
Fracionamento da amostra AHFE-A(23-24)
Metodologia utilizada na particdo do extrato MUFE
Fracionamento da particdo MUFE-A

Fracionamento de MUFE-A (27-36).
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Fracionamento de MUFE-A (23-26)

Fracionamento de MUFE-A (42-45) e MUFE-A (53-60)
Fracionamento da particao MUFE-Q

Fracionamento de MUFE-Q (29-30)

Fracionamento da fragdo MUFE-Q(20-24).
Fracionamento de MUGE

Fracionamento da particaio MUGE-(B)
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D/E) (12-16/23-26)

(
Fracionamento da particdo MUGE-(
Fracionamento da particdo MUGE-(
Fracionamento da particao MUGE-(C)
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Lista de Graficos
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Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com os extratos etandlicos de
folhas de Anacardium humile e galhos e folhas de Macairea urundeuva

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fragdes oriundas do
extrato etandlico de folhas de Anacardium humile (AHFE).

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide
amentoflavona (B2).

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com os flavonoides quercetina
(L1) e quercitrina (L9).

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o conjunto de flavonoides
glicosilados

Curva de sobrevivéncia de operarias de Afta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fragbes oriundas do
extrato etandlico das folhas de Macairea urundeuva

Curva de sobrevivéncia de operarias de Afta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o flavonoide glicosilado
miricetrina (L4)

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestao com o acido elagico (F1)

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o epicatequina (F5).

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico,
diclorometanico e metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico,
diclorometanico e metandlico dos frutos de Schinus terebinthifolius

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico,
diclorometanico e metandlico dos galhos de Schinus terebinthifolius

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fracoes STFRM-H,
STFRM-A e STFRM-M
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4.16

4.17

4.18
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4.20

4.21

4.22

4.23

4.24

4.25

4.26

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fragdes oriundas do
extrato hexanico dos frutos de de Schinus terebinthifolius

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fragdes oriundas do
extrato metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide
agatisflavona (B3)

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide
tetrahidrorobustaflavona (B1).

Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com os triterpenos acido
masticadiendico (T1) e schinol (T2).

Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial por
ingestdao do flavonéide quercetina, nas concentragées 0,1mg/mL; 1,0
mg/mL e 2,0 mg/mL

Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por
ingestéo dos sais, acetato de cobre e acetato de zinco na concentragao
de 0,1mg/mL

Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial por
ingestao do Complexo™* - cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PF¢)2.2H.O, nas concentragbes 0,1mg/mL;
0,2mg/mL; 1mg/mL e 2mg/mL

Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial por ingestao
do complexo [Cux(Quercetina)(H.0)4], nas concentracdes 0,1mg/mL;
0,2mg/mL e 1Tmg/mL

Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestao
do complexo [Zny(Quercetina)(H20)4], nas concentragdes 0,1mg/mL;
0,2mg/mL e 1Tmg/mL

Efeito dos extratos etandlicos das folhas de A. humile e M. urundeuva
sobre o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Efeito das fragdes oriundas do extrato etanélico das folhas de A. humile
sobre o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Efeito da fracdo MUFE-M sobre o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus
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4.10

4.11

4.12

Efeito dos compostos isolados de A. humile e M. urundeuva sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Efeito dos extratos das folhas e galhos de Schinus terebinthifolius sobre
o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Efeito dos extratos dos frutos de Schinus terebinthifolius sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

Efeito dos biflavonoides agatisflavona e tetrahidrorobustaflavona, na
concentracao de 100 pug/mL, sobre o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus

Efeito dos complexos metalicos [Cux(Quercetina)(H.0)4] e (cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PF¢)..2HO na concentragcdo de 100 pg/mL,
sobre o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

PARTE Il

Curva de calibragéo da ricinina.

Efeito de diferentes temperaturas do processo na estabilidade do
composto ricinina

Efeito de diferentes poténcias do microondas na estabilidade do
composto ricinina

Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extragéo
(C), solvente (D) e proporcdo solvente/amostra (E) no processo de
extracao (ANOVA).

Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extragéo
(C), solvente (D) e proporcao solvente/amostra (E) no processo de
extracdo de ricinina assistida por microondas.

Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extracédo
(C), solvente (D) e proporcao solvente/amostra (E) no processo de
extracdo de ricinina assistida por microondas.

Efeito da variavel proporcéo solvente/amostra no processo de extracao
de ricinina assistida por microondas

Efeito da variavel solvente (D) (% AcOEt em MeOH) no processo de
extragdo de ricinina assistida por microondas

Estudo cinético do processo de extracdo de ricinina assistida por
microondas

Efeito de diferentes temperaturas utilizadas no processo de extragao
por ultra-som na estabilidade do composto ricinina

Efeito de diferentes solventes no processo de extracdo de ricinina
assistida por ultra-som

Efeito de diferentes temperaturas no processo de extracdo de ricinina
assistida por ultra-som
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Efeito da amplitude e ciclo de trabalho no processo de extracdo de
ricinina assistida por ultra-som

Efeito de diferentes tempos no processo de extragdo de ricinina
assistida por ultra-som

Efeito de diferentes propor¢gées amostra/solvente (25,0 mL) no
processo de extracao de ricinina assistida por ultra-som

Efeito de diferentes proporgcdes amostra/solvente no processo de
extragdo de ricinina assistida por ultra-som

PARTE Il

Bioatividade dos compostos (1-17) sobre coledptilos de trigo
Bioatividade dos compostos (18-31) sobre coledptilos de trigo.
Bioatividade dos compostos (32-41) sobre coledptilos de trigo

Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran®
sobre o crescimento de L. sativum. Os valores sao expressos como
porcentagem em relacdo ao controle e ndo apresentaram diferenca
significativa com P > 0,05 para o teste de Welch . ®Valores
significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente
diferentes com 0,01< P <0,05.

Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran®

sobre o crescimento de L. esculentum. Os valores sdo expressos como
porcentagem em relacdo ao controle e ndo apresentaram diferenca
significativa com P > 0,05 para o teste de Welch . ®Valores
significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente
diferentes com 0,01< P <0,05.

Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran®

sobre o crescimento de A. cepa. Os valores sdo expressos como
porcentagem em relacdo ao controle e ndo apresentaram diferenca
significativa com P > 0,05 para o teste de Welch. ®Valores
significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente
diferentes com 0,01< P <0,05.

Efeitos dos compostos 18, 21, 23 e o herbicida comercial Logran® sobre
o crescimento de L. sativum. Os valores sao expressos como
porcentagem em relacdo ao controle e ndo apresentaram diferenca
significativa com P > 0,05 para o teste de Welch. ®Valores
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RESUMO

PARTE I: Estudo de Schinus terebinthifolius, Anacardium humile e Macairea

urundeuva no controle das formigas cortadeiras.

As formigas cortadeiras sdo conhecidas pelo poder de destruicdo de um grande
namero de espécies vegetais e pelo prejuizo econdmico causado a agricultura.
Varios métodos tém sido utilizados para o controle dos mesmos, tais como, a
utilizacdo de substancias organicas halogenadas, sulfuradas e fosforadas. No
entanto, a utilizacdo continua desses compostos tem gerado varios problemas de
contaminagdes ambientais, sendo de extrema importancia, a busca de novas
estratégias de controle das formigas cortadeiras. Nesse contexto, esse trabalho
apresenta o estudo fitoquimico das espécies Schinus terebinthifolius, Anacardium
humile e Macairea urundeuva e avaliagdo do potencial inseticida e fungicida dos
extratos, fracbes e compostos obtidos frente as formigas cortadeiras da espécie Atta
sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. O estudo
fitoquimico destas espécies proporcionou o isolamento e identificacdo de diversos
metabdlitos secundarios, dentre eles, triterpenos, esteroides, flavonoides,
biflavonoides, flavonoides glicosilados e compostos fendlicos. Para as espécies A.
humile e M. urundeuva, este é o primeiro relato de suas composi¢coes quimicas. A
partir dos ensaios biologicos realizados com as operarias de Atta, verificou-se que
varios extratos provocaram aumento na mortalidade quando comparados ao controle
(dieta pura) de acordo com o teste de log-rank (p<0,05), assim, sugere-se que 0
potencial toxico apresentado pelos mesmos estejam correlacionados ao efeito
sinergistico. O acido elagico e epicatequina isolados de M. urundeuva foram ativos
sobre o crescimento do fungo simbionte. Os complexos metalicos com o flavonoide
quercetina apresentarem resultados significativos sobre os ensaios de toxicidade por
ingestao em Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte. Este trabalho contribui
com um amplo projeto que vem sendo desenvolvido pelo grupo de Produtos
Naturais da UFSCar, que visa avaliar a atividade inseticida e fungicida de diversos
complexos de coordenacdo com diferentes metais e flavonoides no controle de

diversas pragas.
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PARTE II: Otimizacao dos processos de extracao de ricinina em folhas
de Ricinus communis assistida por microondas e ultra-som.

O uso de plantas com propriedades inseticidas tem sido proposta como métodos
alternativos para o controle das formigas cortadeiras (Afta sexdens rubropilosa) e
seu fungo simbionte L. gongylophorus. R. communis foi descrita como uma planta
téxica as formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa) e outros insetos. As folhas e
as flores desta planta contém o alcaloide ricinina, sendo este, o responsavel por R.
communis possuir efeito inseticida sobre as formigas cortadeiras. Os processos de
otimizacdo de extracdo assistida por diversas técnicas aliadas a aplicagcdo de
delineamentos experimentais tem se tornado indispensaveis para otimizacdo de
novos processos de extracdo. A extracao assistida por micro-ondas (MAE) e ultra-
som tem sido amplamente utilizada na extracdo de compostos de diversas plantas
apresentando-se como uma alternativa aos métodos convencionais de extracao de
compostos organicos. Neste trabalho, dois novos processos de extracéo de ricinina
de folhas de R. communis foram desenvolvidos. A extragdo de ricinina assistida por
microondas mostrou-se como um meétodo eficiente para extracao e quantificacdo do
alcaloide ricinina, proporcionando um tempo de extragdo reduzido, menor consumo
de solvente e uma melhor qualidade dos extratos obtidos. Através do método
desenvolvido no processo de extracdo de ricinina assistida por ultra-som, foi
possivel obter extratos enriquecidos com o composto ativo ricinina em um tempo de
extragdo reduzido (5 min.), empregando como solvente extrator AcCOEt. Em ensaios
sobre as formigas cortadeiras, o extrato enriquecido com o composto ativo ricinina
obtido através da extragao por ultra-som, apresentou maior potencial téxico quando
comparado a extratos de R. communis obtidos pelos métodos classicos de extracao.

PARTE Ill: Fitotoxicidade de compostos pertencentes as familias
Meliaceae e Rutaceae

Alelopatia € o termo criado por Molisch que demonstra interacbes prejudiciais ou
benéficas entre organismos (do grego allelon = reciproca, e phatos = prejuizos). A
definicdo abrange os efeitos benéficos e prejudiciais causados a organismos em
torno de substancias quimicas liberadas pela planta no ambiente. A definicao

atualmente em uso foi criada pela Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) como
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“a ciéncia que estuda qualquer processo envolvendo metabdlitos secundarios
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e
desenvolvimento de sistemas agricolas e biol6gicos”. Aleloquimicos (toxinas naturais
de plantas que desempenham funcdes nas interacdes: planta-planta, planta-inseto e
planta-microorganismos) sdo considerados fontes promissoras para o controle de
plantas daninhas. Neste trabalho trés alcaloides (1-3), doze cumarinas (4-15), dois
derivados do acido cinamico (16-17), quatorze flavonoides (18-31), quatro
triterpenos (32-35) e seis limonoides (36-41) isolados das familias Meliaceae e
Rutaceae, foram avaliados quanto aos perfis de bioatividade, através de bioensaios
em coledptilos de trigo seguido pelos ensaios de fitotoxicidade. Em resumo, os
compostos 1, 12, 21, 36 e 41 foram o0s mais promissores nos ensaios de
fitotoxicidade em espécies-alvo (Lepidium sativum, Lactuca sativa, Lycopersicon
esculentum e Allium cepa). 1, 12, 21 e 36 apresentaram resultados significativos de
inibicdo do crescimento das raizes para a espécie L. sativum, sendo estes,
especificos para esta espécie. O limonoide 41 apresentou inibicdo tanto na
germinagao quanto no desenvolvimento para todas as espécies dicotiledéneas. Para
todas as espécies-alvo, o composto 41 apresentou melhores niveis de fitotoxicidade
quando comparado ao herbicida comercial Logran® (controle positivo),
demonstrando a alta atividade fitotoxica do mesmo em todas as espécies avaliadas
(L. sativum, L. sativa L. esculentum e A. cepa).
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ABSTRACT

PART I: Study of Schinus terebinthifolius, Anacardium humile and Macairea
urundeuva in leaf-cutting ants control.

Leaf-cutting ants are known by their strong power of to pulling down several
vegetable crops and to cause economic lost to the agriculture. Several methods have
been used for their control such as the use of halogenated, sulfurous and
phosphorus compounds. However, the continued use of these compounds leads to
problems such as environmental contamination and then raising the needed of new
strategies to control of leaf-cutting ants. In this context, this work presents a
phytochemical study of the species Schinus terebinthifolius, Anacardium humile e
Macairea urundeuva and the insecticide and fungicide potential of the crude extracts,
fractions and isolated compounds against the leaf-cutting ants, Atta sexdens
rubropilosa, and its symbiotic fungus, Leucoagaricus gongylophorus. The study of
these species allowed the isolation and/or identification of several secondary
metabolites including triterpens, steroids, flavonoids, biflavonoids, glycosylated
flavonoids and phenolic compounds. For both species A. humile and M. urundeuva
this is the first report of their chemical composition. From the biological assays with
leaf-cutting ants, it was found that several extracts showed insecticidal activity as a
result of the synergistic effect of their chemical composition. The elagic acid isolated
from M. urundeuva showed activity against the symbiotic fungus of leaf-cutting ants.
The metal complexes of flavonoid quercetin didn't present good results on biological
assays against the workers of leaf-cutting ants and its symbiotic fungus. Besides
these results, this study contributed to a project that has been developed by the
Natural Product Laboratory at UFSCar, which aims to evaluated the biological activity
of several metal complexes with different metals and flavonoids to the control of

several agriculture pests.
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PART II: Optimization of microwave and ultrasound-asssited extractions of
ricinine from R. communis leaves.

The use of insecticidal plants has been proposed as an alternative method for leaf-
cutting ants (Atta sexdens rubropilosa) and its the symbiotic fungus (Leucoagaricus
gongylophorus) control. R. communis was described as a toxic plant to leaf-cutting
ants and other insects. The leaves and flowers of this plant contain the alkaloid
ricinine. This alkaloid is the responsible for R. communis insecticide effects against
leaf-cutting ants. The optimization of processes extraction assisted by various
techniques with application of experimental design has become indispensable for
optimization of these processes. The Microwave (MAE) and Ultrasound (UAE)
assisted extractions have been widely employed for the extraction of compounds
from plants and used as an alternative to conventional methods. This work presents
the development of two new extraction processes for ricinine from leaves of R.
communis. The Microwave-assisted extraction method was efficient for extraction
and quantification of ricinine providing reduction of the extraction time, solvent
consumption and also better quality of the extracts. Through the method developed
by ultrasound-assisted extraction, it was obtained extracts with high level of the
active compound ricinine and both, extraction time (5 min) and solvent (ethyl acetate)
consumption, was considerably reduced and the yields were maximized. From the
biological assays with leaf-cutting ants, the extract with high levels of ricinine
obtained by ultrasound-assisted extraction showed higher toxicity than the extracts

obtained by classical methods.

PART Ill: Phytotoxicity of compounds from Meliaceae and Rutaceae
families.

Allelopathy is the term coined by Molisch to reflect all of these interactions (from the
Greek allelon = reciprocal, and pathos = damage). The definition covers the
beneficial and detrimental effects caused in the surrounding organisms by the
chemicals released by the plant into the environment. The definition currently in use
was established by the International Allelopathy Society (IAS) as “the science
studying any process involving secondary metabolites produced by plants, algae,
bacteria, and fungi that influence the growth and development of agricultural and
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biological systems”. Allelochemicals (natural plant toxins that play a role in plant—
plant, plant-insect and plant-microorganism interactions) are considered to be
promising sources for the control of weeds. In this work, three alkaloids (1-3), twelve
coumarins (4-15), two dihydrocinnamic acids derivatives (16-17), fourteen flavonoids
(18-31), four triterpens (32-35) and six limonoids (36-41) from Meliaceae and
Rutaceae families were evaluated firstly on etilated coletoptile followed by
phytotoxicity bioassays. The compounds 1, 12, 21, 36 and 41 were the most
important in the screening of phytotoxicity against target-species (Lepidium sativum,
Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum e Allium cepa). 1, 12, 21 e 36 showed
significant results in the root growth for the specie L. sativum, being specific for this
specie. The limonoid 41 showed inhibition during the germination and growth for all
dicotyledons. For all target species, compound 41 showed betters levels of toxicity
when compared to the Logran herbicide (positive control), demonstrating the high
phytotoxicity activity of it in all species evaluated (L. sativum, L. sativa, L. esculentum
e A. cepa).
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Prefacio

Este trabalho compreende trés partes, o estudo das espécies Schinus
terebinthifolius, Anacardium humile e Macairea urundeuva no controle das formigas
cortadeiras, no qual foram avaliados através do potencial inseticida e fungicida,
diversos extratos, fracdes e substancias oriundas dos mesmos, contando também
com a sintese e avaliacdo biolégica de complexos metalicos utilizando o flavondide
quercetina como ligante. No contexto do projeto tematico desenvolvido pelo grupo
de Produtos Naturais da UFSCar que visa o controle das formigas cortadeiras e para
melhor formacao da bolsista, foram desenvolvidos durante o Doutorado Sanduiche
realizado no Grupo de Alelopatia de Cadiz — Universidad de Cadiz, dois novos
processos de extracdo assistida por micro-ondas e ultra-som para o alcalbide
ricinina em folhas de Ricinus communis. Aliado ao grande conhecimento e o trabalho
desenvolvido durante varios anos com plantas dos géneros Meliaceae e Rutaceae, o
grupo de Produtos Naturais da UFSCar conta com uma grande diversidade
estrutural de compostos ainda desconhecidos no seu ambito de atividades
biolégicas. Assim, a terceira parte deste trabalho teve como objetivo a avaliacdo do
potencial fitotoxico através de ensaios alelopaticos de diversas classes de
compostos, dentre elas, triterpenos, limonoides, alcaloides, cumarinas, flavonoides,

todos estes pertencentes aos géneros Meliaceae e Rutaceae.
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PARTE I: Estudo de Schinus terebinthifolius, Anacardium humile e
Macairea urundeuva no controle das formigas cortadeiras

1. Introducao

1.1 Formigas Cortadeiras

Popularmente conhecidas como salvas e quequéns, as formigas
cortadeiras pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera, familia, Formicidae,
subfamilia Myrmicinae e tribo Attini. A tribo Attini reine as espécies do género Atta
(salvas) e Acromyrmex (quenquéns) cultivadoras de fungo (HOLLDOBLER &
WILSON, 1990, MARINHO et al., 2006).

As formigas cortadeiras vivem em ninhos subterraneos que
apresentam muitas camaras ligadas entre si por meio de longas galerias.
Externamente, os ninhos sdo formados por montes de terra solta com varios
orificios, denominados olheiros, permitindo o acesso das formigas ao exterior. No
interior dos ninhos, as camaras conhecidas como panelas, contém o jardim de
fungos, ovos, larvas, a rainha e, separadamente, as panelas com o lixo. Como as
camaras de lixo possuem residuos de material vegetal, fungo exaurido e cadaveres
de formigas, o fungo encontra-se isolado do lixo, evitando a contaminagdo do fungo
sadio (MARICONI, 1970; LIMA, 2010; MARINHO et al., 2006).

Figura 1.1: Salva-limdo transportando folhas de eucalipto (Fonte:
http://www.fumace.net/formicida/formiga/).
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Figura 1.2: Ninho de salvas, mantido no laboratério do Centro de Estudos de Insetos
Sociais - Unesp/Rio Claro/ SP. (Fonte:
http://www.rc.unesp.br/ib/ceis/formigascortadeiras.php).

As cortadeiras sao insetos herbivoros com grande eficiéncia no corte e
transporte de folhas. Além disso, sdo insetos sociais, exibindo comportamentos
sociais, como divisao de tarefas, de acordo com cada casta; cuidados e cooperacao
entre companheiras de ninho (HOLLDOBLER & WILSON, 1990, MARINHO et al.,
2006). As sauvas apresentam castas permanentes e temporarias. A casta
temporaria € constituida pelos individuos férteis que sao as fémeas aladas,
denominadas rainhas, icas ou tanajuras, e pelos machos alados, conhecidos como
bitus. Apenas uma rainha ocorre em cada sauveiro, desta forma com sua morte esse
se extingue. Os machos possuem um periodo de sobrevivéncia curto, morrendo logo
apés o voo nupcial (MARICONI, 1970). A casta permanente é composta pela rainha
e pelas quatro castas de operarias que nao possuem funcao reprodutiva e que sao
encarregadas de diversas tarefas no ninho, séo elas: as jardineiras, as generalistas,
as forrageadoras e os soldados (DELLA LUCIA, 1993). A complexa organizacao
desses insetos torna-se uma das barreiras no controle das mesmas, ja que sao
pragas severas quando atacam plantas cultivadas (MARINHO et al., 2006).

A destruicdo de um grande numero de espécies vegetais e 0 prejuizo

econbmico causado a agricultura e silvicultura, principalmente nas espécies de



Parte | — Introducéo

Eucalyptus e Pinus, fazem dessas formigas alvos de muitos estudos. Muitas culturas
sdo atacadas e danificadas pelas formigas que cortam as folhas e ramos tenros,
podendo destruir completamente as plantas. Elas chegam a consumir até 17 % da
producéo florestal em sistemas tropicais (FERNANDES et al., 2007). A tribo Attini
distribui-se desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina (FARJI-
BRENNER e RUGGIERO, 1994), constatando-se que os danos causados pelas
formigas cortadeiras ndo sao de exclusividade brasileira, mas também sao pragas
em culturas na América Central (PACHECO, 1987). As salvas da espécie Atta
sexdens rubropilosa, popularmente conhecidas como sauva-limao, sao encontradas
principalmente nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Mato Grosso, Goias e Parana.

O fungo simbionte cultivado pelas formigas da tribo Attini € denominado
Leucoagaricus gongylophorus. Este fungo constitui a base alimentar da colénia. As
operarias adultas ingerem principalmente as seivas das plantas no momento de
seus cortes e complementam sua alimentacdo com produtos de degradacédo do
material vegetal pelo fungo, enquanto as larvas e a rainha sao alimentadas com o
fungo, que é rico em carboidratos e proteinas e pobre em lipidios (MARTIN &
WEBER, 1969, FORTI & ANDRADE, 1999).

A relacdo de simbiose existente entre as formigas cortadeiras € o seu
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus é relatada em varios estudos
(FISHER et al., 1994, SINGER, 1986). O controle do formigueiro pode ser realizado
tanto diretamente nas formigas (acéo inseticida), quanto no fungo simbionte com
base nesta simbiose (acao fungicida) utilizando produtos naturais com estas acoes.

Diferentes espécies de formigas cortadeiras parecem cultivar a mesma
espécie de fungo (SILVA-PINHATI et al,, 2004). Elas alimentam a cultura fungica
com substrato vegetal que é constituido por polimeros complexos e em sua maioria
polissacarideos que representam 70 a 90 % do seu peso seco (RODIONOVA &
BEZBORODOQOV 1997). O fungo simbionte produz despolimerases que degradam a
matéria vegetal (SIQUEIRA et al., 1998), gerando carboidratos simples que séo
assimilados pelas formigas. Entre estas despolimerases, as amilases e pectinases
parecem ser as mais importantes para a nutricao das formigas (SILVA et al., 2003).
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Figura 1.3: Relagdo de simbiose entre as formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) (BOULOGNE et al., 2011).

Para o desenvolvimento deste fungo no formigueiro, o substrato
vegetal coletado é preparado cuidadosamente pelas operarias que depositam o seu
fluido fecal contendo enzimas que auxiliam na pré-degradagédo dos polissacarideos
foliares e facilitam o crescimento do fungo apds este ser inoculado (WEBER, 1972).
As pectinas presentes nos substratos vegetais que sdo fornecidos pela formiga ao
fungo desempenham fun¢des de agente hidratante e de material cimentador para a
rede de fibras de celulose (SAKAI et al., 1993; THAKUR et al., 1997). As pectinas
representam um terco do peso seco do tecido vegetal de dicotiledbneas e de
algumas monocotiledéneas. Enzimas que degradam os polissacarideos vegetais em
acucares redutores (mono e dissacarideos) foram detectadas no fungo simbionte
(SIQUEIRA et al., 1998; SILVA, 1999; SILVA et al., 2003). Elas também foram
encontradas no liquido fecal de A. colombica tonsipes (MARTIN et al., 1975) e de A.
sexdens rubropilosa (SIQUEIRA, 1997; SILVA, 1999). Portanto, as formigas utilizam

6
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o fungo simbionte para promover esse processo de degradag¢do, uma vez que nao
sdo capazes de degradar a pectina diretamente, tornando-se, as pectinases, um
alvo factivel para o controle dos formigueiros. O uso de bioensaio de inibicdo de
pectinases tem perspectivas de ser um bom alvo para o controle de formigueiros,
reduzindo a metabolizacdo de polissacarideos e, portanto a principal fonte de

energia do formigueiro.

1.2 Métodos de Controle de Formigas Cortadeiras

Existem varios métodos para controle de formigas cortadeiras:
mecanico, quimico, biolégico (BOARETTO & FORTI, 1997). O controle mecénico
pode ser realizado utilizando barreiras fisicas, dificultando o desfolhamento de
mudas de espécies nativas (MORESSI, 2007); destruindo os ninhos através de
escavacao do formigueiro, porém esta restrito a pequenas areas e ninhos com até
quatro meses de idade tornando-se uma técnica pouco utilizada (BOARETTO &
FORTI, 1997).

O controle biolégico consiste na aplicacao de inimigos naturais, sejam
eles predadores, parasitas ou patdégenos. Em laboratério, foi possivel verificar o
efeito de fungos endopatogénicos (Metarhizuim anisoplial e Beauveria bassiana)
para serem usados no controle biolégico em formigas das espécies Atta sexdens
rubropilosa e Atta bisphaerica, conhecidas como sauva-limao e salva-mata-pasto,
respectivamente (CASTILHO, 2010). O controle bioldgico € uma area promissora de
pesquisa, mas sdao necessarios mais conhecimentos bioldgicos basicos para que
estratégias deste tipo de controle possam ser aplicadas com seguranca,
principalmente em relagdo ao ecossistema (SIMOTE, 2006).

Os métodos quimicos sdao os frequentemente utilizados sendo
aplicados diretamente nos ninhos nas formulagdes como pé, liquido ou liquidos
nebulizaveis ou em formas de iscas granuladas com substancias como fipronil,
deltametrina e sulfluramida. No entanto, podem causar danos as outras espécies, ao
solo e a fontes de agua. Com isso, existe a busca por substancias quimicas menos
impactantes, como o uso de produtos naturais, inibidores enzimaticos e feroménios
(FERNANDES et al., 2008). As iscas granuladas tem sido as mais utilizadas, pois

oferecem maior seguranca ao operador, dispensa méo de obra e equipamentos
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especializados e permitem o tratamento de formigueiros em locais de dificil acesso
(LOECK & NAKANO, 1984).

Algumas substancias isoladas de plantas, como alcal6ide ricinina,
isolado do Ricinus communis L. apresentaram alta atividade contra as formigas
cortadeiras como a sauva (Atfta sexdens rubropilosa) e seu fungo simbionte
(Leucoagaricus gongylophorus) (BIGI et al., 2004). Assim como limondides e
triterpenos isolados de Cipadessa fruticosa e Cedrela fissilis também apresentaram
atividades inseticida para as formigas cortadeiras (LEITE et al, 2005). O fungo
simbionte cultivado pela formiga teve seu desenvolvimento altamente inibido por
fracdes de folhas de gergelim (Sesamum indicum L.) e verificou-se que essa inibicao
foi causada por um conjunto de substdncias e ndo apenas uma (RIBEIRO et
al.,1998).

Neste contexto, medidas que causem menor impacto ambiental sdo de
grande importancia, estimulando assim a busca por novos compostos inseticidas,
fungitoxico e inibidores de enzimas com baixa toxicidade a outros organismos,
visando um controle altamente especifico de formigas cortadeiras e metodologias de

aplicagéo.

1.3 Ordem Sapindales

A ordem Sapindales €& composta pelas familias Staphyceaceae,
Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae,
Aceraceae, Burseraceae, Anacardiaceae, Julianiceae, e Zygophyllaceae
(CRONQUIST, 1981, 1988). As principais familias estudadas pelo grupo de produtos
naturais da UFSCar, Simaroubaceae, Meliaceae e Rutaceae também pertencem a
ordem Sapindales de acordo com os dados filogenéticos moleculares baseados em
sequéncias de DNA nuclear e platideos de espécies das familias (MUELLNER et al.,
2003).

1.4 A Familia Anacardiaceae

A Familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindales de acordo com
as classificacoes de Cronquist (1981 e 1988) e de MUELLNER et al. (2003). Ela é
8



Parte | — Introducéo

composta por cerca de 76 géneros e 600 espécies de arvores ou arbustos,
conhecidas por serem frutiferas e apresentarem madeira de boa qualidade (PlO
CORREA, 1984). Seus géneros sdo subdivididos em cinco tribos: Anacardieae,
Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae. Os géneros mais conhecidos
desta familia sdo: Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias,
Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea,
destacando-se os géneros Mangifera, Rhus e Anacardium com relacao as suas
composigdes quimicas e as atividades biologicas de seus extratos e metabdlitos.

Cerca de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos como téxicos
e causadores de dermatite de contato severa sendo atribuida a compostos fenélicos
e catecdlicos ou a mistura destas substancias, denominados lipideos fendlicos. A
toxicidade esta restrita a espécies das tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae.

Nesta familia foi verificada a ocorréncia de flavonoides, terpenos,
esteroides, xantonas e, principalmente os lipidios fendlicos e derivados (CORREA et
al., 2006). Poucas espécies da familia Anacardiaceae (cerca de 7%) tiveram seus
estudos fitoquimico e de atividades biolégicas realizadas. A diversidade de
metabdlitos e atividades bioldgicas ja observadas e a importancia econémica tem
justificado o enorme interesse no estudo de espécies desta familia.

1.5 A espécie Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi é nativa do Brasil, conhecida
popularmente como aroeira-vermelha ou pimenteira. E uma arvore de porte médio e
ocorre desde o Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, em varias formacoes
vegetais, sendo mais comum em beira de rios (LORENZI, 1992). Devido a grande
dispersao, apresenta diversas aplicagdes principalmente pela madeira, na extracao
de taninos, em paisagismo, na culinaria e como medicinais (CERUKS et al.,2007;
DOS SANTOS et al., 2008).

Popularmente, a espécie S. terebinthifolius é conhecida no tratamento
de Ulceras, cicatrizacdo de feridas (FENNER, 2006), hanseniase e tumores
(SCHMOURLDO et al.,2005). Foram constatadas também diversas atividades, dentre
elas, antioxidante, antimicrobiana e antibacteriana em seus 6leos essenciais (EL-

9
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MASSRY, 2009; SILVA et al., 2010), assim como foi demonstrado seu efeito
antifangico sobre Botrytis spp. (dos SANTOS et al., 2010), agente causal do mofo
cinzento que pode afetar um grande numero de plantas frutiferas, ornamentais e
oleraceas (TOFOLI et al., 2011).

Ceruks e colaboradores (2007) realizaram o estudo fitoquimico do
extrato etandlico das folhas de S. terebinthifolius e, a partir dos resultados do
potencial anti-radicalar observado, foram isolados cinco compostos fendlicos ativos:
galato de etila, galato de metila, quercitrina, miricetrina e miricetina, descritos pela

primeira vez neste género.

Figura 1.4: Frutos de S. terebinthifolius (Fonte:
http://In2treeid.blogspot.com.br/2010/03/schinus-terebinthifolius-brazilian.html).

Outros estudos fitoquimicos previamente realizados revelam a
presenca de terpenoides e acidos graxos graxos (CAMPELLO & MARSAIOLI, 1974;
1975; LLOYD et al, 1977; BARBOSA et al, 2007), compostos fendlicos,
bifenilésteres e flavonoides (CERUKS et al., 2007; KASSEM et al., 2004).

10
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Figura 1.5: Compostos isolados de S. terebinthifolius Raddi.

1.6 A espécie Anacardium humile A. St.-Hil.

Anacardium humile A. St.-Hil (Anacardiaceae) é uma planta
subarbustiva, heliéfita, de aspecto esparramado, caule comprido, torturoso e
subterraneo. Essa espécie é popularmente conhecida como cajui, cajuzinho-do-
cerrado, caju-do campo, dentre outros. A espécie A. humile A. St.-Hil. distribui-se
basicamente pelos estados da Bahia, Goids, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Sao Paulo. Com relagdo ao uso popular, as plantas da espécie
Anacardium tém sido amplamente empregadas para fins terapéuticos em diversas
afeccdes (MOTA et al., 1985). Ainda que haja certo conhecimento sobre a utilizagao
terapéutica de A. humile, pouco se conhece sobre sua composicao quimica e outras

atividades bioldgicas.

11
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Figura 1.6: Flores e frutos de A. humile (Fonte:

http://www.pirenopolis.tur.br/multimidia/imagens/Flora/Anacardium%20humile).

1.7 A espécie Macairea urundeuva

Macairea urundeuva pertence a familia Melastomataceae que
compreende 166 géneros e cerca de 4.570 espécies. No Brasil ocorrem 69 géneros
e em torno de 1.500 espécies, que podem ser encontradas desde a regido
Amazébnica até o Rio Grande do Sul, ocupando diversos ambientes (CLAUSING &
RENNER, 2001).

Na literatura ndo ha nenhum relato relacionado aos constituintes
quimicos de espécies do género Macairea. J& os trabalhos encontrados se referem
as outras areas de conhecimento (classificacao biol6gica, manutengcao de sementes,
dentre outros), fazendo com que o estudo desta espécie torne-se interessante do

ponto de vista quimico e biolégico.

1.8 Atividade inseticida de produtos naturais associados a complexos

metalicos

Outra estratégia possivel para o controle das formigas cortadeiras
envolve a coordenagao de produtos naturais que possuam alguma atividade sobre o
formigueiro (inseticida, fungicida e etc) a ions metélicos, na tentativa de examinar

seus modos de ligacao e possiveis efeitos sinérgicos (potencializagéo ou inibi¢ao).

12
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Varios produtos naturais apresentam em suas estruturas grupos
fendlicos, anéis aromaticos, metoxilas, carbonilas, dentre outros, sendo esses na
maioria das vezes, responsaveis pelas atividades biolégicas observadas em ensaios
sobre formigueiros em laboratério, e com a possibilidade de complexagdo com
metais, levando provavelmente, a novos compostos com maior agdo sobre o0 ensaio
inseticida e fungicida (ENAN, 2001; KOSTYUK, et al., 2001; SOUZA & GIOVANI,
2005; SATTERFIELD & BRODBELT, 2001).

A quimica dos metais da primeira série de transicao € caracterizada por
estados de oxidacao de valéncia baixa, sendo considerados metais “duros” segundo
a classificacao por BASOLO e PEARSON (1968). Como regra geral, metais duros
(Ca**, Mg?*, Mn?*, Co?*, Cu®*, Fe**, Zn?*) formam complexos estaveis com ligantes
duros (H.O, ROH, RCO,, -NHj;, RNH,). Além disso, esses metais ndao seréo
agressivos ao meio ambiente. Esses elementos destacam-se por serem o0s
elementos em maior abundancia na natureza. Isso fornece uma forte forca motora
no mundo da selecdo natural (JORDAO et al., 2000, TATE, 1992; MALAVOLTA
1980). Por exemplo, os metais calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés e
cobalto sdo geralmente requeridos por plantas e animais, pois atendem aos critérios
de essencialidade, uma vez que na sua auséncia as plantas ndo completam o seu
ciclo vital. Além disso, sdo constituintes de uma variedade de enzimas celulares,
participando de reagcdes envolvendo sinteses de acidos nucléicos e da manutencao
da estabilidade das membranas das células tanto para o reino vegetal como animal
(JORDAO et al., 2000, TATE, 1992 e MALAVOLTA 1980). Isto é fundamental para
estabelecer um compromisso entre producdo agricola e um ambiente limpo e
saudavel. Um ponto chave na atividade biol6gica dos compostos € a identificacdo de
seus sitios ativos. E finalmente, utilizar os resultados no controle de formigas

cortadeiras.

13
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2. Objetivo

Os objetivos deste trabalho foram o estudo fitoquimico das
espécies Anacardium humile, Macairea urundeuva e Schinus terebinthifolius
biomonitorado por ensaios com formigas Atta sexdens rubropilosa e seu fungo

simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

2.1 Objetivos especificos

v Estudo fitoquimico das espécies Anacardium humile, Macairea
urundeuva e Schinus terebinthifolius biomonitorado por ensaios

biolégicos.
v' Isolamento e caracterizacdo dos compostos bioativos.

v' Desenvolvimento e obtencdo de complexos metalicos a partir do
flavonoide quercetina para avaliacdo da atividade téxica sobre as

formigas cortadeiras e seu fungo simbionte.
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3. Procedimentos Experimental

3.1 Materiais e métodos

¢

Solventes:

Solventes comerciais destilados no DQ/UFSCar
Solventes P.A. da Merck, Sinth, Vetec e Labsynth
Solventes de grau CLAE da J. T. Baker e Tedia

Solventes deuterados da Aldrich Chemical Company, Acros Organic, Cil —
Cambridge Isotope Laboratories (TMS 0,03%).

Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna:
Silica gel 60 (70-230 mesh) da Acros Organics

Silica gel 60 (230-400 mesh) da Acros Organics

Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):
Cromatofolhas — Silica gel F2s4 Al TLC 20 x 20 cm da Merck

Reveladores: radiacdo UV (254 e 360 nm) e vanilina em &cido sulfurico

3.2 Equipamentos

¢

Evaporadores Rotatoérios
BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e circulador de agua
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
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BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e circulador de agua
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

Balanca Analitica
Sartorius modelo BP210S.

Centrifuga
Centrifuga Comb-spin FVL 2400.

Speed-Vac

Savant Speedvac Plus SC 10 A acoplado com um refrigerador Vapor Trap RVT-
400 Savant, bomba a vacuo Savant VLP-200 e registrador Digital Vacuum Gauge
DVG 50 Savant.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

Cromatografo: Shimadzu SCL-10avp (preparativo), equipado com valvula de
reciclo, valvula de injecdo Rheodyne 7725i, alga de amostragem (/loop) de 200 e
500 pL, bombas Shimadzu LC-6AD e detector: UV-Vis, Shimadzu, SPD-10vvp.
Cromatografo: Shimadzu LC 10AD (analitico) com degaseificador de membrana
Shimadzu DGU-14A, duas bombas Shimadzu e loop = 20 uL. Detector: UV-VIS
(Arranjo de Diodos), Shimadzu SPD-M10A.

Agilent Technologies modelo 1200 equipado com bomba quaternaria G1311A,
desgaseificador G1322A e detector UltraVioleta G1314B. Equipamento acoplado
a uma interface G1369A, software EZChrom Ellite.

CG-EM:

CG-17A Shimadzu, CG-EM- QP 5000 Shimadzu
Coluna DB-5 (30m x 0,25 mm)
lonizagéo por impacto eletrénico (IE) (70 e.V)

Todas as analises via CG-EM foram realizadas utilizando:
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Temperaturua do injetor: 250 °C

Temperatura do detector: 280 °C

Modo: Split; Volume injecédo: 1 uL

L 2

¢

Programacao de temperaturas utilizadas nas andlises:

Esterdides: 150 °C (3min); 6 °C/min até 280 °C; 280 °C (20 min). ; 8 °C/min até
290 °C (10 min).

Terpenos: 200 °C (5min); 10 °C/min até 280 °C; 280 °C (20 min). ; 8 °C/min até
290 °C (10 min).

Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade

MK5 Quattro Quik-Prep (AECS Ltda. Reino Unido) equipado com duas bobinas,
cada uma contendo duas colunas em politetraflouroetileno (PTFE) com didmetro
interno de 0,5 mm i.d. e didmetro externo de 1,58 mm o.d., capacidade total de
aproximadamente 500 mL. A velocidade de rotacédo é ajustavel entre 0 a 1000
rom e plano de rotacdo vertical. Aparelho com algca de injegcao de 5 mL e sistema

equipado com bomba de fluxo continuo LabAlliance.

Espectrometro de CL-EM

MICROMASS QUATTRO LC — Modo de ionizacdo Eletrospray (ESI) (modo
negativo).

As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Micromolecular de
Microorganismos LaBioMMi — DQ/UFSCar.

Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

Bruker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para '*C) — DQ/UFSCar;
Bruker Modelo AVANCE Il 400NANO Varian 9,4 T (400 MHz para RMN 'H e
100 MHz para *C) — DQ/UFSCar.

Bruker Modelo AVANCE Il 14,1 T (600 MHz para RMN 'H e 150 MHz para '°C)
— DQ/UFSCar.
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¢ Espetrofotometros operando nas regides do ultravioleta (INTRALAB UV-VIS
modelo DMS 100) e do infravermelho (BOMEM Hartmann & BRAUN modelo MB
102).

¢ Analise Elementar — Analisador de C, H, e N modelo EA 1108 da FISONS.

¢+ Medidas eletroquimicas — Potenciostato/galvanostato Eletrochemical Analizer,
modelo BAS-100B/W, usando cela eletroquimica de vidro, com capacidade de 10
mL, trés eletrodos: referéncia AgQ/AgCl, eletrodos de trabalho e auxiliar
constituidos de tarugos de platina (Pt) de 4 mm.

3.3 Material Botanico

Todas as partes vegetais das espécies Anacardium humile, Macairea
urundeuva e Schinus terebinthifolius foram coletadas pelo grupo de pesquisa de
Produtos Naturais da UFSCar nas cidades de Bandeirantes-MS, Paracatu-MG e
Marataizes-ES, respectivamente, e identificados pelo prof. Dr. José Rubens Pirani,
do Departamento de Botanica da USP — Sao Paulo.

3.3.1 Preparacao dos materiais vegetais e obtencao extratos brutos de

Anacardium humile, Macairea urundeuva e Schinus terebinthifolius.

As diversas partes vegetais foram secas em estufa de circulagdo de ar
a 40 °C, por aproximadamente 7 dias e posteriormente pulverizadas em moinhos do
tipo Wiley. Ap6s a moagem, para a espécie Schinus terebinthifolius foi realizada a
extracao a temperatura ambiente e em repouso, com solventes em ordem crescente
de polaridade (hexano, CH.Cl, e MeOH) por trés vezes, durante 7 dias (Fluxograma

3.1, Tabela 3.1). Ja para as espécies Anacardium humile, Macairea urundeuva foi
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realizada a extragdo do material por maceracao no solvente etanol por 3 vezes,
durante 7 dias (Fluxograma 3.2). Apds a evaporacao dos solventes foram extraidos
os extratos brutos descritos na Tabela 3.2.

Tabela 3.1: Extratos brutos da espécie S. terebinthifolius

Parte Vegetal (g)
Schinus terebinthifolius Extrato Cddigo do extrato Massa do extrato (g)

Folhas (266,0) Hexanico STFH 17,1
Diclorometanico STFD 3,57

Metanolico STFM 14,5

Galhos (115,0) Hexanico STGH 1,09
Diclorometénico STGD 1,60

Metandlico STGM 2,98

Frutos (198,0) Hexanico STFrH 6,89
Diclorometénico STFrD 8,46

Metandlico STFrM 10,5

Tabela 3.2: Extratos brutos das espécies A. humile e M. urundeuva

Planta Parte Vegetal (g) Cddigo do extrato Massa do extrato (g)
A. humile Folhas (1600) AHFE 15,0
M. urundeuva Galhos (100,0) MUGE 2,25
Folhas (719,0) MUFE 19,0

F: Folhas; G: Galhos; E:EtOH
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Material Vegetal — Schinus
terebinthifolius

| Extrato Hexanico ' Torta
b

Torta | Extrato Diclorometanico '

| Torta I | Extrato Metandlico I

Fluxograma 3.1: Obtencao dos extratos da espécie Schinus terebinthifolius.

a) Extragdo com n-hexano por sete dias
b) Extracdo com dicloro por sete dias.
c) Extragdo com metanol por sete dias

Material Vegetal — Macairea urundeuva e
Anacardium humile

Extrato Etandlico

| Torta '

Fluxograma 3.2: Obtencdo dos extratos das espécies Macairea urundeuva e Anacardium

humile

d) Extracdo com etanol por sete dias.
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3.4 Estudo do extrato AHFE

O extrato etandlico das folhas de A. humile (AHFE) foi fracionado
através de dois métodos: Cromatografia por contracorrente circular em alta
velocidade (HSCCC - High Speed Counter Current Chromatograph) e por particao
liquido-liquido seguido de outros procedimentos cromatograficos.

3.4.1 Cromatografia por contracorrente circular em alta velocidade
(HSccCC)

Varias classes de produtos naturais vém sendo isoladas a partir da
utilizacdo da cromatografia por contracorrente circular em alta velocidade (HSCCC),
incluindo: flavonoides (RINALDO et al., 2006), alcoloides (CAZAL et al.,2009;
SEVERINO et al., 2009), cumarinas (CAZAL et al.,2009) dentre outros. Esta técnica
apresenta varias vantagens se comparado aos métodos tradicionais de separacao,
tais como: a eliminacdo da adsorcao irreversivel da amostra no suporte sélido, total
recuperacdo da amostra injetada, baixo consumo de solventes (SUTHERLAND,
2007; MARSTON et al., 1994; 2006; 2007; ITO et al., 2005).

A cromatografia por contracorrente circular em alta velocidade
(HSCCC) é um método de separacao por particao liquido-liquido, onde o sistema de
solventes de duas fases é essencial para o sucesso da separacdo. Como a
cromatografia por contracorrente utiliza sistemas de solventes bifasicos isto resulta
em um grande numero de combinagdes de solventes com ampla faixa de polaridade
(STICHER, 2008). A separacao baseia-se na distribuicdo do soluto entre as duas
fases imisciveis, onde o coeficiente de particdo K (célculo da distribuicdo do soluto
em ambas as fases) € um dos parametros mais importantes no sistema de selecéo
dos solventes, que deve ser entre 0,5-2,5 para alcancar uma eficiente separacao e
um apropriado tempo de corrida (GAO, et al., 2006).
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3.4.2 Fracionamento do extrato AHFE por Cromatografia por
contracorrente circular em alta velocidade (HSCCC)

3.4.3 Selecao do Sistema de Solventes

A selecdo do sistema de solventes é a etapa mais importante da
cromatografia contracorrente. Como a CCC utiliza sistemas de solventes bifasicos
isto resulta em um grande numero de combinacées de solventes. Os primeiros
sistemas de solventes foram escolhidos com base em sistemas para purificacdo de
flavonoides por cromatografia em contracorrente. Dados da literatura relatam a
grande ocorréncia de flavonoides e compostos fendlicos em espécies pertencentes
ao género Anacardium. Inicialmente, cinco sistemas de solventes obtidos da

literatura conforme descrito na tabela 3.3, foram avaliados.

Tabela 3.3: Sistemas de solventes avaliados no primeiro teste:

_ Referéncias
Sistema de solventes v/v L
Bibliograficas

A Hexano/BuOH/H,O 1/0,5/0,5 SHI et al., 2008

B | CH,CIl/EtOH/ H,O (Formou emulséo) 1/0,5/0,5 CHEN et al., 2003

C | CH,CI/EtOH/ H,O (Formou emuls&o) 1/1/0,5 CHEN et al., 2003
D Hexano/AcOEt/MeOH/H,O 1/2/1/1,5 DENG et al., 2009
E Hexano/AcOEYEtOH/H,O 1/3/0,5/1 GAO et al., 2006

A partir da selecdo dos sistemas de solventes bifasicos, estes foram
preparados em tubos de ensaio, agitados em vortex e ap6s o sistema entrar em
equilibrio, as fases aquosa e organica foram separadas. Adicionaram-se 3,0 mL de
cada uma dessas fases a um tubo contendo 10 mg do extrato AHFE. O tubo
contendo a amostra e os solventes foi novamente agitado em vortex e, apdés o

sistema entrar em equilibrio, foi centrifugado. As fases organica e aquosa, contendo

28



Parte | — Procedimento Experimental

a amostra particionada, foram separadas. Iguais volumes de cada uma dessas fases
foram secos em Speed-Vac, ressuspendidos em MeOH e analisados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.4.4 Calculo do coeficiente de particao (k) por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia

A otimizagdo da metodologia utilizada no CLAE-DAD foi realizada
utilizando o extrato bruto AHFE. Varias fases moéveis (MeOH/H.O e MeOH/H,O
0,1% Ac.Acético) e eluicdes gradientes foram avaliadas.

Apo6s analise de varios métodos desenvolvidos observou-se que o
melhor sistema a ser utilizado para o calculo do coeficiente de particao (K) de alguns
componentes presentes em ambas as fases do sistema de solventes, era o que
consistia do gradiente de elui¢do: 0-52 min., 5-80% B (MeOH); 52-62 min., 80-100%
B; 62-92 min., 100% de B . Esta medologia foi utilizada para analise das duas fases
(Fase aquosa/Fase organica) presentes nos sistemas de solventes.

321 nm | 257 nm | |

| | | | | |
—— 230409 AH 5-80-100 52-112 acid —T—— 230409 AH| 5-80-100 52-112 acid | | | |
5-80-100 52-1t2acid00t ~ — — — — — — r T T
| | |
| | |
| | |
| | |

Figura 3.1: Cromatogramada do extrato etandlico das folhas de A. humile (AHFE) modo
analitico. Equipamento Shimadzu LC 10AD, Coluna de fase estacionaria C18-ODS
Phenomenex, Luna (h x ¢ = 150 x 4,6 mm, 10 pum).
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O coeficiente de particdo (K) € definido pela razdo da concentracdo dos
constituintes da amostra na fase movel pela concentragdo desses constituintes na
fase estacionéria. Nesta etapa, dada a quantidade de compostos presentes na
amostra, inicialmente foi realizada apenas uma andlise qualitativa dos
cromatogramas, onde se avaliou a intensidade e distribuicdo dos picos nos dois

cromatogramas (Fase aquosa/Fase organica).

Neste processo de analise, dada a quantidade de compostos presentes
na amostra (extrato — AHFE), apenas a analise qualitativa dos cromatogramas foi

realizada.

Os sistemas de solventes presentes na Tabela 3.3 foram entéo
avaliados nas propor¢des acima indicadas pelo teste de particho em tubo falcon
seguido de analise por CLAE-DAD onde o melhor resultado obtido foi para os
sistemas de solventes E (Hexano/AcOEt/EtOH/H,0).

A partir da escolha do sistema E, diferentes proporcdes de solventes
deste sistema foram avaliadas (segundo teste). Através da CCDA foi verificada a
distribuicdo relativa dos compostos em ambas as fases dos sistemas de solventes
(Tabela 3.4), onde os sistemas com as melhores distribuicdes dos componentes em

ambas as fases foram escolhidos, e posteriormente analisados via CLAE-DAD.

Os sistemas 1 a 10 foram entdo avaliados nas proporcdes acima
indicadas pelo teste de particdo em tubo falcon seguido de analise por HPLC-DAD,

onde os melhores resultados foram obtidos foi para os sistemas 2 e 8.
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Tabela 3.4: Sistemas de solventes avaliados no segundo teste:

10

Sistema de solventes

Hexano/AcOEtY/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,O

Hexano/AcOEtY/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,0O

Hexano/AcOEY/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,O

Hexano/AcOEt/EtOH/H,O

Hexano/AcOEtY/EtOH/H,O

viv

1/3/0,5/1

1/3,5/0,5/1

1/4/1/1

1/2/1/1

1/2/0,5/0,5

1/2/1,5/1

1/2/1/1,5

1/2,5/1,5/1,0

1/2/1,5/0,8

1/2,7/1,5/1,0

3.4.5 Preparo do Sistema de Solventes e Amostra para Cromatografia em

contracorrente

Os sistemas de solventes selecionados para a separacao por HSCCC

foram misturados nas propor¢des definidas e equilibradas em funil de separacao a

temperatura ambiente. As fases superior e inferior foram separadas antes de serem

utilizadas e desgaseificadas em aparelho de ultra-som por 15 min. Em cada corrida,

as colunas foram primeiramente preenchidas com a fase aquosa, logo apos a

rotacdo ser ligada, e ao mesmo tempo, a fase organica foi bombeada para as

colunas no fluxo previamente determinado.

A solucdo contendo a amostra foi preparada por solubilizacdo da

amostra em mistura 1:1 das fases superior e inferior do sistema de solventes.
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3.4.6 Fracionamento do extrato AHFE via Cromatografia em

contracorrente

O fracionamento do extrato AHFE foi desenvolvido utilizando os
sistemas de solventes Hexano/AcOEt/EtOH/H,O 1/3,5/0,5/1 e 1/2,5/1,5/1, no modo
de eluicdo normal (cauda-cabeca), fluxo de 3,0 mL/min, rotacdo de 850 rpm. O
primeiro sistema a ser utilizado para a separacdo do extrato AHFE foi
Hex./AcOEt/EtOH/H,0 1/3,5/0,5/1 (2).

Apo6s andlise dos dois sistemas de solventes, optou-se pela utilizacéo
do sistema de solventes Hex./AcOEt/EtOH/H,O 1/3,5/0,5/1, devido a sua melhor
performance de separacdo. No total, foram realizados 5 fracionamentos para se
obter massas adequadas para estudos posteriores das fracbes. Para cada
fracionamento a massa de amostra solubilizada era de aproximadamente 900 mg do
extrato AHFE. Foram coletadas para cada fracionamento, fragcdes de 10 mL cada,
sendo 70 fracbes com a rotacado ligada e 40 fragbes com a rotacdo desligada. As
fracOes coletadas foram reunidas de acordo com a semelhanca cromatografica por
CCDA e RMN de 'H, as mesmas foram agrupadas de acordo com as suas

similaridades, gerando 17 fracoes.

As fracbes AHFE-(6) a AHFE-(9) apresentaram sinais caracteristicos
de flavonoides glicosilados no espectro de RMN de 'H. Essas fracdes foram
analisadas via CLAE-analitica e repurificadas através da CLAE- preparativa (AHFE-
F1 a F6). Todo esse processo de separacdo gerou o isolamento e identificacdo do
flavonoide quercitrina (L9) e dos demais conjuntos de flavonoides glicosilados (L10-
L19) via HPLC-UV-MS-MS, tendo como aglicona o flavonoide quercetina e

kaenpferol.

Ja as fracbes AHFE-(3) a AHFE-(4) foram repurificadas através da
cromatografia por exclusdo (Sephadex — LH20) utilizando como fase movel
MeOH/CH,CI, 1/1 levando ao isolamento dos biflavonoides robustalfavona (B1) e

amentoflavona (B3).
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16,0 mg
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12,2 mg

~
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Flavonoides
Glicosilados

15
15,6 mg

I

17
208,9mg

|

)

16
205,7 mg

|

Fluxograma 3.3: Fracionamento de AHFE

Condicédo: Cromatografia por Contracorrente; Sistema de solventes: Hex./ACOEt/EtOH/H,O

1/3,5/0,5/1; fluxo: 3,0 mL/min; 850 rpm; fase estacionaria: Fase aquosa; fase movel: fase

organica.

3.4.7 Fracionamento do extrato AHFE

O extrato etanodlico das folhas de A. humile (AHFE) também foi

fracionado através da particdo liquido-liquido seguido de outros procedimentos

cromatograficos (Fluxogramo 3.4, Tabela 3.5).
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AHFE
(5,000 g)
|
Fracdo Hexano Fragio EtOH/H,0
AHFE-H (752,0 mg) I z
Fracao Aquosa Fracao AcOEt
AHFE-Q (1540,1 mg) AHFE-A (2,700 mg)

Fluxograma 3.4: Metodologia utilizada na particdo do extrato AHFE.

Condicdo I: Suspensédo do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com Hexano.
Condicao Il: Suspenséao do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com AcOEt.

Tabela 3.5: Fracdes obtidas da particéao liquido-liquido do extrato AHFE

A. humile Massa do extrato Cédigo Massa (mg)
AHFE-H 752,0
Folhas 5,009 AHFE-A 2700,0
AHFE- Q 1540,1

3.4.8 Fracionamento de AHFE-A

A fracdo AHFE-A foi fracionada utilizando-se Sephadex LH-20
(Fluxogramo 3.5) fornecendo 34 fracdes, as quais foram submetidas a CCDA e pela
analise dos Rf's foram agrupadas de acordo com as similaridades. Este

procedimento de separacao foi inicialmente realizado devido a grande quantidade de
pigmentos presentes neste extrato.
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As fracBes foram submetidas & RMN de 'H, a qual possibilitou a

identificacdo dos flavondides quercetina (L1) e kaenpferol (L3).

AHFE-A
500,0 mg
Condigéo 1
1 9-11 16-18 21
103,20mg 33,1 mg 15,8 mg 9,60 mg
2-8 12-15 19-20
218,0 mg 20,3 mg 8,10 mg

22 25 28-30 32-33
13,8 mg 8,60 mg 14,0 mg 5,20 mg
—
23-24 26-27 3 34
15,0 mg 2,70 mg 3,90 mg 61,0 mg )
~
. Flavonoide
Flavonoide .
[ Kaempferol (L3) ] [ Quercetina (L1) )

Fluxograma 3.5: Fracionamento de AHFE-A

Condicéao 1 : Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (b = 3,0 e h =71,0 cm);
eluicdo isocratica: MeOH/CH,CI, 1/1.

Este fracionamento foi realizado por 3 vezes consecutivas atraveés das

condicBes citadas acima.

3.4.9 Fracionamento de AHFE-A (16-18), AHFE-A (19-21) e AHFE-A (22)

O Fluxograma 3.6 ilustra o fracionamento realizado.
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AHFE-A(19-21) AHFE-A(22)
17,6 mg 13,8 mg

Condigdo 1 ‘ Condigdo 2

1-2 5-6 14 8-9 [ Amentoflavona (B3) }

1,10 mg 6,40 mg \ 4,70 mg 2,40 mg
3-4 5-7 10-14 /

2,10 mg [ Amentoflavona (B3) ] 2,70 mg 4,20 mg

[ AHFE-A(16-18) ]

15,0 mg

Condicéo 1

1-3 5
5,00 mg 2,00 mg
4
8,10 mg — [ Robustaflavona (B1) ]

Fluxograma 3.6: Fracionamento de AHFE-A (16-18), AHFE-A (19-21) e AHFE-A (22)

Condicédo 1 e 2: CLAE analitico e preparativo: Colunas C-18 Phenomenex — Luna 10 ym (d
=0,45 x h = 150 mm) e (¢ =1,0 x h = 310 mm) eluicdo isocratica: MeOH/ACN/H,0 0,1%
Ac.Acético (23/11/66) e posteriormente MeOH (100%);fluxos de 1,0 mL/min (analitico) e 5,5

mL/min (preparativo).

3.4.10 Fracionamento de AHFE-A (23-24)

O Fluxograma 3.7 ilustra o fracionamento realizado.
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~
AHFE-A(23-24)
15,0 mg

Condicéo 2

1-3 6-7 11
4,70 mg 3,30 mg 2,40 mg

4.5 8-10
2,70 mg 4,20 mg

A4

[ Quercitrina(L9) e }

Quercetina-3-0-8-glucosideo (L10

Fluxograma 3.7: Fracionamento da amostra AHFE-A (23-24)

Condicao 2 : CLAE analitico e preparativo: Colunas C-18 Phenomenex — Luna 10 ym (&
=0,45 x h = 150 mm) e (¢ =1,0 x h = 310 mm) eluicéo isocratica: MeOH/ACN/H,0 0,1% Ac.
Acético (23/11/66), fluxos de 1,0 mL/min (analitico) e 5,5 mL/min (preparativo).

3.5 Estudo do extrato MUFE

O extrato etandlico das folhas de M. urundeuva (MUFE) foi fracionado
por particdo liquido-liquido seguido de outros procedimentos cromatograficos
(Fluxograma 3.8; Tabela 3.6).

MUFE
(5,00 g)
I
Fracdo Hexano Fragdo EtOH/H,0
MUFE-H (0,130 g) ¢ 2
II
Fracdo Aquosa Fragdo AcOEt
MUFE-Q (1,420 g) MUFE-A (3,450 g)

Fluxograma 3.8: Metodologia utilizada na particdo do extrato MUFE Condi¢éo |: Suspenséo
do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com Hexano. Condicdo Il: Suspensédo do extrato

em H,O/EtOH (3:1). Extragcdo com AcOEt.
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Tabela 3.6: FracGes obtidas da particéo liquido-liquido do extrato MUFE

M. urundeuva Massa do extrato Cédigo Massa (g)
MUFE-H 0,130
Folhas 5009 MUFE-A 3,450
MUFE-Q 1,420

3.5.1 Fracionamento da particdo MUFE-A

A particio MUFE-A foi fracionada utilizando Sephadex LH-20 (Fluxograma
3.9) fornecendo 70 fragcOes, as quais foram submetidas a CCDA e pela analise do Rf

foram agrupadas de acordo com as suas similaridades.

MUFE-A
600,0 mg

Condigdo 1

1-7 10-18 23-26
145,2 mg 63,4 mg 12,9 mg

8-9 19-22
17,8 mg 25,6 mg

27-36 42-45 53-60
73,0 mg 10,0 mg 122,9 mg

37-41 46-53 60-70

30,7 mg 10,0 mg 89,5 mg

Fluxograma 3.9: Fracionamento da particio MUFE-A

Condicéo 1 : Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ =4,0 e h =70,0 cm);
eluicdo isocratica: MeOH/CH,CI, 1/1.Este fracionamento (MUFE-A) foi realizado por 3 vezes

consecutivas através das condigdes citadas acima.
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3.5.2 Fracionamento de MUFE-A (27-36)

O Fluxograma 3.10 ilustra o fracionamento realizado.

MUFE-A(27-36)
152,0 mg
Condigdo 1

1-3 6 10-15 20-21
33,2mg 3,80 mg 480 mg 5,50 mg
/ 5 79 1618
2,00 mg 1,20 mg 2,30 mg

22-24 26-31 36-40
14,2 mg 18,7 mg 14,0 mg
Miricetrina (L4)
25 32-35 40-62
5,50 mg ] [ 2,70 mg } [ 44 0mg ]
Condiggo2 [ Miricetin-3-0-6- galactosideo (L5) J

Flavondide 26- 31 (A) 26-31(B) 26-31(C)
Miricetrina (L4) 4,00 mg 2,40 mg 12,00 mg

Fluxograma 3.10: Fracionamento de MUFE-A (27-36).

Condicédo 1 : Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,2 e h = 52,0 cm);

eluicdo isocratica: MeOH.
Condicéo 2 : CLAE analitico e preparativo: Colunas C-18 Phenomenex — Luna 10 ym (¢

=0,45 x h = 150 mm) e (¢ =1,0 x h = 310 mm) elui¢do isocratica: MeOH/ACN/H,0 0,1% Ac.
Acético (25/11/64), fluxos de 1,0 mL/min (analitico) e 5,5 mL/min (preparativo).
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3.5.3 Fracionamento de MUFE-A-(19-22)

O Fluxograma 3.11 ilustra o fracionamento realizado.

MUFE-A(19-22)
62,0 mg

Condicdo

2 4 6 | 8
11,8 mg 6,5 mg 2,1mg ) 7,2 mg
\
Compostos
[ fendlicos (F2+F3) ] Quercetina-3-0-g-glucosideo (L10)
Quercitrina (L9) Quercitrina (L9)
/

Fluxograma 3.11: Fracionamento da particio MUFE-A-(19-22)

Condicéao: Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 2,00 e h = 133,0 cm);
eluicdo isocratica: MeOH.

3.5.4 Fracionamento de MUFE-A (23-26)

O Fluxograma 3.12 ilustra o fracionamento realizado.

40



Parte | — Procedimento Experimental

MUFE-A (23-26)
30,0 mg

Condigdo

1 3 5
4,70 mg 3,30 mg 14,40 mg
2 4
2,70 mg 5,00 mg

[ Miricetrina (L4) ] [ Quercitrina (L9) }

Fluxograma 3.12: Fracionamento de MUFE-A (23-26).

Condigao : CLAE analitico e preparativo: Colunas C-18 Phenomenex — Luna 10 ym (¢
=0,45 x h = 150 mm) e (¢ =1,0 x h = 310 mm) elui¢éo isocratica: MeOH/ACN/H,0 0,1% Ac.
Acético (25/11/64), fluxos de 1,0 mL/min (analitico) e 5,5 mL/min (preparativo).

3.5.5 Fracionamento de MUFE-A (42-45) e MUFE-A (53-60)

MUFE-A (42-45) MUFE-A (53-60)
329mg 122,9 mg
‘ Condigdo 2 Condigdo 3
1-5 9-10 1-8 13-15 23-40
10,2 mg 6,00 mg 15,7 mg 5,20 mg 64,2 mg
6-8 11-15 9-12 16-22
3,00 mg 13,0 mg 22,710 mg 15,2 mg

Quercetina (L1) Miricetina (L2)

Fluxograma 3.13: Fracionamento de MUFE-A (42-45) e MUFE-A (53-60).

Condicéo 2: Cromatografia por exclusdo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 2,0 e h = 50,0 cm);

eluicdo isocratica: MeOH.

Condicéo 3 : Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,0 e h = 67,0 cm);

eluicdo isocratica: MeOH.
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3.5.6 Fracionamento da particdo MUFE-Q

A particio MUFE-Q foi fracionada utlizando Sephadex LH-20
(Fluxograma 3.14) fornecendo 50 fracBes, as quais foram submetidas a CCDA e

pela analise do Rf foram agrupadas de acordo com as suas similaridades.

MUFE-Q
700,0 mg

Condigao 1

1-11 17-18 25-28
306,3 mg 10,0 mg 85,9 mg

12-16 19-24
7,0 mg 30,1mg

29-30 35-38
30,7 mg 17,2 mg

31-34 39-50
34,2 mg 177,0 mg

Fluxograma 3.14: Fracionamento da particdo MUFE-Q

Condicédo 1 : Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,0 e h = 67,0 cm);

eluicdo isocratica: MeOH.

3.5.7 Fracionamento de MUFE-Q-(29-30)

Através da anélise do espectro de RMN de *H da fracdo MUFE-(Q)-(29-
30), pode-se observar a presenca de varios sinais caracteristicos de flavonoides
glicosilados, sendo a miricetrina o composto majoritario. Deste modo um estudo via
CLAE-analitica utilizando diferentes propor¢cdes dos solventes MeOH e agua
acidificada foram avaliados, e a melhor proporcdo encontrada foi de 35/65
MeOH/H,0O 0,1% &cido acético. A CLAE-preparativa foi entdo realizada e, através
das analises dos dados de RMN das fracGes, foi possivel identificar distintos

flavondides glicosilados (Fluxograma 3.15).
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MUFE-Q-(29-30)
30,7 mg

Condigao

2 4 6
1,8 mg 2,0mg 12,1mg
/ [ Miricetina-3-0-g-glucosideo (L7 }

Miricetina-3-0-B-galactosideo (L5)
Miricetrina (L4)

Miricetina-3-O-rutinosideo (L6)

v

Miricetrina (L4)
Miricetina-3-0-8-galactosideo (L5)

Miricetina-3-O-¢-arabinosideo (L8)

Fluxograma 3.15: Fracionamento de MUFE-Q (29-30)

Condicao: CLAE analitico e preparativo: Colunas C-18 Phenomenex — Luna 10 pum
(d =0,45 x h = 150 mm) e (d =1,0 x h = 310 mm) elui¢do isocratica: MeOH/H-0
0,1% Ac. Acético (35/65), fluxos de 1,0 mL/min (analitico) e 4,0 mL/min (preparativo).

3.5.8 Fracionamento de MUFE-Q(19-24)

MUFE-Q(19-24)
85,9 mg

Condicéo

1-5 10-15 24-28 33-50
20,4 mg 10,0 mg 11,6 mg 10,9 mg
6-8 18-23 29-32
7,0mg 17,3 mg 7,1mg

Miricetrina (L4)

Fluxograma 3.16: Fracionamento da fracdo MUFE-Q(20-24).

Condicao: Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (dp = 2,5 e h = 56,0
cm); eluicdo isocratica: MeOH.
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3.6 Estudo do extrato MUGE

O extrato etandlico dos galhos de M. urundeuva (MUGE) foi fracionado
utiizando Sephadex LH-20 seguido de outros procedimentos cromatograficos
(Fluxograma 3.17). Este procedimento de separacao foi inicialmente realizado

devido a grande quantidade de pigmentos presentes neste extrato.

MUGE
1,00 g (2x)

Condicdo 1

1-13(A) 20-29 (C) 39-44 (E) 52-80(G)
198,0mg 80,0 mg 156,2mg 258,0mg
13-19(B) 30-38(D) 45-51 (F)

116,0mg 42,4 mg 149,4mg

Fluxograma 3.17: Fracionamento de MUGE.

Condicdo 1 : Cromatografia por exclusédo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,50 e h = 70,0

cm); eluicdo isocratica: MeOH.

Este fracionamento (MUGE) foi realizado por 2 vezes consecutivas

através das condicdes citadas acima.
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3.6.1 Fracionamento de MUGE-B

Devido a alta polaridade da fracdo MUGE-B, esta foi fracionada
utilizando Sephadex LH-20 (Fluxograma 3.18) fornecendo 30 fracdes, as quais
foram submetidas a CCDA e pela andlise do Rf foram agrupadas de acordo com as
suas similaridades. Através dos espectros de RMN de 'H das fracées, foi possivel

identificar o composto fendlico acido galico (F2).

f
MUGE - (B)
116,0 mg

‘ Condicdo 2

1-2 8 10-13 18-19
31,9 mg 5,70 mg 29,5 mg 4,20 mg

3-5 9 14-17 20-30
21,8 mg 2,80 mg 3,60 mg 17,5 mg

[ Acido galico (F2) J

Fluxograma 3.18: Fracionamento da particio MUGE-(B).

Condicao 2 : Cromatografia por exclusédo; coluna Sephadex LH-20 (¢p = 2,50 e h = 126,0
cm); eluicdo isocratica: MeOH.

3.6.2 Fracionamento de MUGE-(D/E)

O Fluxograma 3.19 ilustra o fracionamento realizado.
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MUGE (D/E)
303,0 mg
Condicéo

1-7 12-16 23-26 30-32 41;60
45,0 mg 50,8 mg 30,6 mg 1,80 mg 52,0mg
8-11 17-22 27-29 33-40
56,0 mg 22,0 mg 22,5mg 243 mg

A\

[Acido Elagico (F1}] Flavonéide
Miricetrina (L4)

Fluxograma 3.19: Fracionamento da particdo MUGE-(D/E)

Condicao: Cromatografia por exclusdo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 2,00 e h =
133,0 cm); eluicdo isocratica: MeOH.

Como comentado anteriormente, as fracfes oriundas do extrato MUGE
apresentam alta polaridade, deste modo para o fracionamento inicial, adotou-se o
uso de Sephadex LH-20 (Fluxograma 3.19). Deste fracionamento foram coletadas
40 amostras, que posteriormente foram agrupadas atraves da analise por CCDA. Da
fracdo MUGE-D/E-17-22 obtendo-se um soélido de coloracdo amarelada de dificil
solubilizagdo mesmo em solventes com alto grau de polaridade. Das analises dos
espectros de RMN *'H das fracdes, pode-se observar que este composto se tratava
do &cido elagico (F1), ja para o espectro de RMN *H da fragdo MUGE-D/E-30-32 foi
observado a presenca do flavondide glicosilado miricetrina (L4). Sinais majoritarios
referente ao &cido elagico, também foram observados nos espectros de RMN de *H
das fracbes MUGE-D/E 12-16 e 23-26, porém impuras, deste modo um novo

fracionamento foi realizado para purificacdo da mesmo.
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MUGE (D/E)
12-16/23-26
81,4 mg

Condicdo 3

[ Acido Eldgico }

Fluxograma 3.20: Fracionamento da particdo MUGE-(D/E) (12-16/23-26)

Condicao: Cromatografia por exclusdo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 2,00 e h =
133,0 cm); eluicdo isocratica: MeOH.

3.6.3 Fracionamento de MUGE-(C)

O Fluxograma 3.21 ilustra o fracionamento realizado. A particdo
MUGE-C foi fracionada e reagrupada através das analises por CCDA em 10 fracGes

conforme fluxograma acima.

47



Parte | — Procedimento Experimental

MUGE (C)
169,0 mg

Condicéo

1-7 12-15 20-23 29-33
36,6 mg 13,6 mg 8,20 mg 16,2mg
8-11 16-19 24-28
12,9 mg 12,6 mg 20,3 mg

34-37 38-45 46-60
9,9 mg 12,0 mg 26,0 mg
y A

[ Acido galico (F2) ] [Acido EIégico(F1)]

Fluxograma 3.21: Fracionamento da particdo MUGE-(C)

Condicao: Cromatografia por exclusédo; coluna Sephadex LH-20 (d = 2,50 e h =

126,0 cm); eluicdo isocratica: MeOH.

3.7 Estudo do extrato STFRD

O Fluxograma 3.22 ilustra o fracionamento realizado. Este
fracionamento (STFRD) foi realizado por 8 vezes consecutivas através das
condicBes citadas acima. Este método de separacdo mostrou-se eficaz para retirada

da grande quantidade de pigmentos contida neste extrato.
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9 11
12,0 mg 21,0mg
10 12
11,5 mg 7.1mg

Fluxograma 3.22: Fracionamento de STFRD

Condicéao 1: Cromatografia por excluséo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,50 e h =62,0 cm);
eluicdo isocratica: MeOH/CH,Cl, 1/1 seguidda por MeOH 100%.

3.7.1 Fracionamento de STFRD-3

O Fluxograma 3.23 ilustra o fracionamento realizado.
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51
180,6 mg

1 5 79 1
4,0mg 30,1 mg 19,1 mg 105,7 mg
12,2 mg 16,0 mg 88,0 mg [ LY ]
-~
Acido Masticadienéico (T1) J
.
16-“]9 24-26 33-34 36-40
102,0 mg 25,0 mg 28,4 mg 15,6 mg
20-23 27-32 35 45-50
91,5mg 471 mg 11,6 mg 85,7 mg

crescente de polaridade.

3.7.2 Fracionamento de STFRD-4

Fluxograma 3.23: Fracionamento de STFRD-3

Condicédo 1 : Cromatografia por adsorcdo; coluna de silica do tipo flash (70-230 mesh) (¢ =
4,50 e h =48,0 cm); Gradiente de eluicdo: Hexano/AcOEt 90/10% —100% AcOEt em ordem
crescente de polaridade, seguida de AcOEt/MeOH 99/1% — 100% MeOH em ordem

O Fluxograma 3.24 ilustra o fracionamento realizado.
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[ 12,20 mg

14

)

[

13-14
1,6 mg

18-20
11,5mg

)|

23-26
20,0 mg

512
3,30 mg

) |

1517
1,9 mg

) (

21-22
14,0 mg

)

A

[ Schinol (T2)

J

27-33
2,9 mg

[

38-42
2,3 mg

)|

46-51
8,0 mg

)

60-66
3,5mg

)

[

34-37
4,10 mg

) |

43-45
3,30 mg

) (

51-59
8,3 mg

) |

67-72
5,3 mg

Fluxograma 3.24: Fracionamento de STFRD-4

Condicédo 1 : Cromatografia por adsorcao; coluna de silica do tipo flash (70-230 mesh) (¢ =
2,50 e h =30,0 cm); Gradiente de eluicdo: Hexano/AcOEt 70/30% —100% AcOEt em ordem
crescente de polaridade, seguida de AcOEt/MeOH 99/1% — 50/50% em ordem crescente

de polaridade.

3.7.3 Fracionamento de STFRD-5

O Fluxograma 3.25 ilustra o fracionamento realizado.

51



Parte | — Procedimento Experimental

STFRD-5
135,8 mg

[

1-5
4,0 mg

10-15
12,1 mg

J

18-21
2,60 mg

I

25-26
3,00 mg

)

16-17

22-24

(@) (&%)

[ Lupenona (T6) ]

2,40 mg 2,30 mg

L/e-s [
[ Sitostenona (T7) ] 1,90 mg

35-37 42-45 51-57 65-71 81-89
5,00 mg 4,50 mg 15,6 mg 21,0 mg 18,4 mg
38-41 46-50 58-64 72-80
6,00 mg 7.1 mg 6,6 mg 19,7 mg

[ Acido Masticadienéico (T1) ]

Fluxograma 3.25: Fracionamento de STFRD-5

Condicédo 1 : Cromatografia por adsorcdo; coluna de silica do tipo flash (70-230 mesh) (¢ =
3,0 e h =28,0 cm); Gradiente de eluicdo: Hexano/AcOEt 90/10% —100% AcOEt em ordem
crescente de polaridade, seguida de AcOEt/MeOH 99/1% — 100% MeOH em ordem

crescente de polaridade.

3.8 Estudo dos extratos STFRM e STFM

Os extratos metandlicos dos frutos e folhas de S. terebinthifollius foram

fracionados por particdo liquido-liquido seguido de outros procedimentos

cromatograficos (Fluxograma 3.26 e 3.27; Tabela 3.7 e 3.8).
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STFRM
(6,50 g)

Fracao Hexano
STFRM-H (0,968 g)

Fragao EtOH/H,0

Fracao Aquosa
STFRM-M (3,920 g)

Fracao AcOEt
STFRM-A (1,642 g)

Fluxograma 3.26: Metodologia utilizada na particdo do extrato STFRM

Condicao I: Suspenséao do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extragdo com Hexano.

Condicao Il: Suspensédo do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com AcOEt.

Tabela 3.7: Fracdes obtidas da particéo liquido-liquido do extrato STFRM

S. terebinthifolius Massa do extrato Caodigo Massa (9)

Frutos

STFRM-H 0,968
6,50 g STFRM-A 1,642
STFRM-M 3,920

9]
w
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Fracao Hexano
STFM-H (0,152 g)

Fracao EtOH/H,O

Fracao Aquosa
STFM-M (0,423 g)

Fracao AcOEt
STFM-A (0,430 g)

Fluxograma 3.27: Metodologia utilizada na particdo do extrato STFM

Condicao I: Suspenséao do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com Hexano.

Condicao Il: Suspensédo do extrato em H,O/EtOH (3:1). Extracdo com AcOEt.

Tabela 3.8: Fracdes obtidas da particao liquido-liquido do extrato STFM

S. terebinthifolius

Folhas

Massa do extrato

1,00 g

Caodigo Massa (g)
STFM-H 0,152
STFM-A 0,423
STFM-M 0.430

ul
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3.8.1 Fracionamento de STFRM-A

O Fluxograma 3.28 ilustra o fracionamento realizado.

STFRM-A
0,460 g

Condigéo

1-5 9-15 21-24 31-35
122,4 mg 25,5 mg 52,0 mg 88,7 mg
6-8 16-20 25-30 35-40
30,8 mg 36,5 mg 102,1mg 7,2mg

[ Tetrahidrorobustaflavona

(B2) ] Tetrahidrorobustaflavona (B2)
Agatisflavona (B4)

Fluxograma 3.28: Fracionamento de STFRM-A

Condicéao 1 : Cromatografia por exclusdo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 3,00 e h =57,0 cm);

eluicdo isocratica: MeOH 100%.

3.8.2 Fracionamento de STFRM-A-(16-24)

O Fluxograma 3.29 ilustra o fracionamento realizado.
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STFRM-A-(16-24)
88,5mg

Condicdo

1-7 10-12 16-19 23-30
21,0mg 3,5mg 22.0mg 6,80 mg

8-9 13-15 20-22
12,0 mg 16,5 mg 8,1mg

[ Tetrahidrorobustaflavona (B2) ] [

Agatisflavona (B4) ]

Fluxograma 3.29: Fracionamento de STFRM-A-(16-24)

Condicdo 1 : Cromatografia por exclusédo; coluna Sephadex LH-20 (¢ = 2,00 e h =100,0

cm); eluicdo isocratica: MeOH 100%.

3.8.3 Estudo do extrato STFRH

O Fluxograma 3.30 ilustra o fracionamento realizado.
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STFRH
1,659

1 3 4 6
108,0 mg 7,20 mg 9,00 mg 3,00 mg
7
[ ] 4 5
2 [ ] [ ] 16,40 mg
6,71 mg 11,6 mg 49,7 mg

[Acido masticadiendico (T1)/ Isomasticadiendico (TSU

Acido morénico (T4) / Acido olean6nico (T5)

T

8 10 12 14 16
504,0 mg 253,0 mg 15,6 mg 21,0 mg 18,4 mg
9 11 13 15
493,0 mg 87,1 mg 12,1 mg 19,7 mg

Fluxograma 3.30: Fracionamento de STFRH

Condicédo 1 : Cromatografia por adsorcdo; coluna de silica do tipo flash (70-230 mesh) (¢ =
3,50 e h =40,0 cm); Gradiente de eluicdo: Hexano/AcOEt 70/30% —100% AcOEt em ordem
crescente de polaridade, seguida de AcOEt/MeOH 99/1% — 50/50% em ordem crescente

de polaridade.
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3.9 Derivatiza¢gGes do acido masticadiendico

i
.

26
MeOOC

ya

(i) CH2Ny; (i) NH.0OH/HCI MeOH (refluxo)

Figura 3.2: Derivatizacbes do acido masticadiendico (T1).

A.Reacéo de esterificacdo com diazometano

A solucdo de diazometano foi preparada dissolvendo-se 2,14 g de p-
toluilsulfonilmetilnitrosamida (diazald) em 30 mL de éter etilico. Resfriou-se a
solucdo em banho de gelo e transferiu-a para um baldo de destilacdo, onde se
adicionou 1,0 g de KOH em 10 mL de etanol. ApGs 5 min em repouso e em banho
de gelo, a solucao etérea de diazometano foi destilada em banho de 6leo a 65°C e 0
destilado foi coletado sobre éter etilico em banho de gelo. Terminando a destilacéo,

a reacao foi neutralizada com acido acético glacial.

Para a realizacdo das esterificacGes, adicionou-se aos compostos uma
pequena fracdo da solucdo de diazometano em éter etilico até cessar o

desprendimento de gas Na.
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B.Formacéao do derivado T1-B

Em um baldo de duas vias de 10 mL contendo de NH,OH/HCI (19,0
mg, 0,30 mmol) foram adicionados 0,5 mL de MeOH para solubilizacdo dos
reagentes, logo apos foi adicionado o composto T1 (13,4 mg, 0,03 mmol)
solubilizado em 1,0 mL de MeOH. A mistura foi colocada em refluxo a 65 °C por 3-4
horas. Apés cessada a reacgdo, foram adicionados 20 mL de agua e extraida com 3
porcdes de CH,CIl, seguida de 3 porcdes de 20 mL de acetato de etila. A fase
organica foi seca com NaSQO,4 e o solvente retirado por evaporacgao rotativa.

3.10 Sintese dos complexos metélicos

3.10.1 Sintese de cis-Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),.

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de capacidade de 50,0
mL contendo 15,0 mL de DMF (dimetilformamida) previamente deaerado foi
solubilizado 300,0 mg (1,15 mmol) de RuCl3.3H,O sob agitacdo com uma barra
magnética e aquecimento. Adicionou-se 379,0 mg (1,15 mmol) de 2-2’-bipiridina
(bpy) e 324,0 mg (2,30 mmol) de LiCl. A mistura reacional foi refluxada por oito
horas sob atmosfera de nitrogénio, aquecimento e agitacdo. Posteriormente
resfriado e ainda sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 25,0 mL de acetona
previamente resfriada em banho de gelo. A mistura resultante foi deixada por uma
noite sob refrigeracdo a 0°C para precipitacdo do composto. Apds este periodo, um
sélido foi obtido, o qual foi separado por filtracdo a vacuo, lavado com agua e dietil-
éter previamente resfriados em banho de gelo e posteriormente seco a vacuo.
(Rendimento: 48%).

3.10.2 Sintese de cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFe)2

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de capacidade de 50,0

mL contendo 5,0 mL de etanol previamente deaerado foi solubilizado 200,0 mg
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(0,352 mmol) de cis-Ru(Cl;)(2,2’-bipiridina), sob agitacdo com uma barra magnética
e aquecimento. Adicionou-se 122,0 mg (0,404 mmol) de quercetina e 5,0 mL de H,O
Mili-Q. A mistura reacional foi refluxada inicialmente por 8 horas sob atmosfera de
nitrogénio, aquecimento e agitacao (diferentes tempos reacionais foram testados).
Posteriormente resfriado e ainda sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se 115,0
mg (0,72 mmol) de hexafluorfosfato de amoénio (NH4PFg) previamente dissolvido com
gotas de agua e poucos mL de etanol. A mistura resultante foi filtrada a vacuo. O
complexo foi seco a vacuo. (Rendimento: 25%)

3.10.3 Sintese do complexo [Cu,(Quercetina)(H,0)4]

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de capacidade de 50,0
mL foi adicionado quercetina (100,0 mg; 296 mmol), metanol (15,0 mL) e o sistema
foi mantido sob agitacdo até a completa solubilizacéo do ligante. Apds, sem cessar a
agitacéo, foi adicionado trietilamina (10,0 mg/ 0,1 mmol) e posteriormente o acetato
de cobre Cu(AcO),.H,O (117,0 mg; 592 mmol) solubilizado em quantidades
minimas de agua. O sistema foi mantido sob agitacdo por duas horas, apds esse
periodo a agitacdo foi cessada e adicionados 150,0 mL de agua gelada. O
precipitado foi lavado véarias vezes com acetona e agua. O rendimento da reacéao foi

de 80%. O produto obtido apresentou-se como um sélido amarelo escuro.

3.10.4 Sintese do complexo [Zny(Quercetina)(H,0)4]

O procedimento experimental para este complexo foi 0 mesmo utilizado
no item anterior (3.9.3). Quercetina (150,0 mg; 443 mmol); metanol (20,0 mL);
trietlamina (10,0 mg/ 0,1 mmol) e Zn(AcO),.2H,O (194,6 mg; 886 mmol). O
rendimento da reacéo foi de 78%. O produto obtido apresentou-se como um solido

amarelo escuro.
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3.11 Metodologia dos Ensaios Bioldgicos

3.11.1 Ensaios Biolégicos com as Formigas Cortadeiras

Os ensaios por ingestdo com as operarias de Atta sexdens rubropilosa
foram realizadas no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) — UNESP — Rio
Claro/SP, pela aluna Marcela Ceccato sob orientagdo do Prof. Dr. Odair Corréa

Bueno.

Nestes ensaios as operérias de Atta sexdens rubropilosa foram
retiradas aleatoriamente de formigueiros mantidos em laboratério. Para manutencdo
das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma dieta sélida constituida por:
5,0% de glicose, 1,0% peptona bacteriolégica, 0,1% de extrato de levedura e 1,5%
de agar bacteriolégico e 100 mL de agua destilada. ApOs mistura destes
componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas por aproximadamente 4
minutos e logo em seguida, autoclavada a 120 °C e 1 atm por 15 minutos. A dieta
ainda liquida foi entornada em placas de Petri de 10 cm de diametro, que apos
resfriamento e solidificacdo foram embrulhadas em papel filme e mantidas em
geladeira, sendo utilizadas nos dias subsequentes durante o periodo do
experimento. Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a realizacdo dos
experimentos de toxicidade. A dieta para manutencdo das formigas (Controle) ou a
dieta acrescida do substrato a ser testado (tratamentos) foi colocada em papel
aluminio na quantidade aproximada de 0,4 e 0,5 g/placa. A cada 24 horas a dieta foi
renovada (BUENO et al., 1997). Os extratos (2,0 mg/mL) e as substancias (0,1
mg/mL) foram incorporados a dieta utilizando o método dry-mix, que consiste em
acrescentar o principio ativo a glicose e os demais ingredientes secos da dieta e,

posteriormente, a agua destilada, ndo utilizando solvente.

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada
tratamento dividas em grupos de dez formigas e mantidas em 5 placas de Petri.
Essas placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 + 1 °C e umidade
relativa acima de 70,0% e examinadas diariamente para retirada e anotacdo do

namero de formigas mortas. A analise estatistica foi realizada através do teste nao
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paramétrico log-rank (p<0,05), utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma
3.0.

3.11.2 Ensaio biolégico com o fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados
no Laboratdrio de bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar), pela aluna Denise Cristina Martins, sob
coordenacao da Dr2 Ana Paula Terezan.

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

Os extratos submetidos ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporados ao meio de cultura e dissolvidos em agua destilada, obtendo
concentracgao final igual a 1000 ug/mL. Em seguida, em cada tubo de ensaio foram
adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaio com o meio de
cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram autoclavados nas condicbes
120°C, 1,0 atm por 20 minutos. ApoOs a esterilizacdo do material, os meios de
cultura foram vertidos em placas de Petri dentro da capela com fluxo laminar,
previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apos a solidificacéo
do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posi¢cado central com um
disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado pelo fungo simbionte L.
gongylophorus. Cada extrato foi preparado em quintuplicata, havendo um ndmero
idéntico de réplicas para o controle geral (meio de cultura e fungo simbionte). Apés o
tempo de incubacdo de 30 dias, a 25 °C (+ 2) séo realizadas as medidas do
diametro médio final para cada placa, em cada extrato. A andlise estatistica &
realizada através da analise de variancia (ANOVA) e teste comparativo de Tukey, ao
nivel 5% de probabilidade, para verificar se houve diferenca significativa entre as
médias. O software utilizado foi o Graph-Pad InStat 3.10 (Adaptacdo MIYASHIRA,
2007).
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Substancias isoladas e/ou identificadas

Quercetina (R1, R = OH/ R3 = H)
Caddigo: L1

Miricetina (R1, R2e Rz = OH)

Cédigo: L2

Origem (L1 e L2): Folhas de Anacardium
humile e Macairea urundeuva

Kaempferol (R = OH/Rie Rz =H)
Cédigo: L3

Origem: Folhas de A. humile

Identificacdo estrutural: p. 76

OH
O Miricetrina
"o © Cédigo: L4

‘ Origem: Folhas de M. urundeuva

on Identificacdo estrutural: p. 79

OH O OH

O > Miricetina-3-O--galactosideo
Ho © Cédigo: L5
> . Origem: Folhas de M. urundeuva
0/% Identificacédo estrutural: p. 83
o d HOH,C
OH
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Miricetina-3-O- B-rutinosideo
o Cédigo: L6

Origem: Folhas de M.
urundeuva

Identificacédo estrutural: p. 89

Miricetina-3-O-B-glucosideo
Cédigo: L7
Origem: Folhas de M. urundeuva

Identificacédo estrutural: p. 89

Miricetina-3-O-a-arabinosideo
Cédigo: L8
Origem: Folhas de M. urundeuva

Identificacao estrutural: p. 95

Quercitrina
Cédigo: L9

Origem: Folhas de A. humile e M.
urundeuva

Identificacédo estrutural: p. 99
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Quercetina-3-0O- B-glucosideo
Cédigo: L10

Origem: Origem: Folhas de A. humile
e M. urundeuva

Identificacdo estrutural: p. 99

L12 L13

Quercetina-3-O- B-galactosideo / Cédigo: L11
Quercetina-3-O- B-xilosideo / Cédigo: L12
Quercetina-3-O- a-arabinosideo / Cédigo: L13
Origem: Folhas de A. humile

Identificagédo estrutural: p. 107
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L19

Kaenferol-3-O- B-galactosideo / Cédigo: L14
Kaenferol-3-O- B-glucosideo / Cédigo: L15
Kaenferol -3-O-a-raminosideo / Codigo: L16
Kaenferol -3-O-p-xilosideo / Cdédigo: L17
Kaenferol -3-O-a-arabinosideo / Cédigo: L18
Kaenferol -7-O- B-glucosideo / Cédigo: L19
Origem: Folhas de A. humile

Identificagé@o estrutural: p. 126
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6-(5-(5,6-dihidroxi-4-oxo-4H-1-
benzopiran-2-il)-2-hidroxifenil)-
5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-

4H-1-benzopiran-4-ona

Cédigo: B1
Origem: Folhas de A. humile

Identificacdo estrutural: p. 141

Tetrahidrorobustaflavona
Cédigo: B2

Origem: Frutos de Schinus
terebinthifolius

Identificagdo estrutural: p. 147

Amentoflavona
Cédigo: B3
Origem: Folhas de A. humile

Identificacédo estrutural: p. 153
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Agatisflavona
Cédigo: B4
Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificagao estrutural: p. 157

Acido elagico
Cédigo: F1
Origem: Galhos de M. urundeuva

Identificagao estrutural: p. 160

COORQ Ao z JORH
Acido galico (Ry = OH; Ro=H) / Cédigo: F2
Acido protocatequinico (R1 ¢ Rz = H) / Cédigo: F3
Acido protocatequinico acetilado (R1 - H;Rz =
R OH CH.CHj3) / Codigo: F4
OH Origem: Galhos de M. urundeuva
Identificagao estrutural: p. 162
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24 27

é

COOH
26

Acido masticadienéico / Cédigo: T1
Schinol / Cédigo: T2

Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificagao estrutural: p. 167

Isomasticadiendico / Codigo: T3
Acido mordnico / Cédigo: T4

Acido Olenénico / Codigo: T5
Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificagé@o estrutural: p. 172
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Lupenona
Cédigo: T6
Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificacédo estrutural: p. 180

Sitostenona
Codigo: T7
Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificagao estrutural: p. 183

HO ¢
0 ! 3-O-B-glucopiranosil sitosterol
HO OH

OH Cédigo: T8

Origem: Frutos de S. terebinthifolius

Identificagdo estrutural: p. 186
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4.2 Flavonoides

Os flavondides constituem um grupo de metabdlitos secundarios de
ampla ocorréncia na natureza (GATTUSO et al., 2007; ZHANG et al., 2008). Véarias
propriedades biolégicas e farmacoldgicas tém sido atribuidas a esta esta classe de
substancias, tais como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatorias, dentre outras
(VELASQUEZ et al., 2003; GUERRA et al, 2000; GATTUSO et al., 2007; HARBONE
e WILLIAMS, 2000).

Os flavonodides estdo divididos em nove subclasses: flavonas,
flavonais, flavanonas, flavanas, isoflavonas, antocianidinas, flavanondéis (flavan-3-ol
ou catequinas) chalconas e dihidrochalconas (Figura 4.1) que sao diferenciadas
entre si por variacées no arranjo estrutural e posi¢cdes dos grupos funcionais (WANG
e HUANG, 2004; LIN et al., 2008). A combinacdo das nove subclasses com
glicosilacbes em diferentes sitios e a grande variedade de acuUcares produz um

enorme numero de diferentes compostos para esta classe de substancias naturais.

. ® e ) o
OH
0 O
Flavonas Flavonodis Flavanonas
0,
‘i’g\‘ C
O O
'e) ‘ N
. SGINe®
O on
Flavanas Isoflavonas Antocianidinas
® ®
DO ® @
OH
(0] e} (0]
Flavonondis Chalconas Dihidrochalconas

Figura 4.1: Classificac@o dos flavondéides por subclasses.
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O esqueleto flavonoidico € composto por dois anéis aromaticos,
sistema benzopiranico, a partir do qual é iniciada a numeragdo dos carbonos e
determinada a nomenclatura sistematica oficial IUPAC. No caso das flavonas, que
apresentam um grupo carbonila na posicdo C-4 e os dois anéis aromaticos sao
conectados com um anel pirano, o sistema passa a receber a nomenclatura 4H-1-
benzopiran-4-ona e 0s susbstituintes recebem a numeragdo sistémica. Na
nomenclatura usual (MARKHAN, 1982) os anéis sdo designados como A, B e C
(Figura 4.2) e os atomos de carbono individuais sdo numerados com algarismos
arabicos para os anéis A e C e algarismos marcados linha () para o anel B, na
sequéncia os substituintes recebem numeracdo de acordo com a posicdo e a

subclasse flavonoidica é entéo especificada.

Figura 4.2: Designacdo dos anéis e numeracdo dos atomos de carbono na nomenclatura

usual.

A substituicdo, nos esqueletos flavonoidicos, por unidades glicosidicas
€ muito comum e aumenta significativamente a quantidade de diferentes flavonoides
possiveis e/ou existentes. A confirmacdo da presenca de glicosideos como
substituintes pode ser obtida através de dados de experimentos de RMN de *H e *3C
uni e bidimensionais. O sinal em torno de & 5,0 ppm é caracteristico de hidrogénio
anomérico e, sinais na faixa de ® 4,0 e & 3,0 ppm sao caracteristicos dos demais
hidrogénios de glicosideos. A presenca de uma unidade de raminose pode ser
confirmada através da observacdo de um dubleto com deslocamento quimico de
aproximadamente & 1,0 ppm (J = 6,0 Hz) (HARBONE e MABRY, 1982). Nos
espectros de RMN de *C observam-se os sinais com deslocamentos quimicos em
torno de & 100,0 ppm caracteristico de carbono anomérico para uma ligagdo C-O

glicosidica e em torno de & 73,0 ppm para carbono anomeérico de ligacdo C-C
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glicosidica. Sinais na faixa 6 61,0-70,0 ppm séo caracteristicos dos demais carbonos
de unidades de glicosideos. Novamente, uma unidade de raminose pode ser
confirmada pelo sinal de carbono de metila em & 17,0 ppm (AGRAWAL, 1989). A
configuracdo do glicosideo ligado a aglicona pode ser determinada pela constante
de acoplamento do hidrogénio anomérico. A Tabela 4.1 traz a relacdo entre as
constantes de acoplamento e as estereoquimicas relativas das ligacdes entre os

glicosideos e a aglicona.

Tabela 4.1: Configuracbes dos glicosideos (HARBONE e MABRY, 1982)

Grupo Glicosideo Configuragéo Ju-1m-20 (HZ)

Piranosideo D-glicose, galactose, xilose  -B- 7-8
D-glicose, galactose, xilose  -a- 3-4
L-raminose -B- 1
L-raminose -a- 2
L-arabinose -B- 2,5
L-arabinose -a- 8

Furanosideo D-glicose, galactose, xilose  -B- 0-2
D-glicose, galactose, xilose  -a- 4-4.5
L-arabinose -B- 4
L-arabinose -a- 1
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4.2.1 Identificagdo Estrutural

4.2.2 Identificac&o dos flavonoides quercetina (L1), kaempferol (L2) e miricetina
(L3)

L1—>R1:R2:OH/R3:H
L2—>R2:OH/R1:R3:H
L3—>R1:R2:R3:OH

Os flavonoides quercetina (L1), kaempferol (L2) e miricetina (L3) sao
amplamente encontrados na familia Anacardiaceae. Estes flavonoides apresentam
sinais caracteristicos em seus espectros, dentre eles, dois dubletos entre 6 6,15 a &
6,40, tipicos de um sistema de acoplamento AX no anel A, correspondentes a 2
hidrogénios que mantém relacdo meta entre si. Com relacdo aos hidrogénios
aromaticos relativos ao anel B, para os compostos L1, L2 e L3 sdo observados
diferentes tipos de substituicdes.

No espectro de RMN de 'H de L1, foram observados sinais
caracteristicos de um flavonol com um sistema de substituicdo 3',4’ no anel B, com
um sinalem & 7,72 (d, J = 2,0 Hz, H-2’); 6 7,62 (dd, J = 8,4 e 2,0 Hz, H-6’) e & 6,87
(d, J = 8,4 Hz, H-5’) além dos sinais em 6 6,16 (d, J = 2,0 Hz, H-6) ¢ 8 6,37 (d, J =

2,0 Hz, H-8), caracteristicos do anel A.

Ja para o espectro de RMN de 'H de L2, foi observado dois sinais,
referente & equivaléncia quimica dos hidrogénios 2’e 6’ e dos hidrogénios 3’e 5’
devido a livre rotacéo do anel B. Estes sinais em & 8,08 (J =9,0 Hz, H-2’ e H-6') e
6,90 (J = 9,0 Hz, H-3 e H-5) indicam o anel B 4’-substituido. J4 o anel A foi
caracterizado pela presenga dos sinais em 6 6,18 (d, J =2,0 Hz, H-6) € 86,39 (d, J =
2,0 Hz, H-8) indicando um sistema de acoplamento meta.
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Tabela 4.2: Dados de RMN de 'H de L1, L2 e L3 e comparacdo com a literatura

§ YANG & 5 PIZZOLATTI § KAZUMA et
L1 KONG, 2008* L2 et al., 2003° L3 al., 2003*
616(d,J= 619(dJ= 618(dJd= 627(dJ= 617(dJ= 621(d,J=
2,0 Hz) 2,1 Hz) 2,0 Hz) 2,1 Hz) 2,0 Hz) 2,0 Hz)
637 639(d,J= 639(dJ= 652(dJ= 6'270(:3_"’ = 6’290(‘:; =
3= 2,0 H2) 2.1 Hz) 2.0 Hz) 2.1 Hz) .0 Hz) 0 Hz)
772(d,J= 773 J= 808(d,J= 812(dJ=  7.33(s) 7,29 (s)
2,0 Hz) 2,2 Hz) 9,0 Hz) 8,8 Hz)
B B 6,90(d,J=  6,99(d,J=
9,0 Hz) 8.8 Hz)
687d,(J= 689(dJ= 690(dJ= 699(dJ=
8,4 Hz) 8,5 Hz) 9,0 Hz) 8,8 Hz)
762(dd, J= 7,63(dd,J= 808(dJd= 812(dJ= 733 () 7,29 (s)
84e20Hz) 85e22Hz)  9,0Hz) 8,8 Hz)

|
§ 200 MHz, CD3;OD

*500 MHz, CD3;0D
@ 600 MHz, DMSO-dg

No espectro de RMN de 'H de L3, a presenca de um singleto em &
7,33 (H-2’e H-6’) integrando para 2H, caracterizou um sistema de substituicao 3’,4’,5’
no anel B, além dos sinais em & 6,17 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e 6 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-
8) tipicos do anel A.

Os sinais observados nos espectros de RMN de 'H de L1, L2 e L3
estdo de acordo com os dados da literatura (YANG & KONG, 2008; KAZUMA et al.,
2003).

77



Parte | — Identificacdo Estrutural
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Figura 4.3: Espectro de RMN de 'H de L1 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 4.4: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de L1 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 4.5: Espectro de RMN de *H de L2 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 4.6: Ampliacdo do espectro de RMN de *H de L2 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 4.7: Espectro de RMN de *H de L3 (200 MHz, CDs0D).
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4.2.3 ldentificacdo do flavonoide miricetrina (L4)

O flavonoide glicosilado L4 foi
isolado do extrato etandlico das folhas
de Macairea urundeuva e identificado
através da andlise dos dados de RMN
de 'H (Figuras 4.8 e 4.9, Tabela 4.3) e
por comparagcdes com dados da
literatura (SOUZA et al., 2007).

A anélise dos dados do espectro de RMN de *H (Figuras 4.8 e 4.9)
mostrou sinais caracteristicos da aglicona miricetina, que consiste de um sistema de
substituigdao 3’,4’,5’ no anel B; com sinal em & 6,93 (sl) referente aos hidrogénios H-
2" e H-6’; dois sinais em & 6,19 (d, H-6) e © 6,34 (d, H-8) com constantes de
acoplamento de J = 2,0 Hz, correspondentes a 2 hidrogénios que mantém uma
relacdo meta entre si. A presenca do monossacarideo (raminose) foi confirmada
pelo sinal em & 5,30 (d, J = 1,4 Hz, H-1") referente ao hidrogénio anomérico; em &
4,21 (dd, J =3,4 e 1,6 Hz, H-2"); 6 3,78 (dd, J = 9,2 e 3,4 Hz, H-3"); & 3,40-3,50 (m,
H-4’e H-5") e um sinal m & 0,95 (d, J = 6,0 Hz, H-6") caracterizando o grupo metila
da ramnose. Baseando-se nos dados espectrais obtidos e por comparagcdo com
dados da literatura (SOUZA et al., 2007, Tabela, 4.3) a estrutura da miricetrina foi

identificada.
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Tabela 4.3: Dados de RMN de *H da substancia L4 e comparac&o com a literatura

H

L4

CD;0D (200,0 MHz)

SOUZA et al., 2007

CD;OD (300,0 MHz)

3n

4n

6,18 (d, J = 2,0 Hz)
6,34 (d, J = 2,0 Hz)
6,93 (s)

6,93 (s)

5,30 (d, J = 1,5 H2)
4,21 (dd, J = 3,4 e 1,6 Hz)
3,78 (dd, J = 9,2 e 3,4 Hz)

3,40 — 3,50 (m)
3,40 — 3,50 (m)

0,95 (d, J = 6,0 Hz)

6,19 (d, J =2,0 Hz)
6,35 (d, J=2,0 Hz)
6,95 (s)

6,95 (s)

5,31 (s)

4,23 (s)
3,30-3,80 (M)
3,30-3,80 (m)
3,30-3,80 (m)

0,95 (d, J = 6,0 Hz)

—6.938
6.349
6.338

P
—6.188
X6.177

NNS8Y % SRBoaOHH888

5.306
5.299
24
15
07
98

7
Je
T

127 139
sl Hl
T T T

[N

152
=l
T

i

S

0.969
£0.939

224
=l

40

ppm

T
35

Figura 4.8: Espectro de RMN de 'H de L4 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 4.9: Ampliacio do espectro de RMN de 'H de L4 (200 MHz, CD;0D).

Identificacéo

flavonoide miricetina-3-O-B-galactosideo  (L5)

O flavondide glicosilado L5 foi
identificado através da andlise dos
dados de RMN de *H e *3C, Cosy e
HSQC (Figuras 4.10 a 4.14, Tabela
4.4) e por comparacdes com dados da

literatura.

No espectro de RMN de *H de L5 (Figuras 4.10 e 4.11, Tabela 4.4)

observou-se sinais caracteristicos da aglicona miricetina, que consistia dos sinais em

0 7,30, um singleto integrando para dois hidrogénios (H-2’e H-6’) caracteristico para

0 sistema de substituicdo 3’,4’e 5’ no anel B, e os sinais em & 6,19 (d, J = 2,2 Hz, H-

6) e © 6,38 (d, J = 2,2 Hz, H-8) tipicos do anel A. Na regido dos acglcares do

espectro de RMN de 'H pode-se identificar a presenca do monossacarideo
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galactose através do sinal em & 5,17 (d, J = 6,8 Hz, H-1") referente ao hidrogénio
anomérico, que esta correlacionada no mapa de correlacdes HSQC ao carbono
anomérico ® 105,0 (C-1”). Ja os demais sinais do monossacarideo foram inferidos
através das correlagdes do Cosy e com base nos dados de RMN de *H, *C e mapa
de correlagcdes HSQC. Baseando-se nos dados espectrais obtidos e por comparacéo
com dados da literatura (RAYYAN et al., 2005, Tabela 4.4) a estrutura de L5 foi

confirmada.
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Tabela 4.4: Dados de RMN de 'H e ®*CdeL5e comparagédo com a literatura

E3

C/H L5® RAYYAN et al., 2005° L5 RAYYAN et al.,

2005
W
3 - - 135,9 135,1
4 - - 179,6 179,4
5 - - 163,2 162,5
6 6,19 (d, J=2,2 Hz) 6,20 (d, J = 2,2 Hz) 100,0 100,0
7 - - 166,7 166,2
8 6,38 (d, J = 2,2 Hz) 6,38 (d, J = 2,2 Hz) 94,9 94,7
9 - - 158,9 158,7
10 - - 105,6 105,5
1 - - 121,9 121,7
2 7,30 (s) 7,30 (s) 110,0 110,0
3 - - 146,7 146,3
4 - - 138,3 138,2
5 - - 146,7 146,3
6 7,30 (s) 7,30 (s) 110,0 110,0
1" 5,17 (d, J = 6,8 Hz) 5,16 (d, J = 7,8 Hz) 105,0 105,0
2" 3,90 (d, J = 6,8 Hz) 3,92 (dd,J=9,8e 7,8 Hz) 73,2 73,0
3 3,83 (m) 3,74 (t, J = 6,3 Hz) 73,2 75,0
47 3,90 (m) 3,90 (dd, J = 3,5 e 1,0 Hz) 69,3 70,2
5" | 3,65(dd,J=7,5€3,2Hz) 3,66 (dd,J=98e 3,5Hz) 74,0 75,0
6” 3,47 (d, J=11,2 Hz) 3,50 (dd, J = 10,2 e 6,8 Hz) 67,2 67,3
3,84 (m) 3,84 (dd, J = 10,2 e 6,8 Hz)

|
$CD;0D (400,0 MHz)

“CD,0D (100,0 MHz)
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Figura 4.10: Espectro de RMN de 'H de L5 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.11: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de L5 (400 MHz, CD;0OD).
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Figura 4.12 Espectro de RMN de **C de L5 (100 MHz, CD;0D).
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Figura 4.13: Espectro de COSY de L5 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.14: Mapa de correlagbes HSQC de L5 (400 MHz, CD;OD).
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4.2.5 ldentificagdo do conjunto de flavondides: Miricetina-3-O- B-rutinosideo
(L6), Miricetina-3-O-B-glucosideo (L7) e Miricetina-3-O-B-galactosideo (L5)

L7 L5

Os flavondides L5, L6 e L7 foram isolados da particdo acetato de etila
do extrato etandlico das folhas de Macaierea urundeuva e identificados através da
anélise dos dados de RMN de 'H, Cosy e HSQC (Figuras 4.15 a 4.17, Tabela 4.5) e
por comparacOes com dados da literatura.

No espectro de RMN de *H (Figuras 4.15 e 4.16) foram observados
sinais caracteristicos da aglicona miricetina, que consiste de um sistema de
substituicdo 3’,4’,5’ no anel B; a mistura dos flavondis glicosilados foi inicialmente
observada devido a presenca de trés singletos em & 7,37, 6 7,29 e & 7,28, referente
aos hidrogénios H-2’ e H-6' e os diferentes glicosideos foram observados pelos
sinais em 6 5,24 (d, J = 7,5 Hz, H-1”"), 5,18 (d, J = 8,0 Hz, H-1")e 6 5,06 (d, J = 8,0
Hz, H-1") correspondentes a diferentes hidrogénios anoméricos. Foram observados
também dois sinais em & 6,18 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e & 6,37 (d, J = 2,0 Hz, H-8)

correspondentes a 2 hidrogénios do Anel A gue mantém uma relagcdo meta entre si.
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Na regiéio dos acucares do espectro de RMN de *H pode-se identificar
a presenca dos monossacarideos (glucose e galactose) através da presenca dos
sinais em 6 5,24 (d, J = 7,5 Hz, H-1") e & 5,18 (d, J = 8,0 Hz, H-1") referente aos
hidrogénios anoméricos, que estao correlacionados no mapa de correlacdes HSQC
aos carbonos & 104,2 e 103,0, respectivamente. C-1”). J&a os demais sinais dos
monossacarideos foram inferidos através das correlagbes do Cosy e com base nos
dados de RMN de 'H e mapa de correlacées HSQC. A presenca do dissacarideo
(rutina) foi observada através da presencga dos sinais em & 5,06 (d, J = 8,0 Hz, H-17)
e 6 451 (d, J = 1,5 Hz, H-1”), os demais sinais foram identificados através do

espectro de *H, Cosy e mapa de correlacées HSQC.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e por comparagbes com
dados da literatura (KAZUMA et al., 2003, CASTILLO-MUNOZ et al., 2009, Tabela,

4.5) as estruturas de L5, L6 e L7 foram confirmadas.
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Tabela 4.5: Dados de RMN de 'H e *C de L6 e comparacdo com a literatura

H/C

L6

CDs0D (400,0
MHz)

KAZUMA et al.,
2003

CD;OD (400,0 MHz)

6

2'/6°

Glc-1”

Glc-2”

Glc-3”
Glc-4”

Glc-5”

Glc-6"4

Glc-6"g

Ram-1”

Ram-2”

Ram-3”

Ram-4"

Ram-5"

Ram-6"

6,18 (d, J = 2,0 Hz)
6,36 (d, J = 2,0 Hz)
7,28 (s)

5,06 (d, J = 8,0 Hz)

3,45 (m)

3,45 (m)
3,25 (m)

3,35 (m)

3,85 (m)

3,50 (m)

4,51 (d, J = 1,5 Hz)

3,60-3,65 (M)

3,60-3,65 (M)

3,25 (m)

3,60-3,65 (m)

1,11 (d, J =6,5 Hz)

6,21 (d, J = 1,8 Hz)
6,39 (d, J = 1,8 Hz)
7,28 (s)

5,07 (d, J =7,8 Hz)

3,49 (dd,J=78¢e
8,6 Hz)

3,40 (t, J = 8,6 Hz)
3,26 (1, J = 8,6 Hz)
3,31 (m)

3,80 (dd, J=12e
11,0 Hz)

3,39 (dd, J=57e
11,0 Hz)

4,51 (d, J = 1,5 Hz)

362(d,J=15e
3,2 Hz)

3,54 (dd, J=32¢e
9,5 Hz)

3,26 (t, J = 9,5 Hz)

3,62(dg,J=6,1¢
9,5 Hz)

1,11 (d, J = 6,1 Hz)

L6 KAZUMA et al.,
2003
CD;0D
(100,0 MHz) ~ CD;OD (100,0 MHz)
99,0 99,9
94,0 94,8
108,7 110,4
104,0 104,8
76,4 75,7
79,0 78,2
726 714
78,0 77,3
68,2 68,6
103,0 102,4
70,2 72,1
xx 72,2
72,6 74,0
70,2 69,7
18,0 17,8

]
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Tabela 4.6: Dados de RMN de *H e *3C de L7 e L5 e comparacdo com a literatura

H/C

L7

CD;0D (400,0 MHz)

6,18 (d, J = 2,0 Hz)
6,37 (d, J = 2,0 Hz)
7,29 (s)

5,24 (d, J = 7,5 Hz)
3,55 (m)
3,47 (m)

3,40 (m)
3,25(m)
3,60-3,75 (m)

3,60-3,75 (m)

KAZUMA et al., 2003

CD30D (400,0 MHz)

6,21 (d, J=2,0 Hz)
6,39 (d, J=2,0 Hz)
7,29 (s)

5,27 (d, J =7,5 Hz)
3,50 (dd, J=7,5€e 8,5 Hz)
3,43 (d, J=6,0 Hz)
3,37 (d, J=6,0 Hz)
3,23 (m)

3,72 (dd, J =2,4e 12,0 Hz)

3,61 (dd, J = 5,4 e 12,0 Hz)

L7 KAZUMA et al., 2003
a oCol,DS?/l%z) CD;0D (100,0 MHz)
99,0 99,9
94,0 94,7
108,7 110,2
104,2 104,4
74,0 75,7
79,0 78,4
nd 71,1
nd 78,2
64,0 62,5

H/C

L5

CD30D (400,0 MHz)

6,18 (d, J = 2,0 Hz)
6,37 (d, J = 2,0 Hz)
7,37 (s)

5,18 (d, J = 8,0 Hz)
3,80 (m)

3,60 (m)

3,85 (m)

3,50 (m)
3,60-3,65 (M)

3,60-3,65 (m)

CASTILLO-MURNOZ et al., 2009

CDsOD (400,0 MHz)

6,23 (d, J = 2,0 Hz)
6,42 (d, J=2,0 Hz)
7,40 (s)

5,23 (d, J =8,0 Hz)
3,87 (dd, J = 8,0 e 10,0 Hz)
3,59 (dd, J = 10,0 e 4,0 Hz)
3,89 (d, J =4,0 Hz)
3,51 (dd, J =6,0 e 6,0 Hz)
3,68 (dd, J = 6,0 e 12,0 Hz)

3,60 (dd, J = 6,0 e 12,0 Hz)
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L5 CASTILLO-MUNOZ
et al., 2009
CD30D (100,0

MHz) CDsOD (100,0
MHZz)
98,4 98,4
93,0 93,2
108,0 108,4
103,0 102,4
nd 71,7
74,0 73,6
68,2 68,7
nd 75,8
60,7 60,6
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Figura 4.17: Espectro de Cosy do conjunto de flavonoides L5, L6 e L7 (400 MHz, CD;0OD).
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Figura 4.18: Mapa de correlacées do HSQC do conjunto de flavonoides L5, L6 e L7 (400
MHz, CD;0D).
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4.2.6 Identificacdo do conjunto de flavondides: Miricetina-3-O-a-arabinosideo

(L8), Miricetrina (L4) e Miricetina-3-O-B-galactosideo (L5)

O conjunto dos flavondides
glicosilados: miricetina-3-0O-a-
arabinosideo (L8) miricetrina (L4),
miricetina-3-O-B-galactosideo (L5) foram
identificados em mistura particdo acetato
de etila do extrato etandlico das folhas
de Macaierea urundeuva e identificados
através da analise dos dados de RMN
de 'H, Cosy e HSQC (Figuras 4.19 a
422, Tabelas 4.7 e 48) e por

comparacdes com dados da literatura.

L8

A anélise dos dados do espectro de RMN de *H (Figuras 4.19 e 4.20)
mostrou sinais caracteristicos da aglicona miricetina, que consiste de um sistema de
substituigdo 3',4’,5’ no anel B; com singletos em 6 6,93, 6 7,30 e & 7,12, referente
aos hidrogénios H-2’ e H-6’; dois sinais em 6 6,19 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e & 6,34 (d, J
= 2,0 Hz, H-8) correspondentes a 2H que mantém uma relacdo meta entre si. A
presenca de diferentes flavondis glicosilados foi observada pelos sinais em & 5,30
(d,J=1,4Hz, H-1"),55,48 (s, H-1") e 8 5,16 (d, J = 7,2 Hz, H-1") correspondentes a
diferentes hidrogénios anoméricos. Os monossacarideos (ramnose, galactose e
arabinose) foram identificados pelas correlagbes do espectro de HSQC (CD3;0D, 400
Mhz, Figuras 4.21 e 4.22) e por comparagao com dados da literatura (SOUZA et al.,
2007).

O flavondide glicosilado miricetrina apresentou-se como a substancia
majoritaria do estudo do extrato MUFE, j4& os demais flavondides glicosilados

aparecem como minoritarios neste estudo.
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L8 SHEN et al., 2009 L8 SHEN et al., 2009

H/C | CDsOD (400,0 MHz) CDsOD (400,0 MHz) CDsOD (100,0 CDsOD (100,0
MHz) MHz)
6 6,18 (d,J=2,0Hz) 6,18 (d,J=2,0H2) 98,4 99,9
8 6,38(d,J=2,0Hz) 6,36(d,J=2,0H2) 93,0 94,8
2'/6° 7,12 (s) 7,12 (s) 108,0 109,4
17 5,46 (s) 5,46 (sl) 107,8 109,4
2 4,33 (sl) ** 81,9 83,2
3 3,85 (m) * 77,1 78,7
4 3,91 (m) * 86,9 88,0
5” 3,50 (m) ** 61,2 62,5

Tabela 4.8: Dados de RMN de 'H de L4 e comparac&o com a literatura

L4 SOUZA et al., 2007 L4 SHEN et al., 2009

e CD3sOD (400,0 MHz)  CD3OD (400,0 MHz) CD?’?A[LSOO'O CD%%SOO’O

6 | 619(d,J=2,0Hz) 6,18(d,J=2,0Hz) 98,4 99,8

8 |6,35(,J=20Hz) 6,34(d,J=2,0Hz) 93,0 94,7
2'/6° 6,93 (s) 6,95 (s) 108,0 109,2

1” | 5,30 (d, J = 1,5 Hz) 5,31 (s) 102,0 103,6

o | 421 (f’dG, I‘—]|z=) 34e 423 (9) 70,5 71,8

g | 377(dd.J=96e 3,30-3,80 (m) 71,0 72,0

3,2 H2)

4’ 3,50 (m) 3,30-3,80 (m) 71,0 73,3

5” 3,30 - 3,40 (m) 3,30-3,80 (m) 71,6 72,0

6” | 0,95(d,J=6,0Hz) 0,95(d,J=6,0Hz) 18,0 17,6
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4.2.7 ldentificacdo dos flavondides Quercitrina (L9) e Quercetina-3-O-g-

glucosideo (L10)

L9 L10

Os flavondides L9 e L10 foram isolados do extrato etandlico das
folhas de A. humile através de RMN de 'H, Cosy e HSQC. (Figuras 4.23 a 4.25,

Tabela 4.9) e por comparac¢des com os dados da literatura.

Através da anélise do espectro de RMN de *H (Figura 4.23 e 4.24 e
Tabela 4.9) observou-se sinais caracteristicos de um sistema de substituicdo 3’,4’
no anel B; dois sinais tipicos de um sistema de acoplamento AX no anel A,
correspondentes a 2H que mantém uma relagdo meta entre si em 6 6,18 (d, J =
2,0; H-6); e 8 6,36 (d, J = 2,0; H-8); indicando tratar da aglicona quercetina. Foram
observados sinais que indicavam a presenca da ramnose, um sinal 6 5,34 (d, J =
1,4, H-1") referente ao hidrogénio anomeérico, em & 4,20 (m, H-2"); & 3,75 (dd, J =
8,0 e 3,20; H-3"); 6 3,30-3,40 (m, H-4"/H-5") e um sinal m & 0,92 (d, J = 6,0 Hz, H-
6”) caracterizando o grupo metila da raminose; A presenca de outro sinal de
hidrogénio anomérico em & 5,24 (d, J = 7,2 Hz, H-1"), e os demais em & 3,50 (sl, H-
2”), & 3,30-3,40 (m, H-3", H-4” e H-5") e & 3,55-3,68 (m, H-6"A e H-6"),
caracterizavam a presenca do flavondide quercetina-3-O-4-glucosideo

As correlagBes dos hidrogénios dos glicosideos acima mencionados

foram observadas a partir do mapa de correlagdes do Cosy (Figura 4.25).
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Baseando-se nos dados espectrais obtidos e por comparagdo com
dados da literatura (AGRAWAL, 1989; SOUZA et al.,, 2007 e MOCO et al., 2006;

Tabela, 4.9) a estrutura dos flavondides glicosilados L9 e L10 foram confirmadas.

Tabela 4.9: Dados de RMN de 'H da mistura dos flavonoides L9 e L10 e

comparacao com a literatura

L9 SOUZA et al., 2007 L10 MOCO et al., 2006
" MeOD (400,0 MHz) MeOD (400,0 MHz) ~ MeOD (400,0 MHz) MeOD (400,0 MHz)
8 |6,36(d,J=20Hz) 6,38(d,J=22Hz) 6,38 (sl) 6,38 (d, J = 2,1 Hz)
2" | 7,33(d,J=20Hz) 7,29(d,J=22Hz) 7,70 (d, J = 2,4 Hz) 7,71 (d, J = 2,2 Hz)
5 |6,89(d,J=80Hz) 6,88(d,J=28,0Hz) 6,85 (d, J = 8,0 Hz) 6,87 (d, J = 8,5 Hz)
& | 728(dJ=80e 725(dd,J=80e  7,58(dJ=80e24 7,58(d,J=85e
2,0 Hz) 2,2 H2) Hz) 2,2 Hz)
1" | 5,34 (d, J = 1,4 Hz) 5,38 (s) 5,24 (d, J = 7,2 Hz) 5,25 (d, J = 7,9 Hz)
2 4,20 (m) 4,23 (sl) 3,50 (sl) 3,48 (d, J = 9,3 HZ)
3 | 37 (;dz' S';) 80e 3,30-3,80 (m) 3,40 (m) 3,42 (d, J = 9,0 H2)
4 3,30-3,40 (m) 3,30-3,80 (m) 3,35 (m) 3,34 (d, J=9,8 Hz)
5 3,30-3,40 (m) 3,30-3,80 (m) 3,20 (m) 3,22 (d, J = 2,4 Hz)
6” | 092(d,J=7,6Hz) 0,95(d,J=6,0Hz) 3,55 (m) 3,57 (m)
3,68 (m) 3,71 (m)
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Figura 4.25: Espectro de Cosy da mistura de L9 e L10 (400 MHz, CD;0D).
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4.2.8 Identificacdo dos flavonoides Kaenferol-3-O-galactosideo (L14) e

Kaenferol-3-O-glucosideo (L15)

Kaenferol-3-O-p-glucosideo (L15) Kaenferol-3-O-B-galactosideo (L14)

Os flavonoides glicosilados L15 e L14 foram identificados em mistura
da fracdo AHFE-A(23-24) através da anélise dos dados de RMN de 'H, Cosy e
HSQC (Figuras 4.26 e 4.27 e Tabela 4.10 e 4.11) e por comparagdes com dados da

literatura.

A andlise dos dados do espectro de RMN de 'H (CDsOD, 400 Mhz,
Figura 4.26) revelou que a amostra era uma mistura de dois flavonaéis glicosilados
com um sistema de substituicdo 4’'no anel B; sinais em & 8,04 e 6 8,06 (d, J = 8,0 Hz,
H-2 e H-6’), um sinal em & 6,87 (d, J = 8,0 Hz, H-3 e H-5), dois sinais
caracteristicos de um sistema de acoplamento AX no anel A, correspondentes a 2H
que mantém uma relagdo meta entre si, em & 6,28 (sl, H-8) e 6 6,11 (d, J = 2,0 Hz,
H-6). Também revelou sinais que indicavam a presenca de aclUcar em ambos
flavondis em 6 5,04 (d, J =8,0 Hz, H-1") e 6 5,17 (d, J = 7,2 Hz, H-1") além de varios
sinais referentes a H carbindlicos em & 3,36-3,80 (m). Através das correlacdes
observadas no mapa de correlagdbes HSQC (CDs0OD, 400 Mhz, Figura 4.27) dos
hidrogénios anoméricos 6 5,04 e & 5,17 com seus respectivos carbonos, juntamente

com dados da literatura, foi possivel determinar os glicosideos.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e por comparacdo com dados da
literatura (LE GALL et al., 2003; KAZUMA et al.,, 2003, Tabela, 4.10 e 4.11) as
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kaenferol-3-O-glucosideo (L15) e kaenferol-3-O-

galactosideo (L14) foram identificadas.
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Tabela 4.10: Dados de RMN de 'H de L14 e comparacéo com a literatura

H/IC

L14

MeOD (400,0 MHz)

LE GALL et al.,
2003

MeOD (300,0 MHz)

L14

MeOD (100,0

MHz)

LE GALL et al.,

2003

MeOD (75,0 MHz)

6

8

2'/6

3/5

1n

o

3

4n

6,11 (d, J = 2,0 Hz)
6,28 (sl)
8,06 (d, J = 8,0 Hz)
6,87 (d, J = 8,0 Hz)
5,15 (d, J = 7,8 Hz)
3,40 — 3,55 (m)
3,40 — 3,55 (m)
3,65 (M)
3,40-3,55 (m)
3,80 (m)

3,45 (m)

6,21 (d, J = 2,0 Hz)
6,43 (d, J = 2,0 Hz)
8,09 (d, J = 8,8 Hz)
6,89 (d, J = 8,8 Hz)
5,17 (d, J = 7,2 Hz)
3,41 (m)
3,40 (m)
3,22 (t, J = 9,0 Hz)
3,32 (m)
3,80 (d, J = 9,0 Hz)

3,36 (m)

102,0

96,0

132,0

116,0

105,0

75,0

78,0

104,4
98,8
130,6
118,0
103,9
75,7
78,0
71,6
77,2

68,2
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Tabela 4.11: Dados de RMN de 'H de L15 e comparacéo com a literatura.

H L15 KAZUMA et al., L15 KAZUMA et al.,
2003 2003
CD;0D (400,0 MHz) CD;0D
CD;0OD (300,0 MHz)  (100,0 MHz)  CD,0OD (75,0 MHz)
|
6 6,11 (d, J =2,0 Hz) 6,21 (d, J=2,0 Hz) 102,0 99,9
8 6,28 (sl) 6,40 (d, J =2,0 Hz) 96,0 94,9
2'/6° | 8,04 (d,J=8,0Hz) 8,05 (d, J=9,0 Hz) 132,0 132,4
3'/5° | 6,87 (d,J=8,0Hz) 6,89 (d, J =9,0 Hz) 116,0 116,0
1” 5,04 (d, J =8,0 Hz) 5,12 (d,J=7,3Hz) 101,0 100,3
2" 3,40 — 3,55 (m) 3,43(dd,J=8,8¢ 75,0 75,8
7,3 Hz)
3” 3,40 — 3,55 (m) 3,40 (m) 78,0 78,1
4” 3,40 (m) 3,24 (m) 73,0 71,3
5” 3,60 (M) 3,32 (m) 78,0 78,4
6" 3,90 (m) 3,80(dd,J=11,0e 62,0 62,6
1,0 Hz)
6"s 3,30 (m) 3,37(dd,J=11,0e

6,0 Hz)
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4.3 Identificacao do conjunto de flavonoides glicosilados de A. humile
por HPLC-UV-MS-MS

4.3.1 Identificacao do conjunto de flavonoides (Fracao AHFE-F1):
Quercitrina (L9), Quercetina-3-O-B-glucosideo (L10) e Quercetina-3-O-6-
galactosideo (L11).

Os experimentos via HPLC-UV-MS-MS foram realizados a fim de se
obter maiores informacdes sobre os diversos flavonoides glicosilados, constituintes

estes minoritarios na espécie A. humile.

Os espectros de massas dos flavonoides glicosilados apresentam em
varios casos, um padrao caracteristico, que depende principalmente da natureza do
sacarideo e sua ligagdo C-glicosideo ou O-glicosideo. Na maioria dos casos, a
fragmentacdo se origina com a clivagem da ligacdao O-glicosideo, sendo este

comportamento, Gtil para identificacdo da aglicona. A perda dos fragmentos com
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massa bem definidas a partir do ion molecular [M-H], fornece informagdes sobre o
tipo de sacarideo presente (CUYCKENS & CLAEYS, 2004; GATTUSO et al., 2007,
HVATTUM & EKERBERG, 2003; MARCH et al, 2006). A utilizacdo dos
experimentos via MS-MS auxiliam na identificacdo de varios flavonoides mostrando-
se uma ferramenta poderosa de analise para identificacdo de flavonoides,
principalmente os glicosilados. A analise do padrdo de fragmentagdo juntamente
com os dados de RMN de 'H e *C e bidimensionais, possibilitou a identificagao

precisa do tipo estrutural de aglicona presente.

Através da analise via HPLC-UV-MS-MS de fragbes obtidas do
fracionamento do extrato das folhas de Anacardium humile via Cromatografia em
contracorrente (HSCCC), foram identificados diversos flavonoides glicosilados, como
pode ser visto na Figura 4.28. Os dados de UV e massas de cada pico estao listados
na Tabela 4.12.

As principais caracteristicas dos flavonoides glicosilados foram
resumidas a partir dos dados observados para os diversos picos, como, maximo de
absorg¢ao no UV, que auxiliou na identificacdo dos diferentes tipos de agliconas (A =
~ 255; 357 nm, aglicona quercetina; A = ~ 265; 348 nm, aglicona kaenferol), dentre
outros, sendo estes consistentes com os relatados na literatura (HVATTUM &
EKERBERG, 2003).

No estudo por dissociacdo induzida por colisdo, os flavonoides
glicosilados desprotonados, produziram ambos os fragmentos, o ion radical da
aglicona [Y°-H]" e aglicona [Y°]. Varios autores abordam que os flavondis podem ser
glicosilados em qualquer grupo hidroxila pertencentes a molécula, entretanto, as
posicoes 3-OH e 7-OH sdo favorecidas e a posicdo de substituicdo do grupo
glicosideo pode ser determinada pela comparacdo da abundancia relativa do ion
[Y°] e do ion radicalar [Y°-H]". A maior abundancia relativa do ion radicalar [Y°-H]",
formado através da clivagem homolitica da ligacao O-glicosideo, quando comparado
ao ion [Y°] formado pelo rearranjo de hidrogénio a partir da porgéo glicosidica, € um
indicativo da substituicdo 3-O-glicosidica, sendo consistente para as agliconas
quercetina e kaenferol. A maior proporgdo do ion radicalar [Y°-H]" para ambas as
agliconas quercetina e kaenferol 3-O-glicosiladas, se deve a estabilidade do ion
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fragmento formado, que se estabiliza através dos grupos hidroxilas do anel B, como
pode ser visualizado no Esquema 4.1 e 4.2. HVYATTUM & EKERBERG (2003) citam
que quanto maior o numero de grupos hidroxilas substituintes no anel B, maior sera
a proporgéo relativa de formagao do ion radical [Y°-H]". Isto é observado para os
diversos flavonoides glicosilados da aglicona quercetina quando comparado aos
flavonoides glicosilados do kaenferol.

A presenca dos ions fragmentos m/z 271 [Y°-H-CO-H] e m/z 255 [Y°-H-
CO2-H] no espectro de massas de L9 a L13 (Figuras: 4.30 a 4.32) sao
caracteristicos da substituicdo 3-O-glicosidica, ndo sendo observados para a
substituicao 7-O-glicosidica.

Através da presenca dos ions m/z 300 como pico base nos espectros
de massas de L9 a L13 (Figuras: 4.30 a 4.32) e m/z 284 como pico base nos
espectros de L14 a L15, formados através da clivagem homolitica da ligacao
glicosidica, as posi¢des 3-O-glicosidicas foram confirmadas para os mesmos.

No estudo da fracdo AHFE-F1, foi observado no espectro de massas
de L9 (Figura 4.30) o pico m/z 447 [M-H] confirmando a massa molecular da
quercitrina (L9). O fragmento [M-H-147], pico m/z 300, confirma a perda de uma
unidade raminosidica e os demais fragmentos [M-H-147-29], [M-H-147-121] e [M-H-
147-149] sao referentes a quebras no anel C. A proposta de fragmentacao para
formacao desses fragmentos esta representada no Esquema 4.1.

O cromatograma de AHFE-F1, apresenta dois compostos em mistura
com tempos de retencées muito proximos, sugerindo similaridade estrutural entre
eles. Isto foi confirmado através do espectro de massas de L10 e L11, onde foram

confirmadas as massas moleculares idénticas para ambos.

No espectro de massas de L10 e L11 (Figuras 4.31 e 4.32), o pico m/z
463 [M-H] confirmou a massa molecular de L10 e L11. O fragmento [M-H-163]’, pico
m/z 300, confirma a perda de uma unidade glicosidica e os demais fragmentos [M-H-
147-29], [M-H-147-122] e [M-H-147-149] sao referentes a quebras no anel C. A
proposta de fragmentacdo para formacado desses fragmentos é similar aquela
apresentada para a substancia L9 e esta representada no Esquema 4.2.
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Os flavonoides glicosilados sdao amplamente encontrados na familia
Anacardiaceae. Estes flavonoides apresentam sinais caracteristicos em seus
espectros de RMN de 'H, como mostrados anteriormente, dentre eles, dois dubletos
entre & 6,15 a O 6,40, tipicos de um sistema de acoplamento AX no anel A,
correspondentes a dois hidrogénios que mantém relacdo meta entre si. Para
distinguir a posicdo na qual o glicosideo estd ligado utilizou-se o deslocamento
quimico do sinal do hidrogénio anomérico. Baseando-se nos dados espectrais
obtidos via RMN de 'H, bidimensionais e por comparacdo com dados da literatura
(AGRAWAL, 1989; SOUZA et al., 2007 e MOCO et al., 2006; Tabela, 4.12 e 4,13) a
estrutura dos flavondides glicosilados L9 e L10 e L11 foram confirmadas.

Flavonoides Lia 1
LiAt_LCESPTR/ Lo 2 Diode Aray
AHFE-F1 e Range: 2.49e+2
; 2042 L10/L11 \
KR i 88 1
e e i
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 200 2750 3000 3250 3300 HH0 4000 425 4500 4750 5000 5250 5500 5750 6000
LiA2 | CESIP2a AHFE-F2 L9/112/113 2 Diode Array
2% Range: 147e+2
L10
2 10842 L11 8 \
] it
k i J us
e e Y T TR ————————w
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 2500 2050 3000 3250 B0 FH 4000 4250 4H00 4750 5000 5250 5500 570 6000
LiA3_LCESP3a 13 2 Dot Ay
AHFE-F3 1% REHQE 1902842
g : L12 h\,
7 e ||
] JANA
e e L e Mt B it
250 500 TH0 1000 1230 1500 1750 2000 230 B0 250 000 RN BN FH0 00 2% £H0 430 00 230 B0 TN 6000
L‘M_LCES\F#E L15 2 DwodeArray
AHFE-F4 0 Range: 1.267e+2
L9/L14
5 1.0e+24 Iﬁmnl
¢ J\f L16
; a8 |V X
U e T T T T S ——————
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 20 20 000 R0 B0 FH0 000 £330 H500 4750 000 2% B/ 0 6000
LiA5 LCESIPSa L15 2 Diode Array
AHFE-F5 0y Range: 1.855e+2
1 \LQ
2 10 L10 el L16/L19
£ a [\ 5l
00 NV
8 el 1 AR A G VAR Bt b LA A A G B 0K i A VA P A 1A ik A S 811Kl LG b ARG B 30 A Uit L LA Lt st
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 2500 250 3000 3230 33600 HH0 000 4250 4500 4750 5000 5250 5500 50 6000
L6 LCESPS8| A FE-F6 L9 2 Dide Ay
na Range: 2.378e+2
206429 10 L17/L18
3 10 L15 % L16/L19
" B\ AL UE % ;
> ‘"'[""I”"\""1""I""I”"1""[""I""I:"‘W"”l“"l""1"”l‘"‘I""I""I"”W""\”"\""1""I""I”“I‘”'I""I”“\""1""I“"I"“I‘”‘I""I""I'”‘\"”.‘“"I”"I"_“I""[‘“'I‘"‘I""1""[""I"“I‘"‘I me
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 250 250 000 230 3300 HH0 000 4250 450 4750 000 2% B0 550 6000

Figura 4.28: Cromatogramas das fracdes (AHFE-F1 a F6) obtidas do fracionamento do

extrato das folhas de Anacardium humile.
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Figura 4.29: a) Cromatograma do conjunto de flavonoides glicosilados (AHFE-F1) L9, L10 e
L11; b) Espectro de UV do flavon6ide L10 e L11 (t = 29,5 min) c) Espectro de UV do

flavonoides L9 (t, = 33,1 min).
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Figura 4.30: a) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular da

substancia L9 (t; = 33,1 min).
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Figura 4.31: a) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular da
substancia L10 e L11 (t, = 29,5 min).
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Figura 4.32: Espectro de massas no modo negativo da aglicona quercetina.
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m/z=179 m/z=300
. o m/z=300 m/z=1300

m/z=300 m/z=271

Esquema 4.1: Proposta de fragmentacao para o composto L9.
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HO, 2
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Esquema 4.2: Proposta de fragmentagéo para os compostos L10 e L11.
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Tabela 4.12A: Dados dos flavonoides glicosilados obtidos através do estudo das fragbes AHFE-F1 A F6 de Anacardium humile via HPLC-UV-MS-MS

. tr. . o [M-H]
Fracao (min.) Flavonoides Glicosilados | A (nm)
Cod. . m/z | MS? ms®
AHFE-F1 463 (35), 301 (70), 300 (100), 271 300 (20), 271 (100), 255 (50), 245
7 | LM 28,8 Quercetin-3-O-p-galactosideo | 256; 357 463 (10), 255 (10), 179 (10), 151 (10) (20), 243 (20), 227 (10), 211 (5), 179
(10), 151 (40)
AHFE- 463 (35), 301 (60), 300 (100), 271 300 (20), 271 (100), 255 (50), 245
2 | L10 F1/F5/F6 29,5 Quercetin-3-O-p-glucosideo 257; 355 463 (10), 255 (10), 179 (10), 151 (10) (20), 243 (20), 227 (10), 211 (5), 179
(10), 151 (40)
AHFE-F2 433 (20), 301 (30), 300 (100), 271 300 (20), 271 (100), 255 (50), 243
3 | L12 AHFE-F3 30,6 Quercetin-3-O-p-xilosideo 256; 357 433 (10), 255 (10), 178 (10), 151 (10) (20), 227 (10), 179 (10), 151 (40)
AHFE- 447 (90), 285 (45), 284 (100), 255

4 | L15 | F4/F5/F6 31,4 Kaenferol-3-O-B-glucosideo | 266;349 | 447 | (25), 227 (15), 151 (10) 284 (10), 255 (100), 227 (85)

AHFE-2 433 (20), 301 (60), 300 (100), 271 300 (20), 271 (100), 255 (50), 245
5 | L13 AHFE-3 31,9 | Quercetin-3-O-a-arabinosideo | 256;357 | 433 | (10), 255 (10), 178 (10), 151 (10) (20), 243 (20), 227 (10), 211 (5), 179
(10), 151 (40)

447 (80), 285 (30), 284 (100), 255

6 | L14 AHFE-F4 32,6 Kaenferol-3-O-B-galactosideo | 266; 349 447 (25), 227 (15), 151 (10) 284 (10), 255 (100), 227 (85)
AHFE 447 (30), 301 (100), 300 (100), 271 300 (20), 271 (100), 255 (50), 245
7 L9 F1/2/4/5/6 33,3 Quercitrina 257; 355 447 (10), 255 (10), 179 (10), 151 (10) (20), 243 (20), 227 (10), 211 (5), 179
(10), 151 (40)

8 L17 AHFE-F6 34,4 Kaenferol-3-O-p-xilosideo 265; 348 417 417 (100), 285 (5), 233 (10), 155 (5)
10 | L18 AHFE-6 35,3 Kaenferol-3-O-a-arabinosideo | 266; 350 417 417 (100)
11 | L16 AHFE- 36,5 Kaenferol-3-O-B-raminosideo 265; 344 431 431 (100), 285 (5)

F4/F5/F6 ’ ’ ’
12 | L19 | AHFE-F5/F6 36,7 Kaenferol-7-O-glucosideo 265; 344 447 447 (50), 285 (10)
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Tabela 4.12: Dados de RMN de 'H de L9, L10 e L11 e comparacéo com a literatura

Quercitrina (L9)

CD,0OD (400,0
MHz)

SOUZA et al., 2007

CD50D (400,0
MHz)

Quercetina-3-0-p-
glucosideo (L10)

CD3;0OD (400,0 MHz)

MOCO et al., 2006

CD,0OD (400,0
MHz)

Quercetina-3-0--
galactosideo (L11)

CD,0OD (400,0 MHz)

YANG & KONG, 2008

CD,0D (400,0 MHz)

217

317

417

517

6,19 (d, J = 2,0 Hz)
6,36 (d, J= 2,0 Hz)
7,33 (d, J=2,0 Hz)
6,89 (d, J = 8,0 Hz)

7,28 (d,J=8,0e
2,0 Hz)

5,34 (d, J= 1,4 Hz)
4,22 (m)

3,75 (dd, J=8,0 e
3,2 Hz)

3,30-3,40 (m)
3,30-3,40 (m)

0,93 (d, J = 7,6 Hz)

6,20 (d, J = 2,2 Hz)
6,38 (d, J = 2,2 Hz)
7,29 (d, J = 2,2 Hz)
6,88 (d, J = 8,0 Hz)

7,25 (dd, J=8,0e
2,2 Hz)

5,38 (s)
4,23 (sl)

3,30-3,80 (m)

3,30-3,80 (m)
3,30-3,80 (m)

0,95 (d, J = 6,0 Hz)

6,19 (d, J = 2,0 Hz)
6,38 (d, J= 2,0 Hz)
7,70 (d, J = 2,4 Hz)
6,85 (d, J = 8,0 Hz)

7,58 (d,J=8,0e2,4
Hz)

5,25 (d, J = 7,5 Hz)
3,50 (sl)
3,40 (m)
3,35 (m)
3,20 (m)

3,55 (m)

3,68 (m)

6,20 (d, J = 2,1 Hz)
6,38 (d, J= 2,1 Hz)
7,71 (d, J = 2,2 Hz)
6,87 (d, J = 8,5 Hz)

7,58 (d,J=8,5¢
2,2 Hz)

5,25 (d, J = 7,9 Hz)

3,48 (d, J = 9,3 Hz)

3,42 (d, J = 9,0 Hz)

3,34 (d, J= 9,8 Hz)
3,22 (d, J = 2,4 Hz)
3,57 (m)

3,71 (m)

6,19 (d, J = 2,0 Hz)
6,38 (d, J = 2,0 Hz)
7,84 (d, J=2,0 Hz)
6,86 (d, J = 8,7 Hz)

7,59 (d, J = 8,7 e 2,0 Hz)

5,14 (d, J = 8,0 Hz)

3,81 (m)

3,73 (m)

3,81 (m)

3,45 (m)

3,50 (m)

3,70 (m)

6,20 (d, J= 2,1 Hz)
6,40 (d, J= 2,1 Hz)
7,83 (d, J=2,2 Hz)

6,86 (d, J = 8,5 Hz)

7,59 (d, J=8,5 e 2,2 Hz)

5,16 (d, J = 7,8 Hz)

3,92 (dd, J=9,8 e 7,8 Hz)

3,74 (t J = 6,3 Hz)

3,90 (dd, J=3,5e 1,0 Hz)
3,66 (dd, J=9,8 e 3,5 Hz)
3,50 (dd, J=10,2 € 6,8 Hz)

3,84 (dd, J= 10,2 € 6,8 Hz)
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Tabela 4.13: Dados de RMN de ®C de L9, L10 e L11 e comparagao com a literatura

CORREIA et BRACA et al., YANG &
al., 2008 2003 KONG, 2008
c L9® L10° L11¢
CD;0D (75,0 CD;0D (150,0 CD;0D (100,0
MHz) MHz) MHz)
8 93,4 94,9 93,4 94,7 93,4 94,7
2 115,0 116,2 116,2 116,2 116,2 116,0
5 115,0 17,0 114,6 17,5 114,6 117,8
6 121,8 122,9 121,8 123,1 121,8 122,9
1 103,0 103,9 103,2 102,5 103,8 105,9
2’ 70,8 72,0 73,4 75,2 70,8 73,2
3’ 70,8 72,1 75,4 78,2 71,9 75,1
4’ 71,4 73,0 71,2 71,0 70,0 70,0
5 75,0 72,0 73,0 78,0 75,4 77,2
6” 16,2 17,6 61,0 62,4 61,0 61,9

117



Parte | Identificagdo Estrutural

T000'0-
SBZE'0
LERE'D

TLSTES
6L6T'E
TZ0EE
Z90E°E
E0TE'E
PPTE'ES
PIZE'E
Z9ZE'E
0SPE'E
TOSE'E
LLBE'E
PET'E
01ZP'E
E5EP'E
PBLP'E
PE8FE
E8TS5'EH
ObSS'E
£E95'E9
9LCL'E
TIELE
6054
PESLE
EL0TF

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

u:<
95T
B6TZ" ¢
epTe
ZE9T's

0ZEZ'SH
605SZ'S
oTPeE'S
6FFE'SH
848T'9
0E6T'9
095E"9
ET9E'9
BFLE79
0ose'9
928E'9
64889
00SE'S
SPSE"9
ETL8'9
£S89
65689
9916’9
POGZL
hmmm,huﬁ

TTIEL

PITEL
+0 mm_n#
SSEE'L
9LLS'L
.ﬁmnm,hw
LEBS'E
ZBE5'L
mmDh,h*
680L'L
T8EB'L
SEFB'L

LEPT'G—
CE9T'5—

0ZEZ'S§—
60525~

5.1C

5.15
1 (ppm)

5.25  5.20
4.5

1 (ppm)

5.30
5.0

5.35
5.5

5.40
6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

LEST'9~
8L8T'9~_
0E61'9"

STTE'S
Dwmm.w/
mﬁ@m.m%n
8bLE'D

oomm.m/
wmmm.ww

6LBE'S

T8TL9—

8608'9
oomm.m/.
SF5E'9
E£TL8'9-F
hmhm.wL\.
mmmm.w\‘
9916'9

mmhm.m\\

TZE0L—

POBZL
Bmmsw
TITEL-E
bOTEL/;
Emm.h%
SSEEY

96TS'L
mmhm.h/.
TBLS'L
LEBS'L-+
mmmm.h\j

SE0ELA
6807
sszerd

TRERYL~
sEpsL”

6.1

6.2

6.3

118

1.2

Espectro e ampliacdo do espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides (AHFE-

L9, L10 e L11 (400 MHz, CD;0D).

Figura 4.33
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Figura 4.34: Mapa de correlagdes HSQC do conjunto de flavonoides: L9, L10 e L11 (400 MHz, CDsOD).
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Figura 4.35: Ampliacdo do mapa de correlagdes do conjunto de flavonoides (AHFE-F1) : L9, L10 e
L11 (400 MHz, CD;OD)
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Figura 4.36: Ampliacdo do mapa de correla¢des do conjunto de flavonoides (AHFE-F1) : L9, L10 e
L11 (400 MHz, CD;0D)

4.3.2 Identificacao do conjunto de flavonoides (Fracao AHFE-F3):
Quercetina-3-0O-p-xilosideo (L12) e Quercetina-3-O-a-arabinosideo (L13).

L12 L13

Para analise dos demais conjuntos de flavonoides, o mesmo
procedimento foi adotado. No estudo da fracdo AHFE-F3, foi observado no espectro
de massas de L12 (Figura 4.38), o pico m/z 433 [M-H] confirmou a massa molecular
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de L12. O fragmento [M-H-133]’, pico m/z 300, confirma a perda de uma unidade de
xilose, e os demais fragmentos [M-H-133-29], [M-H-133-121] e [M-H-133-149] séo
referentes a quebras no anel C. No espectro de massas de L13 (Figura 4.39), o
pico m/z 433 [M-H] confirmou a massa molecular de L13. O fragmento [M-H-133]J,
pico m/z 300, confirma a perda de uma unidade de arabinose e o0s demais
fragmentos [M-H-133-29], [M-H-133-122] e [M-H-133-149] s&o referentes a
quebras no anel C. A proposta de fragmentacao para formacao desses fragmentos é
similar aquela apresentada para a substancia L12.

Através da analise do espectro de RMN de 'H da mistura de L12 e L13
(Figura 4.37, Tabela 4.14) observou-se sinais caracteristicos de um sistema de
substituicdo 3’,4’ no anel B; dois sinais tipicos de um sistema de acoplamento AX no
anel A, correspondentes a 2H que mantém uma relacao meta entre si. Na regidao dos
aclcares do espectro de RMN de 'H de L12 e L13 pode-se identificar a presenca
dos monossacarideos xilose e arabinose, através dos sinais em & 5,17 (d, J = 7,2
Hz, H-1") e & 5,14 (d, J = 6,5 Hz, H-1") referentes aos hidrogénios anoméricos,
respectivamente Ja os demais sinais do monossacarideo foram inferidos através dos
dados espectrais uni e bidimensionais obtidos e por comparacdo com dados da
literatura (SHEN et al.,, 2009 e KORUL’KINA, et a., 2004). O mapa de correlacoes
HSQC da mistura permitiu a atribuicdo dos sinais de RMN *C (Figuras 4.41-4.42,
Tabela 4.15).

Analisando o cromatograma de AHFE-F2 e espectros de massas dos
respectivos picos, foi observada a presenca dos flavonoides L9 a L13, ja relatados

anteriormente.
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Figura 4.37: a) Cromatograma do conjunto de flavonoides glicosilados (AHFE-F3) L12 e
L13; b) Espectro de UV do flavondide L12 (t. = 30,6 min) c) Espectro de UV do flavonoide
L13 (t, = 31,9 min).
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Figura 4.38: a) e c) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion molecular da
substancia L13 (t, = 31,8 min). b) e d) Espectro de massa no modo negativo [M-H] como ion
molecular da substancia L12 (t, = 30,6 min).
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2: Daughters of 433E8-
1.21e5

Figura 4.39: Espectro de massas no modo negativo da aglicona quercetina.

Tabela 4.14: Dados de RMN de 'H da mistura dos flavonoides L12 e L13 e

comparacao com a literatura

Quercetina-3-0O-p-
arabinosideo (L13)

CD,0D (400,0 MHz)

SHEN et al., 2009

CD,OD (400,0
MHz)

Quercetina-3-0O-B-
xilosideo (L12)

CD,0D (400,0 MHz)

KORUL'KINA et al.,
2004

CD50D (200,0 MHz)

6 | 6,18 (d, J=2,0 Hz)
8 | 6,36(d J=20Hz)
2 | 7,74(d, J=2,0 Hz)
5 | 6,86(d, J=8,0Hz)

7,58 (dd, J=8,0e
2,0 Hz)

1” 5,14 (d, J=6,5 Hz)

2’ 3,87 (d, J=6,5Hz)

3 3,65-3,72 (m)
" 3.35-3,50 (m)
5” 3,80 (m)

6,19 (d, J = 2,1 Hz)
6,38 (d, J= 2,1 Hz)
7,73 (d, J= 2,2 Hz)
6,86 (d, J = 8,5 Hz)

7,57 (dd, J=85¢
2,2 Hz)

5,14 (d, J = 6,5 Hz)
3,82-3,90 (m)
3,82-3,90 (m)

3.45(d, J=11,6
Hz)

3,63 (d, J= 3,0 Hz)

6,18 (d, J = 2,0 Hz)
6,36 (d, J = 2,0 Hz)
7,60 (d, J = 2,0 Hz)
6.84 (d, J= 8,0 Hz)

7,57 (dd, J=8,0¢e
2,0 Hz)

517 (d, J= 7,2 Hz)
3,90 (d, J= 7,2 Hz)
3,75-3,82 (m)

3.35-3,50 (m)

3.35-3,50 (m)

6,19 (d, J= 2,1 Hz)
6,38 (d, J= 2,1 Hz)
7,73 (d, J= 2,2 Hz)
6,86 (d, J = 8,5 Hz)

7,57 (dd, J=8,5€e 2,2
Hz)

5,21 (d, J = 5,8 Hz)
3,82-3,90 (m)

3,82-3,90 (m)

3,68 (d, J = 3,0 Hz)

3,50 (d, J = 3,0 Hz)

123



Parte | Identificacao Estrutural

Tabela 4.15: Dados de RMN de *C da mistura dos flavonoides L12 e L13 e comparacéo
com a literatura

L13 L12 KORULKINA et al.,

c SHEN et al., 2009 2004
CD,0D (100,0 CD,0D (100,0
MHz) CD,0D (100,0 MHz) MHz) CD50D (100,0 MHz)
|

6 97,2 100,1 97,2 100,1
8 92,2 94,8 92,2 94,8
2 114,0 117,0 114,0 117,0
5 113,5 116,2 113,5 116,2
6 120,4 122,9 120,4 122,9
1 101,6 104,7 101,6 102,5
2’ 70,2 72,9 70,2 74,0
3’ 71.2 74,1 72,0 77,0
4 71,9 69,1 71,2 70,2
5” 65,1 66,9 63,8 67,0
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Figura 4.40: Espectro de RMN de 'H do conjunto de flavonoides: L12 e L13 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.41: Mapa de correlagdes HSQC do conjunto de flavonoides: L12 e L13 (400 MHz,
CD;0OD).
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4.3.3 Identificacao do conjunto de flavonoides (Fracoes AHFE-F4, AHFE-
F5 e AHFE-F6): Kaenferol-3-O-B-galactosideo (L14) Kaenferol-3-O-8-
glucosideo (L15), Kaenferol-3-O-a-raminosideo (L16), Kaenferol-3-O-g-
xilosideo (L17), Kaenferol-3-O-a-arabinosideo (L18) e Kaenferol-7-O-8-

glucosideo (19).

As fracoes AHFE-F4 a F6 foram estudadas por HPLC-MS (Figuras
4.43 a 4.48). No estudo da fracdo AHFE-F4, foi observado no espectro de massas
de L14 (Figura 4.46), o pico m/z 447 [M-H] confirmou a massa molecular do mesmo.
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O fragmento [M-H-163] confirma a perda de uma unidade glicosidica, ja o pico m/z
284, confirma a aglicona kaenferol.

No espectro de massas de L15 (Figura 4.46), o pico m/z 447 [M-H]
confirmou a massa molecular dos mesmos. O fragmento [M-H-163] confirma a perda
de uma unidade de glucosidica, ja o pico m/z 284, confirma a aglicona kaenferol
(Figura 4.47). A proposta de fragmentagédo para L14 e L15 esta apresentada no
esquema 4.3.

No espectro de massas de L16 (Figura 4.47), o pico m/z 431 [M-H]
confirmou a massa molecular do kaenferol-3-O-a-raminosideo. O fragmento [M-H-
146], pico m/z 285, confiirma a perda da unidade raminosidica, e a relacédo

massa/carga 285 esta de acordo com a aglicona kaenferol.

No estudo da fracdo AHFE-F6, foi observado no espectro de massas
de L17 (Figura 4.48), o pico m/z 417 [M-H] confirmou a massa molecular do mesmo.
O fragmento [M-H-163] confirma a perda de uma unidade glicosidica, ja o pico m/z

284, confirma a aglicona kaenferol.

O cromatograma de AHFE-F6, apresenta dois compostos em mistura
com tempos de retencdes muito proximos (tr. = 34,5 min), sugerindo similaridade
estrutural entre eles. Isto foi confirmado através do espectro de massas de L17 e
L18 (Figura 4.48), onde foram confirmadas as massas moleculares idénticas para
ambos. No espectro de massas de L17 e L18 (Figura 4.42), o pico m/z 417 [M-H]
confirmou a massa molecular dos mesmos. O fragmento [M-H-132], pico m/z 285,
confirma a perda de uma unidade de xilose para L17, ja o pico m/z 285, confirma a
aglicona kaenferol (Figura 4.48). No espectro de massas de L18 somente a
presenca do fon molecular m/z 417 foi observado, entretanto, através da RMN de 'H

e '3C e bidimensionais a estrutura de L18 foi confirmada.

Analisando o cromatograma de AHFE-F5 e espectros de massas dos
respectivos picos, foi observada a presenca dos flavonoides glicosilados L9, L10,
L15, L16 ja relatados anteriormente.

No espectro de RMN de 'H foram observados sinais caracteristicos de

unidades glicosidicas, sugerindo a presenca de um residuo de agucar como
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substituinte no esqueleto flavonoidico. Através dos espectros de RMN de 'H, Cosy, e
mapa de correlagcbes HSQC e HMBC (Figuras 4.51-4.61, Tabela 4.16 e 4.17) de
AHFE-F4 a AHFE-F6 foram observados diversos sinais que caracterizam a aglicona
kaenferol. Foram observados dois dubletos bastante intensos na regidao dos
hidrogénios ligados a anéis aromaticos, que indicou o padrao de substituicdo do anel
B do flavonoide em questéo.

Sinais em torno de & 8,00 (d, H-2’'/ H-6’) e & 6,90 (d, H-3’/ H-5’) com
constantes de acoplamentos em torno de 8,5 Hz, confirmam o padrdo de
substituicdo para no anel B. Este padrdo é caracterizado por apresentar sinais em
um mesmo deslocamento quimico, devido a simetria do anel B e sua livre rotacao e
assim, o mesmo ambiente quimico, sendo estes hidrogénios considerados como
equivalentes. Foram observados, ainda, sinais caracteristicos em seus espectros de
RMN de 'H, dentre eles, dois dubletos entre & 6,15 a d 6,40, tipicos de um sistema
de acoplamento AX no anel A, correspondentes a 2 hidrogénios que mantém relacao
meta entre si. Baseando-se nos dados espectrais uni e bidimensionais obtidos e por
comparacao com dados da literatura, as estruturas dos flavonéides L14 a L19 foram
identificadas.
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Figura 4.46: c) Espectro de massas no modo negativo da aglicona kaenferol.
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Figura 4.47: a) Espectro de massa no modo negativo [M-H]' como ion molecular das
substancias L16 e L19 (t, = 36,5 min).
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Figura 4.48: a) Espectro de massa no modo negativo [M-H]' como ion molecular das
substancias L17 (t, = 35,5 min); b) L18 (t, = 34,4 min).
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Esquema 4.3: Proposta de fragmentacao para o composto L14 e L15.
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Tabela 4.16: Dados de RMN de 'H de L14, L15 e L16 e comparacédo com a literatura

H/IC

2'/6°

35

4u

6's

L14°

6,11 (d, J
=2,0 Hz)

6,28 (sl)

8,06 (d, J
= 8,0 Hz)

6,87 (d, J
= 8,0 Hz)

5,15 (d, J
=7,8 Hz)

3,40 —
3,55 (m)

3,40 —
3,55 (m)

3,65 (M)

3,40-3,55
(m)

3,80 (m)

3,45 (m)

LE GALL et
al., 2003

CD;0D
(300,0 MHz)

6,21 (d, J =
2,0 Hz)

6,43 (d, J =
2,0 Hz)

8,09 (d, J =
8,8 Hz)

6,89 (d, J =
8,8 Hz)

517 (d,J =
7,2 H2)

3,41 (m)

3,40 (m)

3,22 (t, J =
9,0 Hz)

3,32 (m)

3,80 (d, J =
9,0 Hz)

3,36 (m)

L15°

6,11 (d, J =
2,0 Hz)

6,28 (sl)

8,04 (d, J =
8,0 Hz)

6,87 (d, J =
8,0 Hz)

5,04 (d, J =
8,0 Hz)

3,40 - 3,55
(m)

3,40 — 3,55
(m)
3,40 (m)

3,60 (m)

3,90 (m)

3,30 (m)

KAZUMA et
al., 2003

CD;0D
(300,0 MHz)

6,21 (d, J =
2,0 Hz)

6,40 (d, J =
2,0 Hz)

8,05 (d, J =
9,0 Hz)

6,89 (d, J =
9,0 Hz)

512 (d,J=
7,3 Hz)

3,43 (dd, J =
8,8 e 7,3 Hz)

3,40

3,24 (m)

3,32 (m)

3,80 (dd, J =
11,0e 1,0
Hz)

3,37 (dd, J =
11,0e 6,0
Hz)

L16®

6,17 (d, J =
2,0 Hz)

6,34d,J=
2,0 Hz)

7,78 (d, J =
8,0 Hz)

6,90 (d, J =
8,0 Hz)

5,36 (sl)

4,24 (m)

3,70 (m)

3,40-3,50
(m)

3,30-3,40
(m)

0,93(d,J=
6,0 Hz)

CORREIA et
al., 2008

CD5;0D
(300,0 MHz)

6,17 (sl)
6,34 (sl)
7,75, J =

9,0 Hz)

6,94 (d, J =

8,7 Hz)

5,36 (sl)

4,23 (m)

3,73 (m)

3,41 (m)

3,37 (m)

0,92 (d,J =
5,1 Hz)

|
$CD;0D (400,0 MHz)
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Tabela 4.17: Dados de RMN de *C de L14, L15e L16 e comparacdo com a literatura

LE GALL et al., KAZUMA et al., CORREIA et
2003 2003 al., 2008
C L14° L15® L16°
CD;0D (75,0 CD;0D (75,0 CD;0D (75,0
MHz) MHz) MHz)
I
6 102,0 104,4 102,0 99,9 101,6 100,1
8 96,0 98,8 96,0 94,9 95,3 94,9
2'/6° 132,0 130,6 132,0 132,4 131,5 131,8
35 116,0 118,0 116,0 116,0 115,8 116,5
17 105,0 103,9 101,0 100,3 103,8 103,5
2 75,0 75,7 75,0 75,8 72,0 73,2
3" 78,0 78,0 78,0 78,1 73,5 72,1
4" 73,0 71,6 73,0 71,5 72,6 72,0
5" 78,0 77,2 78,0 77,2 72,0 71,9
6"A 69,0 68,2 62,0 62,0 15,6 17,6

CD;0D (100,0 MHz)
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Figura 4.51: Mapa de correlagbes HSQC do conjunto de flavonoides (AHFE-4)
L15 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.52: Mapa de correlagbes HMBC do conjunto de flavonoides (AHFE-4)
L15 (400 MHz, CD;OD).
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Figura 4.53: Espectro de RMN de *H do conjunto de flavonoides (AHFE-5): L9, L10, L15,

L16 e L19 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.55: Espectro de Cosy do conjunto de flavonoides (AHFE-5): L9, L10, L15,L16 e
L19 (400 MHz, CDsOD).
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Figura 4.56: Mapa de correlacdes HSQC do conjunto de flavonoides (AHFE-5): L9, L10,
L15, L16 e L19 (400 MHz, CD;0D).

138



Parte | Identificacdo Estrutural

ppm
9
100

F105

F110

115

120

F125
F130

N9
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Figura 4.58: Espectro de RMN de *H do conjunto de flavonoides (AHFE-6): L9, L10, L15,

L16,L17,L18 e L19 (400 MHz, CD;0OD).
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4.4 Identificacao estrutural dos Biflavonoides

4.4.1 Identificacao estrutural do biflavonoide (B1)

O biflavonoide 3"'-[(4'-hidroxifenil)-5,6-dihidroxi-4-oxo-4H-1-
benzopiran-7-il)]-5",7"-dihidroxi-2"-(4"'-hidroxifenil)-4"H-1"-benzopiran-4-ona  (B1)
foi isolado do extrato etandlico das folhas de A. humile. A sua identificacdo foi
realizada através dos dados de RMN de *H e bidimensionais e por comparacdo com
os dados da literatura do biflavondide robustaflavona (LIN et al., 1997; MARKHAM,
et al., 1987).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.60, Tabela 4.18), observou-se
dois dubletos em & 7,69 (J = 8,7 Hz, 2H) e & 6,50 (J = 8,7 Hz, 2H) correspondentes
aos hidrogénios H-2’/6" e H-3'/5’ do anel B, referente a unidade I, respectivamente.
As correlacfes entre os hidrogénios H-2'/6’ e H-3’/5’ foram observadas através do
mapa de correlacdes Cosy *H-'H (Figura 4.61).

Os sinais em 6 8,32 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6 6,82 (d, J = 8,5 Hz, 1H) e &
7,84 (dd, J = 8,5 e 2,5 Hz, 1H) correspondentes aos hidrogénios H-2"”, H-5"e H-6"",
respectivamente, apresentaram correlacées no espectro de Cosy ‘H-'H (Figura
4.61), sendo esses, caracteristicos da disubstituicdo do anel B da unidade II. Os
dubletos em & 6,13 (J = 2,1, 1H) e & 6,24 (J = 2,1; 1H) com constantes de
acoplamento que mantém a relagdo meta de substituicdo, foram atribuidos aos
hidrogénios H-6" e H-8” (unidade II), respectivamente.

Os singletos em & 6,65 e & 6,74 integrando para um hidrogénio cada,

nao apresentaram correlacdes no espectro de Cosy, e apos analise junto ao mapa
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de correlagbes HMBC, foram atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-3” do anel C,

tipicos de flavonas.

A presenca do sinal em 5,92 (s, 1H) correspondente ao H-8, e a
auséncia de um sinal que poderia caracterizar a presenca de um hidrogénio
aromatico na posicao C-6, juntamente com as correlacdes observadas através do
mapa de correlacbes do HMBC (Figura 4.62 e 4.63), entre o sinal do préton em 5,92
(s, 1H) com os sinais em 6 172,0 (C-6), 6 107,5 (C-7), & 102,0 (C-10) e & 160,7 (C-

9), auxiliaram na caracterizacéo do padréo de substituicdo do anel A da unidade I.

Através do mapa de correlagdes HMBC, foram observadas também as
correlagdes do hidrogénio H-2"” (8 8,32) com os sinais em & 107,5 (C-7), 6 126,8 (C-
3”’) e 6 165,0 (C-4”), de H-5"" (6 6,82) com os sinaisem & 117,5 (C-1""), & 124,0 (C-
3”’) e 6 165,0 (C-4”) e do hidrogénio H-6"" (& 7,84) com os sinais em & 131,6 (C-2"")
e © 165,0 (C-4"). A presenga dos sinais em & 124,0 (C-3"), 6 172,0 (C-6) e 6 107,5

(C-7) mais desblindados em relagao aos sinais observados em & 115,8, 6 164,0 e &
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94,0 para os carbonos C-3’, C-7” e C-6", respectivamente, as correlacdes dos
protons ligados aos oxigénios fendlicos 5-OH e 5"-OH, respectivamente em & 13,20
e 13,10 com os dos carbonos em & 102,0 (C-10), 160,7 (C-5), 98,9 (C-6"), 103,7 (C-
10") e 161,7 (C-5") juntamente com as correlacbes acima referidas, contribuiram
para a identificacdo do padrao de substituicdo e de ligacéo entre as duas flavonas (I
e Il), que ocorre entre as posicbes C-7/C-3””
3"-[(4'-hidroxifenil)-5,6-dihidroxi-4-oxo-4H-1-benzopiran-7-il)]-5",7"-dihidroxi-2"-(4"'-
hidroxifenil)-4"H-1"-benzopiran-4-ona (B1).

, caracterizando assim, o biflavonoide

Todos os sinais de hidrogénios observados no espectro de RMN de H*
foram atribuidos e correlacionados aos seus respectivos carbonos através do mapa
de correlacbes do HMBC (Figura 4.62 e 4.63; Tabela 4.19), sendo este, um
biflavonoide novo na literatura. Os dados para este composto foram correlacionados

aos dados de RMN *H e '3C da literatura do biflavonoide robustaflavona.

Tabela 4.18: Dados de RMN de H de B1 e comparagdo com a literatura.

B1 Robustaflavona

H Lin et al., 1997
400 MHz, DMSO-d
z 6 400 MHz, DMSO-d,

3 6,65 (s) 6,81 (s)

8 5,92 (s) 6,65 (s)
2’/6’ 7,69 (d, J= 8,7 Hz) 7,99 (d, J =8,9 Hz)
3’15’ 6,50 (d, J= 8,7 Hz) 6,96 (d, J=8,9 Hz)
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5-OH
5”-OH

>
-
g
-
.
-

6,74 (s)
6,13 (d, J = 2,0 Hz)
6,24 (d, J = 2,0 Hz)
8,32 (d, J= 2,5 HZ)
6,82 (d, J= 8,5 Hz)

7,84 (dd, J= 8,5 e 2,5Hz)

13,20 (s)
13,10 (s)

6,84 (s)
6,20 (d, J = 2,0 Hz)
6,49 (d, J = 2,0 Hz)
7,79 (d, J = 2,2 Hz)
7,05 (d, J= 8,7 Hz)

7,93 (dd, J=8,7 e 2,2 Hz)

Tabela 4.19: Dados de RMN de *C de B1 e comparagéo com a literatura

C

B1

100 MHz, DMSO-de

Robustaflavona
Lin et al., 1997
100 MHz, DMSO-dg

C

Bl Robustaflavona
Lin et al., 1997

100 MHz, DMSO-de
100 MHz, DMSO-dg

1,

2!

3,

&

6,

165,0
102,8

181,7
160,7
172,0

107,5

160,7
102,0
122,2
128,2
115,7
161,0
115,7

128,2

164,1
102,9

181,7
161,2
108,9

163,7

2”
3,’

4”

5”

6,’

7”

8!’

9”

10’!

1!”

2”,

3!”

4”,

5!”

6,!,

163,1 163,9
102,3 102,9
181,7 181,8
161,7 159,6
98,9 98,8
164,4 162,1
94,0 94,0
157,6 157,5
103,7 103,7
117,5 120,9
131,6 130,9
124,0 120,8
165,0 159,1

--- 116,1
124,5 127,6
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Figura 4.60: Espectro de RMN de 'H de B1 (400 MHz, DMSO-d).
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Figura 4.64: Ampliacdo do mapa de correlagcbées HMBC de B1 (400 MHz, DMSO-dg).

4.4.1 ldentificacao Estrutural do biflavonoide Tetrahidrorobustaflavona
(B2)

A biflavondide tetrahidrorobustaflavona (B2) foi isolado através do
fracionamento da particdo diclorometénica do extrato metanodlica dos frutos de S.
terebinthifolius. A sua identificacéo foi realizada através de RMN de *H e **C e por

comparacdes com a literatura (KASSEM et al., 2004).
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No espectro de RMN de 'H (Figura 4.45 a 4.47, Tabela 4.16),
observou-se dois dubletos em & 7,18 (J = 8,4 Hz, 2H) e 6 6,71 (J = 8,4 Hz, 2H)
correspondentes aos hidrogénios H-2’/6’ e H-3'/5’ do anel B, referente a unidade |,
respectivamente. Os sinais em 8 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 67,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H)
e O 7,26 (s, 1H), correspondentes aos hidrogénios H-5", H-6"" e H-27,
respectivamente, caracterizavam a disubstituicdo do anel B da unidade II.

A presenca do singleto em & 6,03 integrando para um hidrogénio
correspondente ao H-8, e a auséncia de um sinal que poderia caracterizar a
presenca de um hidrogénio aromético na posi¢cdo C-6, juntamente com 0s sinais no
espectro de RMN de *C em & 121,5 e 5 107,2, (Figura 4.65 a 4.68; Tabela 4.20 e

4.21), indicativos dos carbonos quaternarios C-3’e C-6, respectivamente, indicaram

que a ligacdo entre as duas unidades (I e IlI) ocorria entre as posi¢cdes C-6/C-3"”,
caracterizando assim, o biflavondide tetrahidrorobustaflavona (B2).

No espectro de RMN de 'H foi observado também um multipleto
integrando para dois hidrogénios em & 5,31- 5,39 referente aos hidrogénios H-2 e
H-2”, ja os sinais em & 2,62-3,05 (m) foram associados aos hidrogénios H-3’ e H-3”
(Figura 4.65). No espectro de RMN de *C (Figura 4.68) foi observada a presenca de
varios sinais, dentre eles, dois deles localizados em 6 80,65 e & 79,89 caracteristicos
dos carbonos C-2/C-2”, enquanto os outros dois sinais observados em 6 43,68 e ©
44,27 correspondentes ao C-3/C-3”. Ja os carbonos C-4/C-4” foram atribuidos aos
carbonos 6 197,9 e 6 198,3. As demais atribuicbes estdo de acordo com os dados

da literatura para o composto B2 (KASSEM et al., 2004).

148



Parte | — Identificacdo Estrutural

Tabela 4.20: Dados de RMN de 'H de B2 e comparacdo com a literatura

B2 KASSEM et al, 2004
" (400 MHZ, CD50D) (200 MHz, DMSO-ds)
3 2,60 - 3,05 (m) 2,80 -3,10 (m)

8 6,03 (s) 6,10 (s)
2'/6’ 7,18 (d, J= 8,4 Hz) 7,20 (m)
35’ 6,71 (d, J =8,4 Hz) 6,70 (d, J= 8,5 Hz)
37 2,60 - 3,05 (m) 2,80-3,10(m)
6” 5,89 (d, J= 2,0 Hz) 5,85(s)
8” 5,87 (d, J = 2,0 Hz) 5,85(s)
2 7,26 (sl) 7,20 (m)
57 6,88 (d, J= 8,0 Hz) 6,80 (d, J= 8,5 Hz)
6 7,24 (d, J= 8,0 Hz) 7,20 (m)
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Tabela 4.21: Dados de RMN de *C de B2 e comparacdo com a literatura

B2 KASSEM et al, 2004 B2 KASSEM et al, 2004
T OMZ o ovsod, || M2 oo puso,
3 43,8 41,5 3” 44,3 42,4
4 197,9 196,5 4” 198,3 196,9
5 164,6 160,2 5” 164,9 160,1
6 107,1 102,0 6” 97,0 95,6
7 165,5 164,7 7’ 168,3 166,7
8 96,2 95,1 8” 97,0 95,9
9 162,0 160,1 9” 162,0 160,1
10 103,4 102,0 10” 103,4 101,8
L 131,2 129,0 17 130,7 129,0
2’ 128,0 127,2 27 128,6 128,0
3 116,2 115,6 3 121,5 121,0
4 162,0 160,1 4 158,6 157,7
5 116,6 115,6 5 116,6 115,0
6’ 132,5 1315 6’ 128,6 128,0
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Figura 4.65: Espectro de RMN de 'H de B2 (400 MHz, CD;0D).

[ - © 0 o o o =
D@ @ o~ @ - A=
& o - = @ o [,
T 7T T
1
220 230 119 220
—_— | — | ——
T Bansy’ T T T T RN T T T R R s A NEARS T T T T BARSRERSSS) T T T T EREESERLES
7.20 725 7.20 715 710 7.05 7.00 6.95 6.90 685 6.80 6.75 6.70 6.65 660

Chemical Shift (pom)

Figura 4.66: Ampliacio do espectro de RMN de 'H de B2 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.67: Ampliagéo do espectro de RMN de *H de B2 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.68: Espectro de RMN de **C de B2 (100 MHz, CD;0D).
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4.4.2 Identificacdo Estrutural do biflavondide Amentoflavona (B3)

HO o

O biflavonoide amentoflavona foi isolado do extrato etandlico das folhas
de Anacardium humile. Esta substancia foi identificada através dos dados de RMN
de *H e *C e por comparacéo com a literatura (SANNOMIYA et al., 2004).

Analisando o espectro de RMN de 'H (Figuras 4.69 e 4.70; Tabela
4.22) de B3 foi inicialmente observada a presencga de dois singletos em & 6,78 (1H)
e 0 6,82 (1H) correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-3” do anel C (Unidade | e Il),
caracteristicos de flavonas; dois dubletos em 6 6,72 (J = 8,6 Hz, 2H) e & 7,56 (J =
8,6 Hz; 2H) correspondentes aos hidrogénios H-3'/5’ e H-2’/6’ do anel B, referente a
unidade I, respectivamente. Os sinais em 6 7,15 (d, J = 8,6 Hz, 1H), & 8,00 (dd, J =
8,6 € 2,4 Hz; 1H) e 6 7,98 (d, J = 2,6 Hz, 1H) caracterizavam a disubstituicdo do anel
B da unidade Il. A presenca de um singleto em & 6,41 integrando para um
hidrogénio, correspondente ao H-6 e a auséncia do sinal que poderia indicar a
presenca de um hidrogénio aroméatico na posicao C-8, juntamente com 0s sinais em
0 120,0 e & 104,0 (Figura 4.71, Tabela 4.23) mais desblindados em relagcdo aos
sinais observados em & 1158 e ®& 94,0 para os carbonos C-3’e C-8”,
respectivamente, auxiliaram na identificacdo da ligacdo entre as duas flavonas (I e

(AR

II), que ocorre entre as posi¢cdes C-3’/C-8, caracterizando assim, o biflavonoide
amentoflavona (B3). As demais atribuicdes estdo de acordo com os dados da

literatura para o composto B3 (SANNOMIYA et al., 2004).
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Tabela 4.22: Dados de RMN de *H de B3 e comparac&o com a literatura.

B3 SANNOMIYA et al., 2004
(400 MHz, DMSO-ds) (500 MHz, DMSO-d5)
3 6,78 (s) 6,76 (S)
6 6,41 (s) 6,33 (s)
26’ 7,56 (d, J=8,6 Hz) 7,58 (d, J=8,5 Hz)
35" 6,72 (d, J=8,6 Hz) 6,69 (d, J=8,5 Hz)
3 6,82 (s) 6,81 (s)
6" 6,19 (d, J=2,6 Hz) 6,18 (d, J=2,5 Hz)
g 6,46 (d, J=2,6 Hz) 6,43 (d, J=2,5 Hz)
o 7,98 (d, J=2,4Hz) 7,98 (d, J=2,5 Hz)
5 8,00 (dd, J=8,6 € 2,4 Hz) 7,97 (dd, J=8,5 e 2,5 Hz)
6 7,15 (d, J=8,6 Hz) 7,09 (d, J=8,5 Hz)

154



Tabela 4.23: Dados de RMN de *C de B3 e comparacdo com a literatura

Parte | — Identificacdo Estrutural

C

4

5,

B3

100 MHz, DMSO-

SANNOMIYA et al.,
2004

C

B3

100 MHz, DMSO-

SANNOMIYA et al.,
2004
125 MHz, DMSO-dg

102,9
181,7
163,7

98,7
164,1

94,0

116,3

de 125 MHz, DMSO-d; de
163,75163,2—2”161,8
102,7 102,6 3” 103,0
182,2 182,0 4” 181,4
161,5 161,5 5” 163,9
98,6 98,9 6” 98,9
160,6 160,7 7’ 164,2
104,0 104,0 8” 94,1
160,0 159,7 9” 160,6
103,7 103,7 10” 103,7
121,3 121,4 1°” 121,4
128,2 128,2 2 131,0
115,8 115,8 3 120,0
161,1 161,0 47 161,1
115,8 115,8 5 116,3
128,2 128,2 6’ 1279

6!

127,8
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Figura 4.70: Ampliacdo do espectro de RMN de *H de B3 (400 MHz, DMSO-dg).
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Figura 4.71: Espectro de RMN de *C de B3 (100 MHz, DMSO-d).

4.4.3 ldentificacdo Estrutural do Biflavondide Agatisflavona (B4)

OH O biflavondide agatisflavona
(B4) foi isolada através do fracionamento
da particdo acetato de etila do extrato
metandlico dos  frutos de @ S.
terebinthifolius. Esta substancia foi
identificada através de RMN de 'H e
HSQC e por comparagdo com a
literatura (CARVALHO et al., 2008;
SVENNINGSEN, 2006 ).
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Analisando o espectro de RMN de *H (Figura 4.72, Tabela 4.24) de B4,
foi observada a presenca de dois singletos em & 6,64 (1H) e & 6,57 (1H)
correspondentes aos hidrogénios H-3 e H-3” do anel C, caracteristicos de flavonas;
dois dubletos em & 6,93 (J = 9,0 Hz, 2H) e 6 7,88 (J = 9,0 Hz; 2H) correspondentes
aos H-3’/5’ e H-2'/6’, respectivamente, e dois dubletos em & 6,73 (J=9,0 Hz; 2H) e &
7,53 (3 = 9,0 Hz, 2H) atribuidos aos H-3"/5” e H-2’/6’” do anel B (Figura 4.72).

Foi observado também um sinal em & 6,36 (s, 1H) correspondente ao
H-6" porém nao observado nenhum sinal para H-8”, mostrando assim que a ligacéo
entre as flavonas ocorria entre as posicbes C-8’/C-6, caracterizando assim, a

substancia agatisflavona (B4).

Todos os sinais de hidrogénios observados no espectro de RMN de H*
foram atribuidos e correlacionados a seus respectivos carbonos através do mapa de
correlacdo HSQC (Figura 4.73, Tabela 4.24). Essas atribuigbes foram confirmadas

através dos dados da literatura.

Tabela 4.24: Dados de RMN de H de B4 e comparagdo com a literatura.

B4 CARVALHO, ,  SVENNINGSEN et al,
H 400 MHz, CD;0D 2008 c B4 2006"
200 MHz, CD;0D
3 6,64 (S) 6,66 (S) 3 | 102,26 102,77
8 6,68 (s) - 8 | 9330 93,30
2 | 7,88(d, J=9,0 Hz) 789 (d, J=8,0Hz) | 2 | 128,04 128,46
3 | 6,93(d, J=9,0 Hz) 6,94 (d,J=8,0Hz) | 3 | 11518 115,79
5 | 6,93 (d, J=9,0 Hz) 6,94(d, J=80Hz) | 5 | 11518 115,79
6 | 7,88(d, J=9,0 Hz) 7.89(d, J=80Hz) | & | 128,04 128,46
3” 6,57 (s) 6,66 (S) 3” | 101,90 102,51
6" 6,36 () 6,34 (s) 6" | 9871 98,46
2 | 7,53(d, J=9,0 Hz) 754 (d, J=8,0Hz) | 2 | 127.8 127,95
3" | 6,73(d, J=9,0 Hz) 6,73 (d, J=8,0Hz) | 3™ | 11550 115,91
57 | 6,73 (d, J=9,0 Hz) 6,73 (d,J=8,0Hz) | 5" | 11550 115,91
6 | 7,53(d, J=9,0 Hz) 754 (d,J=8,0Hz) | € | 127.8 127,95

I EEEEE————
$ 400 MHz, CD;0D / 100 MHz, DMSO-d¢
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Figura 4.72: Espectro de RMN de 'H de B4 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.73: Mapa de correlagfes HSQC de B4 (400 MHz, CD;0D).
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4.5.1 Identificacdo estrutural do &cido elagico (F1)

A substancia F1 apresentou-se
como um po6 amarelo, pouco solavel até
nos solventes de alta polaridade e foi
identificada através RMN de 'H e *°C e
por comparacdo com a literatura (BRACA
et al, 2003).

OH

A andlise do espectro de RMN de 'H da substancia (Figura 4.74,
Tabela 4.25) indicou um unico sinal em & 7,25 (s). Com base nos dados espectrais
obtidos no RMN de *C (Figura 4.75, Tabela 4.25), foi observado um sinal em &
160,1, caracteristico da funcéo lactona a-B-insaturada do acido elagico, além dos
demais sinais tipicos desta substancia. Através dos dados comparados a literatura
(BRACA et al, 2003), foi proposta a estrutura do acido elagico.

Tabela 4.25: Dados de RMN de 'H de F1 e comparac&o com a literatura

F1 BRACA et al, 2003 F1 Llet al, 1999
H/C | 400 MHz, DMSO 500 MHz, CD;0D 100 MHz, DMSO 125 MHz, CD;0D
11 107,35 106,8
202 135,9 136,2
3/3” 135,9 139,7
4/4” 149,1 148,2
5/5” 7,25 (s) 7,37 (s) 107,3 109,8
6/6” 113,6 112,4
717 160,1 159,1
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Figura 4.74: Espectro de RMN de *H de F1 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 4.75: Espectro de RMN de **C de F1 (100 MHz, DMSO-dg).
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4.5.2 Identificacdo estrutural dos compostos fendlicos (F2, F3 e F4)

COOR,
F2 - R;= OH; R,=H
F3 - R,=R,=H
Ri oH F4 — R;=H; R, = CH,CH;

OH

Os compostos fendlicos F2 a F4 foram identificados através dos dados
de RMN de *H, Cosy, HMBC e HSQC e por comparacdo com a literatura (BRACA et
al, 2003; SILVERSTEIN, 1991).

A anélise do espectro de RMN de *H de F2 (Figura 4.76, Tabela 4.26)
indicou um Unico sinal em & 7,04 (s). Com base nos dados espectrais obtidos e nos
dados relatados na literatura (BRACA et al, 2003), foi proposta a estrutura do acido
gélico.

Na analise do espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos F2,
F3 e F4 (Figura 4.77 e Tabela 4.27) observou-se que em conjunto, pareciam ser
caracteristicas de um flavonoide, porém ao analisar a CCDA observou-se manchas
muito proximas e, quando borrifadas com o revelador vanilina sulfarica e posterior
aguecimento, ficavam incolores, diferentemente dos flavonoides anteriormente
isolados. Com relacdo ao espectro de RMN de H, foi observado um sinal em & 7,03
(s), que poderia ser atribuido a um hidrogénio de anel aromatico cujos H séo
quimica e magneticamente equivalentes (F2 - acido galico). Os sinais em & 6,77 e &
6,79 (ambos d, J = 8,0 Hz) seriam caracteristicos de hidrogénios de anéis p-
substituidos. Outros sinais em & 7,39 (d, J = 2,0 Hz) e & 7,42 (m) poderiam estar
relacionados a hidrogénios de anéis aromaticos trisubstituidos. Através das varias
correlagcbes observadas em ambos os espectros: Cosy, HSQC e HMBC, pode-se
confirmar a presenca de trés compostos fendlicos. Baseando-se nos dados
espectrais obtidos e por comparacdes com dados da literatura (BRACA et al, 2005;
SILVERSTEIN, 1991) as estruturas dos acidos benzdicos: acido galico (F2),
protocatequinico (F3) e protocatequinico acetilado (F4) foram confirmados.
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Tabela 4.26: Dados de RMN de *H e **C de F2 e comparac&o com a literatura

H/C 400 MHz, CD;0D

F2 BRACA et al, 2005

500 MHz, CD3;0D

F2

100 MHz, CD3;0D

BRACA et al,

2005

125 MHz, CD;0D

2/6

COOH

7,03 (s)

7,04 (s)

128,0

110,0

146,0

139,7

146,0

168,0

122,5
110,3
146,3
139,5

*%

171,0

Tabela 4.27: Dados de RMN de *H e *C de F3 e F4

F3 F4 F3 F4
H/IC 400 MHz, CD;0OD 400 MHz, CD;0D 100 MHz, 100 MHz,
CD;0D CD;0D
|
1 124,4 124,4
2 7,39 (dl, J =8,0 Hz) 7,39(d,J=2,0 117,6 117,6
Hz)
3 151,0 151,0
4 146,0 146,0
5 6,77 (dl, J =8,0 Hz) 6,79 (dl,J=8,0 115,6 116,8
Hz)
6 7,42 (m) 7,42 (m) 123,3 123,3
COOCH,CH;4 1,34 (t,J=6,0 171,3 171,3
Hz)
4,27 (q,J=6,0 14,5/61,3
Hz)
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Figura 4.76: Espectro de RMN de 'H de F2 (400 MHz, CD;0D).
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Figura 4.77: Espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos fendlicos F2, F3 e F4 (400
MHz, CD30D).
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Figura 4.78: Espectro de Cosy da mistura dos compostos fenélicos F2, F3 e F4 (400 MHz, CD5;0D).
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4.6 Identificacao estrutural dos Triterpenos

4.6.1 Identificacdo estrutural dos triterpenos acido masticadiendico (T1)

e eschinol (T2).

21 24 27 21 24 27

/
é

COOH
26

T1 T2

Os triterpenos, acido masticadiendico (T1) e Eschinol (T2) foram
isolados do extrato diclorometéanico dos frutos de Schinus terebinthifolius. Ambos
foram identificados através de experimentos de RMN de 'H e *3C (Figuras 4.81 a
4.85, Tabelas 4.28 a 4.29) e por comparac6es com a literatura (JAIN et al., 1995,
MULHOLLAND et al., 1994; MAKINO et al., 2004). Nos espectros de RMN de 'H de
T1 e T2 (Figuras 4.81 e 4.84, Tabela 4.28) foram observadas a presenca de seis
singletos na regido entre & 0,81-1,92, referentes aos hidrogénios metilicos ligados a
carbonos terciarios. Esses dados, juntamente com os sinais em & 6,09 (t, J = 7,2 Hz,
H-24) e & 5,31 (dd, J = 6,0 e 3,0 Hz, H-7) referentes aos hidrogénios olefinicos,
sugeriram a natureza dos triterpenos T1 e T2 como tendo o esqueleto do tipo
tirucalano. O espectro de RMN de **C de T1 (Figuras 4.83, Tabela 4.29) apresentou
30 sinais na regido de 6 12,0 a 6 217,0. A presencga dos sinaisem 6 217,2e 0 173,4
indicou a existéncia de uma carbonila em C-3 e uma carboxila em C-26,
respectivamente, indicando ser o triterpeno acido masticadiendico. Um sinal em &
3,47 (t, J =2,8 Hz), integrando para um hidrogénio, observado no espectro de RMN
de *H de T2 caracterizou a presenca de um hidrogénio carbindlico, indicativo de um
grupo hidroxila em C-3. A constante de acoplamento para este sinal sugeriu a

posigao a para o grupo hidroxila. Os sinais observados nos espectros de RMN de *H
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e 3C estdo de acordo com os dados da literatura para as substancias T1 e T2
(MAKINO et al., 2004; MULHOLLAND et al., 1994).

Tabela 4.28: Dados de RMN de 'H de T1 e T2 e comparacdo com a literatura

MULHOLLAND et al.,
T1 1994 T2 MAKINO et al., 2004
MAKINO et al. ,2004

H (400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCl35) (400 MHz, CsDsN)

1 1,80 (m) 1,80 (m) 1,50 (m) 1,45 (m)
2,20 (m) 2,20 (m) 2,20 (m) 1,98 (m)

2 2,75(dt, J=14,4e 2,78 (dt,J=14,7e5,9) 2,55 (m) 1,84 (dl, J = 9,6 Hz)
2:(’)2()m) 2,40 (m) 2,40 (m) 2,01 (m)

3 3,47 (t, J =2,8 Hz) 3,69 (sl)

5 2,22 (m) 2,22 (m) 2,22 (m) 2,22 (m)

6 1,98 (m) 1,98 (m) 1,98 (m) 1,98 (m)

7 5,31 (t, J =6,0 Hz) 5,36 (sl) 5,26 (t, J =3,0 Hz) 5,36 (sl)

9 2,50 (m) 2,50 (m) 2,45 (m) 2,50 (m)

11 1,60 (m) 1,50 (m) 1,60 (m) 1,50 (m)

12 1,75 (m) 1,57 (m) 1,75 (m) 1,75 (m)

15 1,47 (m) 1,47 (m) 1,47 (m) 1,47 (m)
1,60 (m) 1,60 (m) 1,60 (m) 1,60 (m)

16 1,32 (m) 1,32 (m) 1,32 (m) 1,32 (m)
2,03 (m) 2,03 (m) 2,03 (m) 2,03 (m)

17 1,57 (m) 1,57 (m) 1,57 (m) 1,57 (m)

18 0,81 (s) 0,80 (s) 0,78 (s) 0,80 (s)

19 1,00 (s) 1,00 (s) 0,83 (s) 1,00 (s)

20 1,47 (m) 1,47 (m) 1,47 (m) 1,47 (m)

21 0,89 (d, J = 6,0 Hz) 0,97 (d, J = 5,9 Hz) 0,89 (d, J=6,0 0,89 (d, J = 5,9 Hz)

22 1,30 (m) 1,30 (m) 1,3%sz) 1,30 (m)
1,68 (m) 1,68 (m) 1,68 (m) 1,68 (M)

23 2,65 (m) 2,78 (m) 2,55 (m) 2,78 (m)
2,60 (m) 2,88 (m) 2,55 (m) 2,88 (m)

24 6,09 (t, J =7,2 Hz) 6,06 (t, J =7,0 Hz) 6,08 (t, J =8,0 Hz) 6,09 (t, J =7,0 Hz)

27 1,92 (s) 1,92 (s) 1,92 (s) 2,14 (s)

28 1.12 (s) 1,12 (s) 0,98 (s) 1,17 (s)

29 1,01 (s) 1,00 (s) 0,92 (s) 0,98 (s)

30 1,05 (s) 1,05 (s) 0,95 (s) 1,05 (s)
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Tabela 4.29: Dados de RMN de **C de T1 e comparac&o com a literatura

MULHOLLAND et al., 1994
(100 MHz, CDCl5)

T1
C (100 MHz, CDCl5)
1 34,0
2 24,6
3 217,2
4 47,9
5 52,3
6 24,4
7 117,8
8 147,2
9 52,3
10 35,9
11 18,2
12 35,0
13 48,5
14 52,9
15 35,6
16 28,2
17 53,5
18 21,6
19 12,8
20 435
21 18,3
22 38,5
23 27,0
24 145,2
25 125,9
26 173,8
27 20,5
28 33,6
29 21,9
30 27,4

34,0
24,5
217,1
47,9
51,1
24,3
117,8
147,2
52,2
36,0
18,2
34,9
48,5
52,8
35,6
28,2
52,8
21,6
12,7
43,5
18,3
38,5
26,9
145,9
125,8
173,4
20,5
33,6
21,9
27,4
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Figura 4.85: Ampliacdo do espectro de RMN de T2 (400 MHz, CDCly).

4.6.2 Identificacdo estrutural do conjunto de Triterpenos: Acidos

Masticadiendico (T1l), Isomasticadiendico

Oleanénico (T5)

\\\\\m

T4

O conjunto de triterpenos,

172

2
Z
2

acidos

(T3), Mordnico

HOOC

T5

(T4) e

Masticadiendico  (T1),
Isomasticadiendico (T3), Morbdnico (T4) e Oleandnico (T5) foi isolado do extrato
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hexéanico dos frutos de Schinus terebinthifolius. As substancias apos a derivatizacao
com diazometano, os ésteres triterpénicos foram identificadas através de RMN de *H
e 1°C e via CG/EM.

Através do cromatograma obtido via CG/EM foi possivel observar a
presenca de quatro compostos com pesos moleculares idénticos, se tratando entdo

de um conjunto de isdmeros triterpénicos.

Através da analise do cromatograma foi possivel verificar a presenca
de quatro sinais com tempos de retencdo em 21,3 min, 21,7 min, 22,9 min e 24,2
min. Através dos espectros de massas referentes aos picos com 0s tempos de
retencdo em 21,3 min (Figura 4.87) e 21,7 min (Figura 4.88), foi observada a
presenca de fragmentos caracteristicos de triterpenos do tipo oleandnico com m/z
203 e 189 (Esquema 4.4). Segundo Nicholson e colaboradores (2011), a abundéancia
dos fragmentos com m/z 203 e 189 caracterizam certos triterpenos, neste caso a
relacdo de maior abundancia do ion m/z 203 caracteriza a presenca do &acido

oleandnico (éster) (T5) e do ion m/z 189 o acido morénico (éster) (T4).

Analisando os espectros de massas referentes aos picos com tempos
de retencdo de 22,9 min (Figura 4.89) e 24,2 min (Figura 4.90), foi possivel verificar
a presenca de triterpenos do tipo tirucalano, os &cidos isomasticadiendico (T3) e
masticadienoico (T1), respectivamente, através dos fragmentos caracteristicos de
m/z 257 e 421. Os espectros de massas dos isbmeros Tl e T3 ndo apresentam
diferencas significativas em suas fragmentacdes que pudessem auxiliar na
identificagdo das duplas ligacdes existentes nos mesmos. Deste modo, analisou-se
entdo o espectro de RMN de **C (Figura 4.92) do conjunto de triterpenos, onde foi
possivel observar os sinais em & 117,8 (C-7) e d 145,9 (C-8) que caracterizavam a
dupla ligacéo entre os carbonos C-7 e C-8 no composto T1, ja os sinais em & 134.7
(C-8) e & 132,7 (C-9) correspondentes a dupla ligacdo entre C-8 e C-9 foram
atribuidos ao composto T3.
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Figura 4.86: Cromatograma do conjunto de ésteres triterpenos T1, T3, T4 e T5.
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Figura 4.87: Espectro de massas da substancia T5 (tr. = 21,3 min.)
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Figura 4.88: Espectro de massas da substancia T4 (tr. = 21,7 min.)
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Figura 4.89: Espectro de massas da substancia T3 (tr. = 22,9 min.)
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Figura 4.90: Espectro de massas da substancia T1 (tr. = 24,2 min.)
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Esquema 4.4: Proposta de fragmentacdes do composto T4.

175



Parte | — Identificacdo Estrutural

m/z 468

m/z 133
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Esquema 4.5: Proposta de fragmentacfes do composto T5.
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Esquema 4.6: Proposta de fragmentagdes do composto T1 e T3
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Figura 4.92: Espectro de RMN de ** C do conjunto dos ésteres triterpénicos: T1, T3, T4 e T5.
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Tabela 4.30: Dados de RMN de “*C da substancia T1 e T3 e comparacao com a literatura

| AcMestoadindico g3 papaseioscral 2006
C (100 MHz, (100 MHz, CDCL;) (100 MHz, (100 MHz,CDCl3)
CDCl) CDCl3)
|
1 34,0 34,0 35,6 35,5
2 24,4 24,5 34,6 34,6
3 217,0 217,1 218,3 218,3
4 47,8 47,9 47,3 47,2
5 51,1 51,1 51,5 51,4
6 24,4 24,3 20,3 20,2
7 117,8 117,8 27,5 27,4
8 145,9 147,2 134,7 134,6
9 52,2 52,2 132,7 132,6
10 35,9 36,0 37,1 37,1
11 18,2 18,2 28,1 28,0
12 35 34,9 30,7 30,7
13 48,4 48,5 50,1 50,0
14 52,8 52,8 50,1 50,0
15 35,6 35,6 29,7 29,7
16 28,1 28,2 21,4 21,3
17 52,8 52,8 50,1 50,0
18 21,5 21,6 15,6 15,5
19 12,7 12,7 20,3 20,5
20 43,4 43,5 36,4 36,40
21 18,2 18,3 18,6 18,5
22 38,43 38,5 35,9 35,8
23 26,6 26,9 26,9 26,8
24 144 145,9 146,0 147,4
25 126,4 125,8 126,5 125,8
26 168,5 173,4 168,5 173,4
27 20,6 20,5 19,8 19,7
28 33,5 33,6 21,1 211
29 21,8 21,9 26,7 26,7
30 27,3 27,4 24,2 24,2
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Tabela 4.31: Dados de RMN de “*C das substancias T4 e T5 e comparacao com a literatura.

E o et s E Eona i
C (100 MHz, CDCls) (75 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCl5) (75,0 MHz, CDCl5)
I ———
1 39,9 39,7 39,1 39,1
2 33,9 33,9 34,2 34,2
3 218,3 218,3 2171 216,8
4 46,9 47,1 47,5 47,3
5 54,9 54,7 55,4 55,2
6 19,6 19,5 19,6 19,5
7 33,55 33,4 32,1 32,1
8 40,5 40,4 39,3 39,1
9 50,5 50,3 46,8 46,7
10 36,9 36,8 36,8 36,6
11 21,5 21,4 23,1 23,0
12 26,0 25.9 1211 121,9
13 41,4 413 143,9 143,5
14 42,6 42,4 41,8 41,7
15 29,4 29,2 21,7 27,6
16 33,6 33,6 23,6 23,5
17 47,9 47,8 46,8 46,7
18 137,0 136,4 40,5 41,2
19 - 113,0 45,8 45,7
20 31,9 31,9 30,7 30,5
21 33,5 33,3 33,8 33,7
22 33,48 33,2 31,2 32,1
23 26,7 26,7 26,4 26,4
24 20,9 20,8 21,3 21,3
25 16,5 16,4 15,0 14,8
26 15,8 15,7 16,8 16,7
27 14,9 14,7 25,8 25,7
28 178,3 182,8 177,2 177,7
29 30,4 30,2 33,1 33,0
30 29,1 29,0 23,5 23,5
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4.6.3 Identificacdo Estrutural do Triterpeno Lupenona (T6)

O triterpeno lupenona (T6) foi
isolado do extrato diclorometénico dos
frutos de S. terebinthifolius. Sua
identificacdo foi realizada através de
RMN de *H e por CG/EM.

No espectro de RMN de 'H de T6 (Figura 4.93, Tabela 4.32), foram
observados seis singletos referentes a hidrogénios metilicos em & 0,80, 6 0,93, &
0,95, 6 1,03 e 6 1,07 (6H), e um singleto em & 1,69, correspondente aos hidrogénios
metilicos ligado a um carbono insaturado. Foram observados também um dubleto
em & 4,69 (d, J = 2,4 Hz) e um duplo dubleto em & 4,57 (dd, J= 2,4, 1,5 Hz) (Figura
4.72), sugerindo que a substancia tratava-se de um triterpeno com esqueleto
lupé@nico (PHASHANT et al, 1993).

No CG espectro de massas (Figura 4.95) foi observado o pico de ion
molecular em m/z 424, estando de acordo com sua formula molecular C3oH4s0. Os
picos em m/z 205, 218 e 189 estdo de acordo com a literatura para a substancia
lupenona (PHASHANT et al., 1993; VIEIRA JUNIOR et al., 2005).
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Tabela 4.32: Dados de RMN de *H de T6 e comparacéo com a literatura.

H T6 PHASHANT et al., 1993
400 MHz, CDCl; 100 MHz, CDCl;
= | e e
24 0,80 (s) 0,75 (s)
25 0,95 (s) 0,82 (s)
26 1,07 (s) 1,02 (s)
27 1,03 (s) 0,94 (s)
28 0,93 (s) 0,78 (s)
29 1,69 (s) 1,76 (s)
30 4,69 (d, J= 2,4) 4,63 (sl)
4,57 (dd, J=2,4 e 1,5) 4,50 (sl)
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Figura 4.93: Espectro de RMN de 'H de T6 (400 MHz, CDCl5).
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Figura 4.93: Ampliacéo do espectro de RMN de *H de T6 (400 MHz, CDCls).
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Figura 4.94: Cromatograma do composto T6 (tr. = 38,9 min.).
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Figura 1.95: Espectro de massas de T6 (I.E.=70 eV).
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Esquema 4.7: Proposta de fragmenta¢des do composto T6.

4.6.4 ldentificacdo do Esterdide Sitostenona (T7)

O esterdide sitostenona (T7) foi isolado do fracionamento do extrato
diclorometanico dos frutos de S. terebinthifolius. Esta substancia foi isolada como um sélido

branco e sua identificacéo foi realizada através dos dados de RMN de *H e por CG/EM.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.97) apresentou dois singletos em & 5,73 e

0 0,71, relativo aos hidrogénios H-4 e H-18, respectivamente. Na regido mais blindada,

observou-se a presenca de trés singletos largos em & 0,81, & 0,83 e & 0,85 relativos aos

hidrogénios H-27, H-26 e H-29, respectivamente. Outros sinais entre & 1,20-2,45
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observados no espectro de RMN de 'H foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos e

metinicos do esqueleto esteroidal.

O espectro de massas do pico com tempo de retencdo 39,0 min, referente ao
composto T7 (Figura 4.96) apresentou o pico do ion molecular m/z 412, sendo compativel a
formula molecular da substancia T7. No esquema 4.6, estdo representadas algumas das

fragmentacbes para T7.

100.0 43

75.0 124

50.04

25.0
135

9 207 229
I|| L 173 208 | 253 290 412
0.0- T L III L I. L T + T L T L 1 T T T T L
500 75.0 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000

Figura 4.96: Espectro de massas da substancia (T7) (1.E.=70 eV).

—‘4

m/z 412

m/z 124 m/z 229

CH, m/z 289
¢

Esquema 4.8: Proposta de fragmentacdes do composto T7.
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Tabela 4.33: Dados de RMN de 'H de T7 e comparac&o com a literatura

T7 ARA et al., 2009
" (400 MHz, CDCly) (400 MHz, CDCly)
4 5,73 (s) 5,74 (s)

18 0,71(s) 0,72 (s)

19 1,18 (s) 1,19 (s)

21 0,92 (d, J=7,2 Hz) 0,93 (d, J =6,6 Hz)
26 0,83 (sl) 0,84 (d, J=6,8 Hz)
27 0,81 (s) 0,82 (d, J=6,8 Hz)

29 0,85 (sl) 0,85 (t, J=7,2 Hz)

[N

Mot A A A A A A A A A A A A A A A A A A 0000000000000 00000

L o ————— ol 2
= =

o3
ia

3.60 =
2.68 =
3.68
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2.66
277

1

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 4.97: Espectro de RMN de *H de T7 (400 MHz, CDCl,)
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4.6.5 Identificacao estrutural de 3-O-B-glucopiranosil sitosterol (T8)

A substancia T8 foi isolada do extrato diclorometanico dos frutos de Schinus
terebinthifolius e a sua estrutura foi determinada com base em experimentos de RMN de *H
e *C e por comparacdo com dados da literatura (SAKAKIBARA et al., 1983).

Através dos espectros de RMN de 'H de T8 (Figuras 4.98) observou-se um
dubleto em 6 5,07 (J = 7,6 Hz) e um sinal em & 102,5 no espectro de RMN de 3¢
correspondente ao H-1' e o C-1’, ja os sinais nas regibes 6 4,00 a 5,20 referentes aos

hidrogénios carbindlicos também foram observados.

O espectro de RMN de 'H de T8 mostra varios sinais nas regides de 6 0,67 a
2,76 indicando a presenga de hidrogénios metilicos e metilénicos caracteristicos do

esqueleto esteroidal.

Os sinais observados no espectro de RMN de '*C (Tabela 4.34) estdo de

acordo com os dados da literatura para o esteréide 3-8-O-B-glucopiranosil sitosterol.
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Tabela 4.34: Dados de RMN de **C de T8 e comparacdo com a literatura.

T8 SAKAKIBARA et al., (100T,?,|HZ’ SAKAK'EQ/ESA etal,
. (183(’\432’ (100 Mlé’fCDClg) . CDCl3) (100 MHz, CDCls)
|

1 37,5 375 19 19,5 19,4

2 30,3 30,2 20 36,4 36,4

3 78,5 78,5 21 19,0 19,1

4 40,0 40,0 22 34,2 34,3

5 140,9 140,9 23 26,3 26,5

6 122,0 121,8 24 46,0 46,0

7 32,2 32,2 25 29,4 29,5

8 32,1 32,1 26 19,2 19,2

9 50,3 50,3 27 20,0 20,0

10 37,0 36,9 28 23,4 23,4

11 21,3 21,3 29 12,2 12,2

12 39,3 39,3 v 102,6 102,5

13 42,5 42,5 74 75,4 75,3

14 56,8 56,9 3 78,6 78,6

15 24,5 24,5 4 71,7 71,7

16 28,6 28,6 5 78,1 78,4

17 56,2 56,3 6 62,8 62,8

18 12,0 12,0

187



Parte | — Identificacdo Estrutural

Pyridine-d5

%2}
=-
=

Pyridine-d5

Pyridine-d5

- €eCL— -

- 1eL'8— -

000°0— -

606°0
826°0
96°'0-F ~ ——
vmm.o%

TT0'T \
00T'T
192°T
6.2°T
1621
10T
wLT
2sLT
v68'T
9/6'T
s8yef
mﬁm.w\
€Lz
BEN*
v9LT

5190
069°0

898°0

oww.o% _

B

otEY
6Ty

vev v~
e

196t
9951
6851
S6S't

omo.mu\w
S.0°S

wmm.m\“
0LE°S

166°€
[2A0n4
€601
88¢'t
mom.%%

265 L—

Figura 4.98: Espectro de RMN de 'H de T8 (400 MHz, Piridina-ds).
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Figura 4.99: Ampliacdo do espectro de RMN de T8 (400 MHz, Piridina-ds).
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Figura 4.100: Espectro de RMN de **C de T8 (100 MHz, Piridina-ds).
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4.7 Derivatizacdes do acido masticadiendico

Com o intuito de avaliar as relacdes entre estrutura/atividade do acido
masticadiendico (T1) sobre o0s ensaios biolégicos propostos neste projeto,
modificagcdes estruturais para obtencdo de novos derivados do composto
T1 foram realizadas (Figura 4.101). Para explorar os efeitos dos substituintes nas
posicoes C-3 e C-26 sobre a avaliacao biologica, primeiramente T1 foi convertido em
seu éster metilico T1-A (obtida pelo tratamento de T1 com diazometano). Ja para a
sintese do composto T1-B o composto T1 foi tratado com NH,OH em MeOH sob
refluxo (65 °C). Os derivados T1-A e T1-B do &cido masticadientico foram
caracterizados através de andlises dos espectros de RMN de *H e **C, CG/EM e por

comparacoes da literatura.

(i) CH2Ny; (i) NH,OH/HCI MeOH (refluxo)

Figura 4.101: Derivatizacdes do acido masticadienoico (T1).
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21 24 27

Através da andlise do cromatograma (Figura 4.102) foi possivel
verificar um pico 24,2 min (Figura 4.103), ja para o espectro de massas do mesmo,
observou-se a presenca do pico do ion molecular de m/z 468, estando de acordo
com sua formula molecular C31H4303. Comparando os espectros RMN de H do
acido triterpénico T1 e seu derivado T1-A (Figura 4.104 e 4.105, Tabela 4.35) foi
possivel verificar a formacao do éster metilico, através da presenca de um singleto
em & 3,71 integrando para trés hidrogénios, caracteristico de um grupo metoxila. No
Esquema 4.9 estdo apresentadas algumas das fragmentacdes para o derivado T1-
A. Os dados RMN de *3C (Figuras 4.106 e 4.007, Tabela 4.36) estdo de acordo com
os dados da literatura para o derivado T1-A.

(x1,000,000)
50{TC

40
3.0

20]

:' | .

A.5I.U. o .7I.5. o '1d.0. o '15.5' o '15]).0' - '1'}.5' o .2d.0' o .2i5' o .25.0. i .2'}.5. T 0

Figura 4.102: Cromatograma do composto T1-A.
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Figura 4.103: Espectro de massas do composto T1-A.
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Esquema 4.9: Proposta de Fragmentacdes do composto T1-A.
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Tabela 4.35: Dados de RMN de *H dos compostos T1-A e comparacdo com a literatura

Composto T1-A

H (400 MHz, CDCl53)

1 1,80 (m)
2,20 (m)

2 2,73 (dt,J=14,5€e5,3)
2,36 (m)

5 2,20 (m)

6 1,98 (m)

7 5,28 (sl)

9 1,50 (m)

11 1,60 (m)

12 1,75 (m)

15 1,47 (m)
1,60 (m)

16 1,32 (m)
2,03 (m)

17 1,57 (m)

18 0,78 (s)

19 0,98 (s)

20 1,47 (m)

21 0,88 (d, J=6,4 Hz)

22 1,30 (m)
1,68 (m)

23 2,50 (m)
2,50 (m)

24 5,91 (t, J =7,6 Hz)

27 1,87 (s)

28 1,10 (s)

29 0,98 (s)

30 1,02 (s)

T1
(400 MHz, CDCly)

1,80 (m)
2,20 (m)

2,75 (dt, J = 14,4 e 5,2)

2,40 (m)
2,22 (m)
1,98 (m)
5,31 (t, J =6,0 Hz)
1,50 (m)
1,60 (m)
1,75 (m)
1,47 (m)
1,60 (m)
1,32 (m)
2,03 (m)
1,57 (m)
0,81 (s)
1,00 (s)

1,47 (m)
0,88 (d, J =6,0 Hz)
1,30 (m)
1,68 (m)
2,65 (m)
2,60 (m)
6,09 (t, J =7,2 Hz)
1,92 (s)

1.12 (s)

1,01 (s)

1,05 (s)

MULHOLLAND et al., 1994
MAKINO et al. ,2004
(400 MHz, CDCly)
1,80 (m)

2,20 (m)

2,78 (dt,J=14,7 e 5,9)
2,40 (m)

2,22 (m)

1,98 (m)

5,36 (sl)

2,50 (m)

1,50 (m)

1,57 (m)

1,47 (m)

1,60 (m)

1,32 (m)

2,03 (m)

1,57 (m)

0,80 (s)

1,00 (s)

1,47 (m)

0,97 (d,J=5,9 Hz)
1,30 (m)

1,68 (m)

2,78 (m)

2,88 (m)

6,06 (t, J =7,0 Hz)
1,92 (s)

1,12 (s)

1,00 (s)

1,05 (s)
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Tabela 4.36: Dados de RMN de **C dos compostos T1-A e T1 e comparacéo com a literatura
I ———

O

Composto T1-A
(100 MHz, CDCls)

T1

(100 MHz, CDCly)

MULHOLLAND et al., 1994

(100 MHz, CDCly)

© 0 N o 0o b~ w N P

[N
o

11

34,0
24,4

216,9

47,8
51,1
24,4

117,7
145,9

52,2
35,9
18,2
35,0
48,4
52,8
35,6
28,1
52,8
21,5
12,7
43,4
18,2
38,4
26,6

144,0
126,4
168,5

20,6
33,5
21,8
27,3

34,0
24,6

217,2

47,9
52,3
24,4

117,8
147,2

52,3
35,9
18,2
35,0
48,5
52,9
35,6
28,2
53,5
21,6
12,8
43,5
18,3
38,5
27,0

145,2
125,9
173,8

20,5
33,6
21,9
27,4

34,0
24,5
217,1
47,9
51,1
24,3
117,8
147,2
52,2
36,0
18,2
34,9
48,5
52,8
35,6
28,2
52,8
21,6
12,7
43,5
18,3
38,5
26,9
145,9
125,8
173,4
20,5
33,6
21,9
27,4
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Figura 4.106: Espectro de RMN de **C do composto T1 (100 MHz, CDCls).
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Figura 4.107: Espectro de RMN de **C do derivado T1-A (100 MHz, CDCls).
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Derivado T1-B

O Derivado T1-B foi caracterizado através dos dados de RMN de *H e
13C e por comparacdes dos dados do composto T1 com a literatura.

No espectro de RMN de *H (Figuras 4.108, Tabela 4.37) foi observado
a presenga de seis singletos referentes a hidrogénios metilicos em & 0,78, 6 0,92,
0,99, 6 1,11, 0 1,13, & 1,92 e varios sinais entre © 1,20 a 6 2,50. Foram observados
também sinais em & 6,03 (t, J = 6,0 Hz, H-24) e & 5,27 (sl, H-7) referente aos

hidrogénios olefinicos tipicos do acido masticadiendico (T1).

A presenca do sinal em 0 3,33 (dt, J = 14,0 e 4,0 Hz, H-2a) auxiliou na
caracterizagao da fungdo oxima no derivado T1-B, visto que, os pares eletronicos do
oxigénio da funcdo oxima causam um efeito anisotropico desprotetor sobre os
nacleos proximos, ocasionando assim, a desblindagem de hidrogénio H-2a que

anteriormente era observado em & 2,75 (dt, J = 14,0 e 5,2 Hz).

O espectro de RMN de *3C mostrou (Figuras 4.109, Tabela 4.38) varios
sinais na regido de & 12,0 a & 173,0. A presenga do sinal em & 168,0 indicou a
formacdo da oxima na posicao C-3, visto que o sinal em & 216,0 caracteristico da

carbonila em C-3 nao foi mais observado.
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Tabela 4.37: Dados de RMN de *H de T1-B e T1 em comparacdo com a literatura

23

24
27
28
29
30

Derivado T1-B
(400 MHz, CDCl5)
1,80 (m)
2,20 (m)
3,33 (dt, J=14,0e 4,0)
2,00 (m)
2,20 (m)
1,98 (m)
5,27 (sl)
1,50 (m)
1,60 (m)
1,75 (m)
1,47 (m)
1,60 (m)
1,32 (m)
2,03 (m)
1,57 (m)
0,78 (s)

0,92 (s)

1,47 (m)
0,88 (d, J=6,0 Hz)
1,30 (m)
1,68 (m)
2,50 (m)
2,50 (m)
6,02 (t, J =7,6 Hz)
1,92 (s)

1,13 (s)

0,99 (s)

1,11 (s)

Composto T1
(400 MHz, CDCl5)

1,80 (m)
2,20 (m)

2,75 (dt, J = 14,4 e 5,2)

2,40 (m)
2,22 (m)
1,98 (m)
5,31 (t, J =6,0 Hz)
1,50 (m)
1,60 (m)
1,75 (m)
1,47 (m)
1,60 (m)
1,32 (m)
2,03 (m)
1,57 (m)
0,81 (s)
1,00 (s)

1,47 (m)
0,88 (d, J =6,0 Hz)
1,30 (m)
1,68 (m)
2,65 (m)
2,60 (m)
6,09 (t, J =7,2 Hz)
1,92 (s)

1.12 (s)

1,01 (s)

1,05 (s)

MULHOLLAND et al., 1994
MAKINO et al. ,2004
(400 MHz, CDClsy)
1,80 (m)

2,20 (m)

2,78 (dt,J=14,7e 5,9)
2,40 (m)

2,22 (m)

1,98 (m)

5,36 (sl)

2,50 (m)

1,50 (m)

1,57 (m)

1,47 (m)

1,60 (m)

1,32 (m)

2,03 (m)

1,57 (m)

0,80 (s)

1,00 (s)

1,47 (m)

0,97 (d,J=5,9 Hz)
1,30 (m)

1,68 (m)

2,78 (m)

2,88 (m)

6,06 (t, J =7,0 Hz)
1,92 (s)

1,12 (s)

1,00 (s)

1,05 (s)
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Tabela 4.38: Dados de RMN de **C de T1-B e T1 em comparacéo com a literatura

@]

Derivado T1-B

(100 MHz, CDCly)

Composto T1

(100 MHz, CDCly)

MULHOLLAND et
al., 1994

(100 MHz, CDCly)

© 00 N o U b w N

=Y
o

11

34,0
25,9

168,0

41,0
51,2
24,3

117,6
146,1

52,6
36,3
18,3
35,3
48,7
52,9
35,7
28,3
52,9
21,9
12,9
43,6
18,4
38,0
27,2

145,2
126,5
173,0

20,6
33,7
22,4
27,4

34,0
24,6

217,2

47,9
52,3
24,4

117,8
147,2

52,3
35,9
18,2
35,0
48,5
52,9
35,6
28,2
53,5
21,6
12,8
43,5
18,3
38,5
27,0

145,2
125,9
173,8

20,5
33,6
21,9
27,4

34,0
24,5
217,1
47,9
51,1
24,3
117,8
147,2
52,2
36,0
18,2
34,9
48,5
52,8
35,6
28,2
52,8
21,6
12,7
43,5
18,3
38,5
26,9
145,9
125,8
173,4
20,5
33,6
21,9
27,4
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Figura 4.108: Espectro de RMN de *H do derivado T1-B (400 MHz, CDCls).
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Figura 4.109: Espectro de RMN de **C do derivado T1-B (100 MHz, CDCls).
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4.8 Caracterizacdo dos complexos metalicos

4.8.1 Caracterizagéao do complexo cis-[Ru(2,2’-

bipiridina),(quercetina)](PFg),.2H,0

O espectro de IV do ligante (quercetina), complexo precursor e do
complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,O apresentaram evidéncias
da coordenacao entre o metal de transicdo (Ru-complexo precursor) e o ligante. As
frequéncias vibracionais mais caracteristicas para os complexos e o ligante séo
mostradas na Tabela 4.39 (Figura 4.110).

Tabela 4.39: Valores para as bandas caracteristicas do flavonoide quercetina,

complexo precursor’ e complexo* obtidas através do espectro de IV

cm™ Quercetina Complexc; Complexo*
precursor

u (C=0) 1668 - 1650
u (C=C) 1610 1610-1650 1610-1650
u (C=N) - 1415-1460 1415-1460
U (Ru-N) - 658 658
u (Ru-0O) - - 557
u (N-O) - - 848

# cis-Ru(Cl,)(2,2"-bipiridina),.2H,0

* cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PF¢)2.2H,0
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Através das comparacgdes dos espectros de IV do ligante (quercetina),
complexo precursor e o complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFg)2.2H-0,
importantes informacdes foram obtidas, dentre elas o aparecimento das bandas em
557 cm™ [u (Ru-O)] e 848 cm™ [u (N-O)] no complexo formado. Estas bandas nao
eram observadas nos espectros de IV do ligante e do precursor (Figura 4.110),
confirmando a formacéo do complexo cis-[Ru(2,2’-
bipiridina).(quercetina)](PF¢)2.2H20. Nota-se também através do espectro de IV que
apos 6 horas de sintese a intensidade das bandas caracteristicas do complexo
esperado eram pouco menos intensas, se comparado ao espectro do complexo
formado, indicando a possivel formacao do produto esperado. Entretanto ao analisar
outros dados, tais como o espectro de RMN de 'H da reacdo de 6 horas, foi
observado varios sinais caracteristicos dos materiais de partida, indicando que

pouco produto havia se formado.

quercetina
—— Sintese de 6 horas
cis-[RuCl,(bpy),]

— Sintese de 26 horas complexo metéalico
120~ cis-[Ru(2,2"-bipiridina)2(quercetina)](PF6)2
100 4 . WA «\{'U“‘\’/MVM

] Ru-N
= 80 658 |[=Ru-O
= ] \ 557
é 60
2 ]
2
§ 40+
= |
20+ c=0 848
1668 ™~ N-O
c=C ~c-o-c
0+ 1610 1260
1500 1000 500

NUmero de onda / cm™

Figura 4.110: Espectros de absorcdo no IV do ligante, complexo precursor cis-
Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),.2H,0 e complexo cis-[Ru(2,2’-
bipiridina).(quercetina)](PFg)2.2H20.

202



Parte | — Complexos metalicos

Todas as andlises através de RMN de 'H foram realizadas no mesmo
solvente deuterado (DMSO). Os espectros de RMN de 'H e os dados do ligante
(quercetina) (Tabela 4.40; Figura 4.111), complexo precursor cis-Ru(Cl,)(2,2’-
bipiridina),.2H,O (Tabela 4.41; Figura 4.112) e complexo cis-[Ru(2,2’-
bipiridina),(quercetina)](PF¢)..2H,0 estao listados abaixo.

A andlise do espectro de RMN de 'H do ligante (quercetina) (Figura
4.111) apresentou sinais caracteristicos de um flavonol com um sistema de
substituigdo 3,4’ no anel B com um sinalem & 7,79 (d, J = 2,0 Hz, H-2’); & 7,65 (dd,
J=9,0e20Hz H-6)e 56,99 (d, J = 9,0 Hz, H-5). Foram observados dois sinais
tipicos de um sistema de acoplamento AX no anel A, correspondentes a 2H que
mantém relacdo meta entre si, em & 6,31 (d, J = 2,0 Hz, H-6) e 6 6,52 (d, J = 2,0 Hz,
H-8). Os sinais observados no espectro de RMN de 'H estdo de acordo com os

dados da literatura para a substancia quercetina (MARKHAM, et al., 1994).

BEEEEE 5% 58 89
W 7 HS He
H-¥

H-¢’

B it At o

Figura 4.111: Espectro de RMN de *H do ligante (flavonéide-quercetina) (200 MHz,
DMSO-dg).
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Tabela 4.40: Dados de RMN de *H do ligante (quercetina).

Quercetina
H (200 MHz, DMSO)
6 6,31 (d, 7 = 2,0 Hz)
8 6,52 (d, J = 2,0 Hz)
2’ 7,79 (d, J = 2,0 Hz)
5’ 6,99 (d, 7 = 9,0 Hz)
6’ 7,65 (dd, 7 =9,0 e 2,0 Hz)

Os sinais dos prétons dos anéis da bipiridina do complexo precursor
cis-Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),.2H,O foram comparados aos dados da literatura
(BIRCHALL, et al., 1979). O espectro do RMN de 'H apresentou, na regido dos
deslocamentos quimicos de prétons ligados a anéis aromaticos, 8 sinais distintos
referentes aos 16 hidrogénios pertencentes ao precursor (Tabela 4.41), isto ocorre

devido as piridinas da bipiridina serem inequivalentes.

pom

Figura 4.112: Espectro de RMN de 'H do complexo precursor cis-Ru(Cl)(2,2'-
bipiridina),.2H,0O (200 MHz, DMSO).
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Tabela 4.41: Dados de RMN de 'H do complexo precursor cis-Ru(Cl2)(2,2'-
bipiridina),.2H,0.

Complexo precursor #

H (200 MHz, DMSO)

1/1° 10,10 (d/, 7 = 6,0 Hz) )
2/2' 7,89 (t/, J = 8,0 Hz)
3/3’ 8,18 (t/, 7 = 8,0 Hz)
4/4' 8,60 (d/, J = 8,0 Hz)
5/5' 8,75 (dl, J = 8,0 Hz)
6/6 7,80 (t, J = 8,0 Hz)
717 7,22 (t/, J = 6,0 Hz)
8/8’ 7,63 (dl, J = 8,0 Hz)

# cis-Ru(Cly)(2,2’-bipiridina),.2H,0

A Tabela 4.42 apresenta os dados obtidos de RMN de 'H para o
complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,O (200 MHz, DMSO). Os
sinais dos hidrogénios do anel aromatico da bipiridina apresentam uma série de
sinais (dubletos, tripletos e multipletos) na regido de & 6,9 a 10,2 ppm. Uma
caracteristica dos complexos polipiridinicos de Ru(ll) em posicao cis € que cada uma
das piridinas pertencentes ao anel se posicionam em posi¢cdes ndo equivalentes. O
mesmo foi observado para o complexo formado. Os anéis das bipiridinas estédo

representados pelos simbolos “ e *“.

Através da andlise do espectro de RMN de *H do complexo formado (Figura

4.113), observou-se:

o Desdobramentos dos sinais dos hidrogénios das bipiridinas, visto que, com a
complexacdo do metal Ru(ll) ao ligante (quercetina), houve mudangas no ambiente
qguimico anteriormente observado para o complexo precursor cis-Ru(Cl;)(2,2’-
bipiridina),.2H,0.
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o Dos sinais observados na regido dos sinais de prétons do anel aromatico em
0 9,65 e 6 10,17 foram atribuidos aos hidrogénios H-1" e H-1"", respectivamente. O
dubleto em & 9,65 foi atribuido ao hidrogénio H-1" devido ao efeito de blindagem
exercido pela nuvem eletrénica do anel A do flavonoide quercetina a bipiridina (“).

o Foi observado também o deslocamento de todos os sinais, tanto para o
complexo precursor quanto para o ligante (quercetina) anteriormente citados. A
confirmacgdo da complexacdo do metal Ru(ll) nas posicbes 3 e 5 do flavonoide
guercetina foi confirmada pelo efeito mesomérico (desblindagem 0,70 ppm)

observado para ambos hidrogénios H-6 e H-8.

Através de todas as comparacOes realizadas entre os espectros de
RMN de 'H do ligante, complexo precursor e complexo cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H20 (Figura 4.113) pode-se confirmar a formacéao do

produto desejado.
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Figura 4.113: Espectros de RMN de *H; a) ligante (quercetina); b) complexo precursor ; c)
complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,0 (200 MHz, DMSO).

207



Parte | — Complexos metalicos

Tabela 4.42: Dados de RMN de 'H do complexo cis-[Ru(2,2-
bipiridina),(quercetina)](PFg)2.2H,0

H Complexo metalico*
6 7,02 (s))

8 7,27 (s))

2’ 7,53 (s))

5 7,27 (s))

6’ 7,53 (s))

1” 9,65 (dl, 7 = 6,0 Hz)
2" 8,15 (m)

3" 8,37 (d,J = 8,0 Hz)
4" 8,81 (m)

57 8,81 (m)

6" 8,15 (m)

vz 7,50 (m)

8" 7,98 (m)

1" 10,17 (dl, J = 6,0 Hz)
2" 8,15 (m)

3" 8,51 (d,J = 8,0 Hz)
4" 8,85 (m)

g 8,93 (m)

6" 8,15 (m)

A 7,50 (m)

8" 7,98 (m)

* cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFg)2.2H,0
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Os espectros de absorcdo eletronica dos compostos foram obtidos na
regido entre 200-800 nm. Os flavondides exibem duas bandas de absorcdo na
regido do UV. As absorcdes entre 320-385 nm correspondem a parte do anel B, e a

absorcéo entre 240-280 nm corresponde ao anel A (Figura 4.114).

Ho7=
5
OH

Figura 4.114: Estrutura da quercetina e a divisdo das bandas (A e B) relacionadas a

absorcao no UV.

O espectro de UV do flavondide quercetina esta apresentado na Figura 4.115,
nele sao observadas as bandas em 255 e 374 nm, caracteristicas do flavonoide

quercetina.

1,8

Ligante
Quercetina

1,6 4

1,4
1 255 374

1,2

1,0 4

0,8

0,6 -

0,4 -

0,2

0,0 1

T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700
Al nm

Figura 4.115: Espectros de absor¢céo no UV do ligante (quercetina) (MeOH).
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Para o complexo precursor cis-Ru(Cl,)(2,2’-bipiridina),;.2H,O s&o
observadas varias bandas de absorcdo (245, 294, 351 e 505 nm) (Figura 4.116).
Sabe-se que informacfes obtidas através dos espectros de absor¢cdo no UV
apresentam dados significantes com relacdes aos complexos de coordenacéo.
Entretanto para os complexos com misturas de ligantes, os espectros se tornam
mais complexos, dificultando a analise de formacdo do produto formado através
desta técnica. Neste caso, semelhantes bandas de absorcdo sdo observadas em
ambos, ligante (quercetina) e o0 complexo precursor cis-Ru(Cl;)(2,2'-
bipiridina),.2H,0, dificultando assim a analise e comparacdo das informacdes
obtidas do produto formado e os das matérias de partida.

296,0
1,2 1 Complexo precursor

Ru(CI2)(2,2'-bipiridina)2.2H20

Abs

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Al nm

Figura 4.116: Espectros de absorcdo no UV do complexo precursor cis-Ru(Cl;)(2,2’-
bipiridina),.2H,0 (EtOH/H0).
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Complexo precursor cis-Ru(CI2)(2,2’-bipiridina),.2H20
2,14 —— Sintese do complexo* apdés 6 horas
E Sintese do complexo* apés 10 horas
1.8 4 Complex cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PF6),.2H20
1,5
1,2
8 -
<t 0,94
0,6
0,3 + \/
) \/_\
0,0 1 T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700
A/ nm

Figura 4.117: Espectros de absorcdo no UV do complexo cis-[Ru(2,2’-
bipiridina),(quercetina)](PF¢)2.2H,0 (EtOH/H,0).

Das técnicas de analise acima mencionadas, duas se destacaram para a
caracterizagdo do complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFg)2.2H,0: RMN
de 'H e espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (V).

4.8.2 Caracterizacdo do complexo [Cu,(Quercetina)(H,0)4]

A andlise do espectro de absorcdo no ultravioleta do ligante
(quercetina) e o complexo formado (Figura 4.118), com varredura na faixa de A 200-
600 nm forneceu dados importantes sobre o produto formado. As bandas resultantes
no espectro no UV do complexo [Cux(Quercetina)(H20)4] em metanol, permitiu
observar uma banda de absorgdo em A sx 434 nm, caracteristico da formacéao do
complexo. O deslocamento batocrémico em relacdo ao ligante pode ser explicado
pela extensdo do sistema de conjugacdo devido a formacdo do complexo. Os
deslocamentos das bandas de absor¢cdo no UV fornecem dados importantes, visto
que interacdes dos fons Cu' com a quercetina na proporcdo de 2:1 (metal/ligante)

produzem deslocamentos batocrémicos em ambas bandas de absorcao.
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Figura 4.118: Espectros de absor¢cdo no UV do ligante (quercetina) e complexo
[Cuz(Quercetina)(H20),].

Tabela 4.43: Dados do espectro no UV para o ligante (quercetina) e complexo

Compostos A max. (nm)
Banda | Banda Il
Quercetina 258 376
[Cuz(Quercetina)(H20),] 275 434

Através de comparacdes dos espectros de IV do ligante (quercetina) e
do complexo ([Cuz(Quercetina)(H.0)4] formado foram observados modificacbes que

caracterizam a formacao do complexo metalico.

No espectro de IV do ligante (quercetina) (Fig. 4.119) a banda de
absorcao na regido carbonilica aparece em 1654 cm™ [u (C=0)] e para o espectro do
complexo observou-se um deslocamento de aproximadamente 40 cm™. Esse
deslocamento sugere que a coordenacdo do ligante estd ocorrendo no grupo
carbonilico. Pode ser notado também que as frequéncias u (C-O-C) e u (C=C) sao

pouco deslocadas quando comparadas ao espectro de IV do complexo formado,
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indicando que o oxigénio do anel C ndo esta envolvido nos pontos de coordenacéo,

ja a frequéncia v (M-O) caracteristica da coordenacédo metal-ligante é observada em

621 cm™ (Tabela 4.44).

Tabela 4.44: Valores para as bandas caracteristicas do flavondide quercetina e

complexo ([Cu,(Quercetina)(H.0)4] obtidas através do espectro de IV.

cm™*

U (O-H)
u (C=0)
u (C=C)

u (C-0-C)

u (M-O)

Quercetina Complexo *
3300-3500 3134-3458
1654 1618
1560 1580
1254 1270
-- 621
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Figura 4.119: Espectro de IV (KBr) do ligante quercetina e complexo
[Cuz(Quercetina)(H20),].

Os dados de analise elementar estdo apresentados na Tabela 4.45 e
mostram os valores calculados e obtidos para o ligante (quercetina) e o complexo
[Cuz(Quercetina)(H20),].

Tabela 4.45: Dados da andlise elementar do complexo ([Cux(Quercetina)(H20)4].

Andlise encontrada  (calc.) %
Complexo C H @]
[Cuz(L)(H20)4] 35,06(35,2) 2,37(3,70) --
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Espectros de RMN de 'H foram realizados tanto para o ligante livre
quanto para o complexo formado, porém a presenca do metal paramagnética na
estrutura do composto dificultou a analise do espectro de RMN do complexo
formado. De acordo com os resultados obtidos e juntamente com dados da literatura
(Bukhari et al,. 2009; Pekal et al., 2011, Zhou et al., 2001) foi possivel propor a
estrutura do complexo [Cuz(Quercetina)(H20)4] (Figura 4.120).

o CIU(“)(Hzo)n

OH

O\\ !
““-Cu(ll)(H,0),

Figura 4.120: Estrutura do complexo [Cuy(Quercetina)(H20)4].

4.8.3: Caracterizacao do complexo [Zny(Quercetina)(H,0)4]

As andlises e discussdes para este complexo se assemelham muito as
realizadas anteriormente. Primeiramente, através de comparacfes de ambos 0s
espectros de absorcdo no UV, foi observado um deslocamento de absorcdo da
banda A nax 376 nm para A nax 434 caracteristico da formacdo do complexo (Tabela
4.121, Figura 4.46). O deslocamento batocromico em relagcdo ao ligante pode ser
explicado pela extensédo do sistema de conjugacéo devido a formacao do complexo.
Os deslocamentos das bandas de absorcédo no UV fornecem dados importantes,
visto que interacdes dos fons Zn" com o ligante na proporcdo de 2:1 (metal/ligante)

produzem deslocamentos batocrémicos em ambas bandas de absorcéo.
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Tabela 4.46: Dados do espectro no UV para o ligante (quercetina) e complexo

Compostos A max. (nm)
Banda | Banda Il
Quercetina 258 376
[Zn2(Quercetina)(H20)4] 275 437

2,0 -

— [Zn,(quercetina)(H,0) ]
—— Quercetina

1,8 4

1,6 -
1,4 4
1,2 4

ro]

0,8

Absorbance

0,6
0,4

0,2 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000

A/ nm

Figura 4.121: Espectro de absorcdo no UV do ligante (quercetina) e complexo

[Zn,(Quercetina)(H20)4).

Através de comparacdes dos espectros de IV do ligante (quercetina) e
do complexo ([Zn2(Quercetina)(H20),4]) formado foram observados modificacdes que

caracterizam a formacédo do complexo metalico.

No espectro de IV do ligante (quercetina) (Figura 4.122) a banda de
absorcdo na regido carbonilica aparece em 1654 cm™ [u (C=0)] j& para o complexo
observou-se um deslocamento de aproximadamente 38 cm™. Esse deslocamento
sugere que a coordenacao do ligante esta ocorrendo no grupo carbonilico. Pode ser
notado também que as frequéncias u (C-O-C) e u (C=C) sdo pouco deslocadas

guando comparadas ao espectro de IV do complexo formado, indicando que o
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oxigénio do anel C nao esta envolvido nos pontos de coordenacgéo, ja a frequéncia u

(M-O) caracteristica da coordenacdo metal-ligante é observada em 617 cm™ (Tabela

4.47).
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Figura 4.122: Espectro de IV (KBr) do ligante quercetina e complexo
[Zn2(Quercetina)(H20)4).
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Tabela 4.47: Valores para as bandas caracteristicas do flavondide quercetina e
complexo ([Znz(Quercetina)(H,0)4] obtidas através do espectro de IV.

1

cm’ Quercetina Complexo *

u (O-H) 3300-3500 3100-3400
u (C=0) 1654 1616
u (C=C) 1560 1570
u (C-0-C) 1254 1250
u (M-O) - 617

Os dados de analise elementar estdo apresentados na Tabela 4.48 e
apresentam os valores calculados e obtidos para o ligante (quercetina) e o complexo
[Zn2(Quercetina)(H20)4).

Tabela 4.48: Dados da andlise elementar do complexo
([Zn2(Quercetina)(H20)4](CH3CO0),(H20),

Andlise encontrada (calc.) %
Complexo C H O
[Zn2(L)(H20)4] 37,45(35,1) 2,84(3,73) --

Espectros de RMN de *H também foram realizados para caracterizacdo
do complexo, porém a presenca do metal dificultou a andlise destes dados. De
acordo com os resultados obtidos e juntamente com dados da literatura (Souza & De
Giovani 2005, Zhou et al,. 2001) foi possivel propor a estrutura do complexo
[Zn2(Quercetina)(H20)4] (Figira 4.123).
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o ZnnHO)

O !
“=Zn(I1)(H,0),

Figura 4.123: Estrutura do complexo [Znz(Quercetina)(H20)4].
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4.9 Ensaios bioldgicos

4.9.1 Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com

as espeécies Anacardium humile e Macairea urundeuva.

Os extratos das espécies Anacardium humile e Macairea urundeuva
foram submetidos a ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa
de acordo com a metodologia descrita no item 3.11.1. Os resultados foram avaliados
através das curvas de sobrevivéncia de cada tratamento em relacdo ao controle,
sobre um periodo de 25 dias, utilizando a analise estatistica através do teste de “log-

rank”.

Dos resultados obtidos nos ensaios por ingestdo em formigas
cortadeiras, observou-se os extratos MUGE, MUFE e AHFE apresentaram atividade
inseticida significativa sobre as operéarias de Atta sexdens rubropilosa, destacando-
se o0os extratos MUGE e AHFE que exibiram as maiores taxas de mortalidade,
obtendo 50% de salvas mortas ja nos primeiros dias, dentre o 2° e 4° dia do
tratamento, com mortalidade total acumulada de 90% e 84% no 25° dia,
respectivamente. Este resultado pode ser visualizado no Grafico 4.1 e na Tabela
4.49.

Grafico de Sobrevivéncia

100
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Conc. [2,0 mg/mL]
20

10

Gréfico 4.1: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com os extratos etandlicos de folhas de Anacardium humile e

galhos e folhas de Macairea urundeuva.
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Tabela 4.49: Atividade dos extratos brutos nos ensaios por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa

Espécies Parte Vegetal Extrato Sso* Sso controle
Anacardium humile Folhas AHFE 4¢ 16
Macairea urundeuva Galhos MUGE 2¢ 16

Folhas MUFE 10¢ 16

AH: Anacardium humile; MU: Macairea urundeuva; F: folhas; G: galhos; E: etandlico;
Concentracéo: 2,0mg/mL
* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

4 Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

4.9.2 Efeito das fragcbes e substancias puras do extrato etandlico das

folhas de Anacardium humile

As fracbes obtidas através da particdo liquido-liquido do extrato
etandlico das folhas de A. humile (AHFE) foram submetidas ao ensaio de ingestao
sobre as operarias de Atta sexdens rubropilosa. Analisando os resultados obtidos,
observou-se que as fracdes AHFE-A e AHFE-M foram as mais ativas, apresentando
sobrevivéncia mediana (Ssp) no 6° e 10° dia, e mortalidades de 70% e 80% no final
do experimento, respectivamente. Ja a fracdo AHFE-H ndo apresentou resultados

significativos de acordo com os dados estatisticos.

Tabela 4.50: Atividade das fracBes de AHFE nos ensaios por ingestdo em operarias
de Atta sexdens rubropilosa

Espécie Fracdes Cddigo Sgo* Sso controle
Anacardium humile Hexanica AHFE-H 15 20
AHFE - Folhas/Extrato Acetato de etila AHFE-A 6¢ 20
Etandlico Metandlica AHFE-M 10° 20

Concentracao: 2,0mg/mL / * Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

“ Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Gréfico 4.2: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com as fragBes oriundas do extrato etandlico de folhas de
Anacardium humile (AHFE).

Algumas das substancias obtidas através do estudo fitoquimico de
AHFE-A e AHFE-M foram submetidas ao ensaio por ingestdo com as operarias de

formigas cortadeiras, de acordo com a metodologia descrita no item 3.11.1.

Do estudo quimico das fracbes AHFE-A e AHFE-M foi identificado a
presenca de diversos flavonoides glicosilados, sendo a quercitrina, o flavonoide
majoritario em ambos. O biflavonoide amentoflavona foi identificado como
constituinte majoritario da fracdo AHFE-A, além de outros compostos, tais como, 0s

compostos fendlicos.

Para os compostos avaliados observou-se que nenhum apresentou
resultado estatistico significativo em relacéo ao controle (Graficos 4.3 a 4.5 e Tabela
4.51). Esses resultados indicam que nenhuma das substancias avaliadas apresenta
potencial téxico as formigas cortadeiras, sendo assim, consideradas nao ativas.
Deste modo, comparando os resultados obtidos do extrato AHFE e fragbes AHFE-A
e AHFE-M com os dados obtidos para as substancias, quercetina, quercitrina,
conjunto de flavonoides glicosilados e a ametoflavona, propde-se que a atividade
apresentada pelo extrato e fracdes seria consequéncia do efeito sinergistico, ou
algum composto em concentragdo muito pequena e que nao foi possivel isola-lo.
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Grafico 4.3: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide amentoflavona (B3).

Gréafico de Sobrevivéncia

100

90 ~—

w0 N~ S~

o T T~

60 I \\
50 I N

2 N>
w0 TN

20 AN

10

Sobrevivéencia (%)

0 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dias
Dieta pura Quercetina 0,1 mg/mL Quercitrina 0,1mg/mL

Grafico 4.4: Curva de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com os flavonoides quercetina (L1) e quercitrina (L9).
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Grafico 4.5: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com o conjunto de flavonoides glicosilados.

Tabela 4.51: Atividade dos compostos isolados do extrato das folhas de A. humile
Nnos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Substancias Cadigo Sso* Ss, controle
Amentoflavona [0,1 mg/mL] B3 25 25
Quercetina [0,1 mg/mL] L1 15 18
Quercitrina [0,1 mg/mL] L9 25 18

Conjunto de Flavonoides
. ** 25 25
Glicosilados [0,1 mg/mL]

* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias
? Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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4.9.3 Efeito das fragcbes e substancias puras do extrato etandlico das

folhas e galhos de Macairea urundeuva

As fracbes MUFE-H, MUFE-A e MUFE-M obtidas através da particao
liquido-liqguido do extrato etandlico das folhas de M. urundeuva (MUFE) foram
submetidas ao ensaio de ingestdo sobre as operarias de Atta sexdens rubropilosa.
Os resultados obtidos ap06s 25 dias de experimento foram representados através de

curvas de sobrevivéncia para cada tratamento em relacédo ao controle (Grafico 4.6).

Nesse experimento houve um aumento gradativo da mortalidade
acumulada (%) por dia durante o decorrer do tempo de experimento com taxas de
mortalidade significativas, indicando potencial téxico dessas fracdes sobre as
formigas cortadeiras. Todas as fracfes apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle, no entanto, destacam-se as fracbes MUFE-A e MUFE-M que
apresentaram sobrevivéncia mediana (Ssp) no 5° e 6° dia, e mortalidades de 100% e

82% no final do experimento, respectivamente (Tabela 4.52).
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Gréfico 4.6: Curva de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com as fracdes oriundas do extrato etandlico das folhas de
Macairea urundeuva.
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Tabela 4.52: Atividade dos extratos brutos nos ensaios por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa

Espécies Fracoes Cddigo Sgo* Sgo controle
Macairea urundeuva Hexanica MUFE-H 10° 19
Folhas — Extrato Acetato de etila MUFE-A 6° 19
Etandlico (MUFE) Metandélica MUFE-M 5¢ 19

Concentracédo: 2,0 mg/mL
* Sgp— Sobrevivéncia Mediana/Dias

4 Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

Do estudo quimico das fracbes MUFE-A e MUFE-M foi identificado a
presenca de diversos flavonoides glicosilados, sendo a miricetrina (L4) 0 composto
majoritario de ambos, além da presenca dos diversos compostos fendlicos.

Para as substancias ensaiadas observou-se que apenas o0 tratamento
com o flavonoide glicosilado miricetrina resultou em maior mortalidade acumulada de
94%, sendo o controle com o valor de 68% apés 25 dias de experimento (Grafico 4.7
e Tabela 4.53). Todas as demais substancias ensaiadas apresentaram menor
mortalidade acumulada. Esses resultados indicam que possivelmente o flavonoide
miricetrina estd relacionado aos resultados dos ensaios sobre as formigas

cortadeiras, previamente obtidos do extrato MUFE e fracbes MUFE-A e MUFE-M.

Tabela 4.53: Atividade dos compostos isolados do extrato das folhas de M.
urundeuva nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Substancias Cddigo Sso* Ss, controle
Acido galico (0,1 mg/mL) F2 25 25
Miricetina (0,1 mg/mL) L2 25 25
Miricetrina (0,1 mg/mL) L4 15,5¢ 22

* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

? Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Gréfico 4.7: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestédo com o flavonoide glicosilado miricetrina (L4).

4.9.4 Efeito das substancias isoladas do extrato etandlico dos galhos de

Macairea urundeuva

Do estudo fitoquimico do extrato MUGE foi identificado a presenca de
diversos compostos fendlicos, dentre eles, o acido elagico e gélico, constituintes

majoritarios deste extrato, além da presenca da epicatequina.

Os compostos, acido galico, elagico e a epicatequina obtidas através
do estudo fitoquimico de MUGE foram submetidas ao ensaio por ingestdo com as
operarias de formigas cortadeiras, de acordo com a metodologia descrita no item
3.11.1. Para os compostos avaliados, observou-se que o &cido elagico e a
epicatequina apresentaram resultados significativos, com sobrevivéncia mediana
(Ss0) no 14° e 6,5° dia, e mortalidades de 96% e 98% no final do experimento,
respectivamente (Graficos 4.8 e 4.9 e Tabela 4.54). Esses resultados indicam que
esses dois compostos testados apresentam potencial toxico as formigas cortadeiras.
Deste modo, comparando o resultado obtido a partir do extrato MUGE com os dados

obtidos para as substancias, o &cido elagico e a epicatequina, propfe-se que a
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atividade apresentada pelo extrato esta correlacionada a presenca desses

constituintes.
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Grafico 4.8: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com o 4cido elagico (F1).

Grafico de Sobrevivéncia
100 ———_
20 \\ \
g ® \ \
‘E ” \ \
> 60
e \ \
-g 50 \ \
Y a0
= N\ ~
30 \
20 \
10 N
0 T T |
0 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dias
Dieta Pura = Epicatequina [0,1 mg/mL]

Grafico 4.9: Curva de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com o epicatequina (F5).
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Tabela 4.54: Atividade dos compostos isolados do extrato dos galhos de M.
urundeuva nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Substancias Cddigo Seo* Sso controle
Acido elagico [0,1 mg/mL] F1 14° 21,5
Epicatequina [0,1 mg/mL] F5 6,5° 19

* Sgp— Sobrevivéncia Mediana/Dias

? Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

4.9.5 Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com a

espécie Schinus terebinthifolius.

Os extratos da espécie S. terebinthifolius foram submetidos a ensaios
por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa de acordo com a metodologia
descrita no item 3.11.1. Os resultados foram avaliados através das curvas de
sobrevivéncia de cada tratamento em relacdo ao controle. Através dos resultados
obtidos (Graficos 4.10 a 4.12; e Tabela 4.55), pode-se verificar que, com excecao
dos extratos hexanico das folhas, diclorometanico e metandlico dos galhos de S.
Terebinthifolius os demais extratos apresentaram atividade inseticida significativa

frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa.
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Tabela 4.55: Atividade dos extratos brutos nos ensaios por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa

Espécies Parte Vegetal Extrato Sso* Ss, controle
Schinus Folhas STFH 11,5 18
terebinthifolius STFD 4,0 18
STFM 5,0° 18
Frutos STFrH 4,0° 18
STFrD 5,0 18
STFrM 4,0° 18
Galhos STGH 4,0° 18
STGD 6,0 18
STGM 6,5 18

ST: Schinus terebinthifolius; F: folhas; FR: frutos; G: galhos; H: hexanico; D: diclorometano e
M: metandlico.
Concentracdo: 2,0 mg/mL / * Ssq— Sobrevivéncia Mediana/Dias

d Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Grafico 4.10: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico, diclorometanico e metandlico das folhas
de Schinus terebinthifolius.
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Grafico 4.11: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico, diclorometanico e metandlico dos frutos
de Schinus terebinthifolius
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Grafico 4.12: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com extratos hexanico, diclorometanico e metandélico dos galhos
de Schinus terebinthifolius.
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4.9.6 Efeito das fracOes e substancias puras dos extratos dos frutos e
folhas de Schinus terebinthifolius

Através dos resultados obtidos dos extratos da espécie S.
terebinthifolius, deu-se continuidade ao biomonitoramento das fracbes procedentes
dos extratos ativos (Graficos 4.13 a 4.15). Entretanto, os resultados apontaram que
a partir do fracionamento dos extratos STFRM, STFRH e STFM (Tabela 4.56 a
4.57), houve a descontinuidade dos resultados anteriormente observados para os
mesmos, indicando que possivelmente poderia estar ocorrendo sinergismo entre

seus constituintes.
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Grafico 4.13: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com as fracdes STFRM-H, STFRM-A e STFRM-M.
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Tabela 4.56: Atividade das fracfes obtidas dos extratos brutos de S. terebinthifolius
Nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Espécies Fracoes Cddigo Sgo* Sgo controle
Schinus terebinthifolius Hexanica STFRM-H 21 20
Frutos - Extrato Acetato de etila | STFRM-A 22 20
Metanolico (STFRM) Metandlica STFRM -M 19 20
Frutos - Extrato Hexanica STFRH-H 21 18,5
Hexanico (STFRH) Acetato de etila | STFRH-A 20 18,5

Concentragdo: 2,0mg/mL
* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

d Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Grafico 4.14: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas

ao tratamento por ingestdo com as fragdes oriundas do extrato hexanico dos frutos de de
Schinus terebinthifolius.
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Gréfico 4.15: Curva de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas

ao tratamento por ingestdo com as frag6es oriundas do extrato metandlico das folhas de
Schinus terebinthifolius.

Tabela 4.57: Atividade dos extratos brutos nos ensaios por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa

Espécies Fracoes Cddigo Sgo* Sgo controle
Schinus terebinthifolius Hexanica STFM-H 19 20
Folhas - Extrato Acetato de etila STFM-A 17,5 20
Metanolico (STFM) Metandlica STFM-M 22 20

Concentracao: 2,0mg/mL
* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

“ Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

Embora as fragbes oriundas de STFRM (Tabela 4.58) ndo tenham
apresentado resultados significativos nos ensaios de ingestdo sobre as formigas
cortadeiras, estes foram selecionados para o estudo fitoquimico devido a atividade
significativa sobre o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (item 3.11.2).

Do estudo fitoquimico das fracbes de STFRM foi identificado a

presenca de biflavondides, compostos fendlicos e flavondides glicosilados.
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Os biflavondides, agatisflavona e tetrahidrorobustaflavona, obtidos
através do estudo fitoquimico de STFRM foram submetidos ao ensaio por ingestao
com as operarias de formigas cortadeiras, de acordo com a metodologia descrita no
item 3.11.1.

Para o0s compostos avaliados, observou-se que somente a
agatisflavona apresentou resultado significativo, com sobrevivéncia mediana (Ssp) no
15° dia, e mortalidade de 90% no final do experimento, respectivamente (Grafico
4.16 e 4.17, Tabela 4.58).

Tabela 4.58: Atividade dos compostos isolados do extrato dos frutos de S.
terebinthifolius nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Substancias Cddigo Sso* Ss5, controle

Agatisflavona [0,1 mg/mL] B4 15¢ 22

Tetrahidrorobustaflavona
B2 11 14,5
[0,12 mg/mL]

* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

“ Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Grafico 4.16: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas

ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide agatisflavona (B4).
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Grafico 4.17: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestdo com o biflavonoide tetrahidrorobustaflavona (B2).

4.9.7 Efeito das substancias isoladas do extrato diclorometanico dos

frutos de Schinus terebinthifolius

Do estudo fitoquimico do extrato STFRD foi identificado e isolado
diversos triterpenos, dentre eles, o acido masticadiendico, schinol, lupenona e

também o esteroide sistostenona.

Para os compostos avaliados do extrato diclorometanico dos frutos de
S. terebinthifolius (STFRD), observou-se que dentre os avaliados, nenhum
apresentou resultado estatistico significativo sobre o controle (Grafico 4.18 e Tabela
4.59). Esses resultados indicam que nenhuma das substancias testadas apresenta
potencial téxico as formigas cortadeiras, sendo assim, consideradas nado ativas.
Deste modo, comparando os resultados obtidos do extrato STFRD com os dados
obtidos para as substancias avaliadas, propfe-se que a atividade apresentada pelo

extrato seria consequéncia do efeito sinergistico dos mesmos.
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Grafico 4.18: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao tratamento por ingestao com os triterpenos acido masticadiendico (T1) e eschinol (T2).

Tabela 4.59: Atividade dos compostos isolados do extrato diclorometanico dos frutos
de S. terebinthifolius nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens
rubropilosa

Substancias Cédigo Sso* Ss, controle
Ac. masticadiendico [0,1 mg/mL] T1 25 24,5
Eschinol [0,1 mg/mL] T2 25 24,5

* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

4 Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

O triterpeno lupenona e o esterbide sitostenona isolados do extrato
diclorometéanico dos frutos de S. terebinthifolius foram anteriormente avaliados por
Pefiaflor et al. (2009) e por Simote (2006), respectivamente. Para ambos o0s
compostos, nenhuma atividade significativa sobre as formigas cortadeiras foi
observada. Pefaflor e colaboradores (2009) mostraram que nao houve diferenca
significativa de acordo com o teste estatistico “log-rank” (p<0,05), para a
sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa submetidas
ao bioensaio, incorporando-se na dieta o triterpeno lupenona, apresentando com
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Mdiupenona = 16 dias € 0 Mdconrole = 14 dias. Ja para o esteroide sitostenona, quando
incorporado a dieta das operarias de Atta sexdens rubropilosa, apresentou
Mdsitostenona = 23 dias sendo 0 Mdcontrole = 23 dias, ndo apresentando atividade

inseticida significativa, de acordo com os dados estatisticos (Simonte, 2006).

4.9.8 Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com

os derivados do acido masticadiendico (T1)

A fim de avaliarmos as atividades bioldgicas do acido masticadiendico
(T1) e seus derivados sobre as formigas cortadeiras, modificacdes estruturais para
obtencéo de novos derivados do composto T1 foram realizadas (Figura 4.127). Para
explorar os efeitos dos substituintes nas posicoes C-3 e C-26 sobre a avaliacéo
biolégica, primeiramente T1 foi convertido em seu éster metilico T1-A. Para o
composto T1-B, a funcdo cetona em C-3 foi substituida pela funcdo oxima na

mesma posicao.

Schinol (T2)

7

Z
Z
z

Derivado T1-A Derivado T1-B

Figura 4.127: Triterpeno acido masticadiendico e seus derivados (T2, T1-A e T1-B).
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Os derivados do acido masticadiendico foram incorporados a dieta
artificial das operarias de Atta sexdens rubropilosa e o0s resultados estdo
apresentados na Tabela 4.60 Analisando os resultados obtidos, observou-se que
para ambos, os valores ndo diferem do controle quanto ao tempo de mortalidade
total, ndo apresentando diferenca significativa comparada ao controle (dieta pura) de
acordo com o teste log-rank (p<0,05).

Tabela 4.60: Atividade do &cido masticadiendico e seus derivados (T2, T1-A e T1-B)
nos ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa

Substancias Cédigo Sso* Ss, controle
Ac. masticadiendico [0,1 mg/mL] T1 25 24,5
Schinol [0,1 mg/mL] T2 25 24,5
Derivado [0,1 mg/mL] T1-A 25 25
Derivado [0,1 mg/mL] T1-B 25 25

* Sgo— Sobrevivéncia Mediana/Dias

4 Diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)

4.9.9 Ensaios biolégicos realizados sobre as formigas cortadeiras com

os complexos metélicos do flavondide quercetina.

Para a avaliacédo inicial da atividade biolégica dos complexos metélicos,
ensaios com os materiais de partida, ligante quercetina e os sais de cobre foram
realizados. Através das analises dos resultados, pode-se observar que flavondide
quercetina mesmo em diferentes concentracdes ndo apresentou atividade
significativa quando comparada ao controle (Grafico 4.19 e Tabela 4.61), resultados
semelhantes foram observados para os ensaios com o0s sais de cobre e zinco
(Gréfico 4.20 e Tabela 4.62).
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Grafico 4.19: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo do
flavondide quercetina, nas concentragdes 0,1mg/mL; 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL.

Tabela 4.61: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com

o flavondide quercetina em diferentes concentracoes.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 0 2 12 20 30 42 46 60 64 18a
Querc. 0,1 mg/mL 0 2 2 22 24 34 44 60 74 80 15a
Querc. 1,0 mg/mL 2 2 2 8 8 14 28 36 48 56 22a
Querc. 2,0 mg/mL 0 0 2 6 12 12 24 32 52 62 2la

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o
teste “log rank” (p< 0,05).
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Gréafico 4.20: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo dos sais,
acetato de cobre e acetato de zinco na concentragao de 0,1mg/mL.

Tabela 4.62: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
por ingestao dos sais de cobre na concentragao 0,1mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0 0 0 2 2 2 2 4 20 24  >25a

Acetato de Cobre 0 6 6 14 18 18 18 22 28 32 >25a

Acetato de Zinco 0 0 2 6 10 14 18 22 32 42  >25b

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

Para analise dos resultados nos ensaios sobre as formigas cortadeiras
alguns dados devem ser avaliados, dentre eles: verificar se a mortalidade ocorre a
partir do terceiro dia, pois é neste periodo aproximadamente em que as formigas
cortadeiras carregam e espalham as iscas que contém a substancia inseticida nos
formigueiros; outro dado importante é verificar a sobrevivéncia mediana (Ssp) versus

a concentracdo e também a mortalidade até a final do experimento (média de
25dias).
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Nos ensaios com 0s complexos metalicos pode-se observar que ambos
complexos (cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H20;
[Cuz(Quercetina)(H20),4] apresentaram melhores resultados quando comparados ao
ligante livre (quercetina). Comparando os resultados para os complexos (cis-
[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFe)2.2HO e [Cuz(Quercetina)(H20)4]
observamos que ambos apresentam baixa porcentagem de mortalidade até o
terceiro dia, 0 mesmo € notado para o ligante quercetina. Porém ao compararmos a
sobrevivéncia mediana (Sso) em diferentes concentragdes (0,1 mg/mL e 1,0 mg/mL)
dos complexos, observamos através das analises estatisticas, diferencas
significativas em relacdo ao controle. Para os complexos [Cux(Quercetina)(H20)4]
(Gréfico 4.22 e Tabela 4.64) e (cis-[Ru(2,2’-bipiridina).(quercetina)](PFg)2.2H,0
(Gréfico 4.21 e Tabela 4.63) nota-se que nas concentraces de 1,0 e 0,1 mg/mL
resultados muito semelhantes sdo observados para ambos. Estes resultados
demonstram que ao realizar a complexacdo de metais ao flavondide quercetina a

sua atividade inseticida aumenta significativamente sobre as formigas cortadeiras.
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Gréafico 4.21: Curvas de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial por ingestdo do
Complexo** - cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,O, nas concentracdes
0,1mg/mL; 0,2mg/mL; 1mg/mL e 2mg/mL
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Tabela 4.63: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
por ingestdo do complexo cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,0, nas
concentracfes 0,1mg/mL; 0,2mg/mL; 1mg/mL e 2mg/mL.

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

Dieta Pura 0 0 0 2 2 2 10 34 50 72 21,5a
Complexo** 0,1mg/mL 0 0 0 10 22 34 56 72 88 94  14b
Complexo** 1mg/mL 0 2 2 12 20 24 38 52 76 90 16,5b

Complexo** 2mg/mL 0 2 8 30 44 56 64 76 80 94 9,5b

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenga significativa de acordo com o teste “log
rank” (p< 0,05). / Complexo** - cis-[Ru(2,2’-bipiridina),(quercetina)](PFs),.2H,0
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Grafico 4.22: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo do
complexo [Cuz(Quercetina)(H.0)4], nas concentracdes 0,1mg/mL; 0,2mg/mL e
1mg/mL

Complexo™ - [Cu,(Quercetina)(H20).]
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Tabela 4.64: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

por ingestdo do complexo [Cux(Quercetina)(H.0)4], nas concentragbes 0,1mg/mL;
0,2mg/mL e 1mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0 0 0 2 2 2 10 34 50 72 215a
Complexo™ 0,1mg/mL 0 2 2 10 26 44 62 72 80 90 11b
Complexo™ 02mg/mL 0 0 0 2 6 20 38 56 78 84 16b

Complexo™ 1mg/mL 0 2 2 20 28 38 54 70 82 88 12b

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

Complexo™ - [Cu,(Quercetina)(H20).]
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Gréafico 4.23: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo do

complexo [Zny(Quercetina)(H20)4], nas concentracdes 0,1mg/mL; 0,2mg/mL e
1mg/mL

Complexo™ - [Zn,(Quercetina)(H»0).]
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Analisando 0 resultados obtido para o] complexo
[Zn,(Quercetina)(H20)4] (Gréfico 4.23), observou-se que os valores ndo diferem do
controle quanto ao tempo de mortalidade total, ndo apresentando diferenca
significativa comparada ao controle (dieta pura) de acordo com o teste log-rank
(p<0,05).

4.10 Ensaios com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

4.10.1 Atividades inibitorias dos extratos e frac6es de Anacardium humile

e Macairea urundeuva sobre o fungo L. gongylophorus.

Os extratos etanolicos das folhas de A. humile (AHFE) e M. urundeuva
(MUFE) foram submetidos a ensaios in vitro com o fungo simbionte L.
gongylophorus na concentracdo de 1000 ug/mL (Grafico 4.24), de acordo com a

metodologia descrita no item 3.11.2.
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Grafico 4.24: Efeito dos extratos etandlicos das folhas de A. humile e M. urundeuva sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
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Analisando os resultados obtidos com os extratos de A. humile e M.
urundeuva (Grafico 4.24), observou-se que o extrato MUFE (Extrato etandlico das
folnas de M. urundeuva) apresentou atividade moderada (58%) de inibicdo do
crescimento do fungo, ja para o AHFE (Extrato etandlico das folhas de A. humile),

um baixo poder de inibicao (28%) foi observado.

As fracbes obtidas do particionamento do extrato AHFE foram
submetidas ao ensaio de inibicdo sobre o crescimento do fungo, na concentracéo de
500 pg/mL (Graficos 4.25). Do ensaio realizado com as fracdes AHFE-A e AHFE-M,
foi observado uma inibicdo de 29% para AHFE-A, enquanto para o AHFE-M

nenhuma atividade de inibicao foi observada.

Crescimento Micelial

12 0% _‘7

Inibicdo
8 29%
T

A&
x(©
co®

o s o\e Pk\{—"w

pe

Folhas de Anacardium humile

Grafico 4.25: Efeito das fracdes oriundas do extrato etandlico das folhas de A. humile sobre

o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Do ensaio realizado com as fracdes MUFE-A e MUFE-M (Grafico 4.26
e Figura 4.124), obtidas do particionamento liquido-liquido do extrato MUFE, na
concentracdo de 500 pg/mL, foi observado bons resultados, visto que ambos

proporcionaram mesmo em menores concentragcdes, um aumento significativo da
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atividade inibitoria. Para a fragdo MUFE-A, 100% de inibicdo do crescimento do
fungo simbionte foi observada.
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Grafico 4.26: Efeito da fracdo MUFE-M sobre o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus.

Controle MUFE-A (Part. Acetato)

Figura 4.124: Atividade da particdo MUFE-A (100 % de inibicdo; ¢ = 500 pg/mL) sobre o
crescimento do fungo simbionte (L. gongylophorus).
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4.10.2 Atividades das substancias isoladas de Anacardium humile e

Macairea urundeuva sobre o crescimento do fungo L. gongylophorus.

Dentre as substancias obtidas de A. humile e M. urundeuva, algumas
delas foram submetidas ao ensaio de inibicdo sobre o fungo simbionte, cuja
metodologia segue descrita no item 3.11.2. Todos oS experimentos com as
substéancias puras foram realizados na concentragdo de 100 pg/mL.
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Grafico 4.27: Efeito dos compostos isolados de A. humile e M. urundeuva sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 4.125: Atividade da substancia acido elagico (80 % de inibicdo; ¢ = 100 pg/mL) sobre
o crescimento do fungo simbionte (L. gongylophorus).
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Os compostos fendlicos acido galico e elagico isolados do extrato
MUGE foram ensaiados sobre o fungo simbionte apresentando 35,0% e 80,0% de
inibicdo na concentracao de 100 pg/mL, respectivamente. Ja o flavondide miricetrina
(MUFE), ndo apresentou atividade significativa quando comparado ao controle,
apresentando 19,7% de inibicdo do crescimento do fungo, na concentracéo de 100
pg/mL. Dentre as substancias isoladas de AHFE, foram avaliados sobre o fungo
simbionte, os flavondides quercetina e quercitrina, apresentando atividades
moderadas (41% e 44%, respectivamente), ja para o biflavondide amentoflavona
nenhuma atividade de inibicAo sobre o crescimento do fungo simbionte foi
observada.

Através dos ensaios realizados com as substancias provenientes dos
extratos MUFE e AHFE, observou-se novamente a dificuldade de se encontrar os
constituintes que viabilizem os resultados obtidos anteriores, através dos ensaios
realizados com os extratos e fragbes, mostrando assim, que o conjunto dos seus
constituintes sdo 0s responsaveis pela atividade inibitéria sobre o crescimento do
fungo simbionte.

Ha relatos na literatura da atividade do flavondide glicosilado astilbina
sobre o crescimento do fungo simbionte, sendo este capaz de inibir 100% do
crescimento micelial do fungo L. gongylophorus (ALMEIDA, 2007). J& a mistura dos
flavondides: orientina e isoorientina (GALLO, 2004), apresentou inibicdo micelial de

40%, quando avaliada sobre o crescimento do fungo simbionte.

4.10.3 Atividades inibitérias dos extratos e substéancias puras de Schinus

terebinthifolius sobre o fungo L. gongylophorus.

Os extratos da espécie S. terebinthifolius foram submetidos a ensaios
com o fungo simbionte (L. gongylophorus) de acordo com a metodologia
representada no item 3.11.2. Os resultados obtidos estdo descritos nos Graficos
4.28.
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Para os extratos das folhas, o extrato metandlico apresentou 25% de inibicéo,
0 extrato diclorometanico 28% e o hexanico, 27%. Os extratos diclorometanico,
hexanico e o metandlico dos galhos apresentaram, respectivamente, 14, 28 e 37%.
Nos frutos, o extrato metandlico apresentou 88% de inibicdo, a maior atividade
inibitéria dentre todos os extratos. O extrato diclorometanico do fruto teve 39% do
seu crescimento micelial inibido e o hexanico, 30%. Deste modo, através dos
resultados obtidos dos extratos de S. terebinthifolius no ensaio sobre o fungo
simbionte, observou-se que todos os extratos testados, exceto o extrato STFrM,

apresentaram baixa taxa de inibicao.
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Grafico 4.28: Efeito dos extratos das folhas e galhos de Schinus terebinthifolius sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
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Grafico 4.29: Efeito dos extratos dos frutos de Schinus terebinthifolius sobre o crescimento
do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Do estudo fitoquimico do extrato STFRM foi identificado como
compostos majoritarios os biflavonoides, agatisflavona e tetrahidrorobustaflavona.
Esses compostos foram submetidos ao ensaio de inibicdo sobre o fungo simbionte,
cuja metodologia segue descrita no item 3.11.2. Todos 0s experimentos com as
substancias puras foram realizados na concentragao de 100 pg/mL.

Avaliando os resultados obtidos, observou-se que ambos, a
agatisflavona e tetrahidrorobustaflavona ndo apresentaram atividade significativa,
com valores de 9,0% e 31,0% de inibicdo, respectivamente. Esses resultados
sugerem que a inibicdo de 88% no crescimento micelial do fungo simbionte L.
gongylophorus possa estar relacionada ao sinergismo entre 0s compostos presentes
neste extrato (STFRM), uma vez que as substancias avaliadas isoladamente néo

apresentaram resultados significativos.

O triterpeno lupenona e o esterbide sitostenona isolados do extrato
diclorometéanico dos frutos de S. terebinthifolius foram anteriormente avaliados por
Pefiaflor et al. (2009) e por Simote (2006), respectivamente. Para ambos o0s
compostos na concentracado de 100 pg/mL, nenhuma atividade significativa sobre a

inibicdo do crescimento do fungo simbionte foi observada.
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Gréfico 4.30: Efeito dos biflavonoides agatisflavona e tetrahidrorobustaflavona, na
concentracdo de 100 pg/mL, sobre o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus.

4.10.4 Atividades dos complexos metalicos do flavondéide quercetina

sobre o crescimento do fungo L. gongylophorus.

Analisando os resultados obtidos nos ensaios (Gréafico 4.31) observou-
se que ambo o0s complexos [Cuy(Quercetina)(H.0)s] e (cis-[Ru(2,2’-
bipiridina),(quercetina)](PFs)2.2H,O ndo apresentaram bons resultados de inibigéo
sobre o fungo simbionte, visto que na mesma concentracdo o ligante quercetina

apresentou 41% de inibi¢ao.
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Grafico 4.31: Efeito dos complexos metalicos [Cu,(Quercetina)(H,0)s] e (cis-[Ru(2,2’-

Area (cm?)

bipiridina),(quercetina)](PFs)..2H,O na concentragdo de 100 pg/mL, sobre o crescimento do
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
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5. Conclusoes

O estudo fitoquimico das espécies Anacardium humile, Macairea
urundeuva e Schinus terebinthifolius proporcionou o isolamento e identificacdo de
diversos metabdlitos secundarios, dentre eles, triterpenos, esteroides, flavonoides,
biflavonoides, flavonoides glicosilados e compostos fendlicos. O estudo das
espécies A. humile e M. urundeuva contribuiu para o conhecimento de seus perfis

quimicos, visto que nao ha relatos na literatura sobre suas composi¢coes quimicas.

Os ensaios realizados com os extratos brutos de diversas partes
vegetais das espécies A. humile, M. urundeuva e S. terebinthifolius sobre Atta
sexdens rubropilosa mostraram que, com excecao dos extratos hexanico das folhas,
diclorometanico e metandlico dos galhos de S. terebinthifolius, os demais extratos
brutos provocaram aumento na mortalidade quando comparados ao controle (dieta
pura) de acordo com o teste de log-rank (p<0,05). O processo de purificacdo desses
extratos e fracoes gerou substancias que nao foram ativas frente as operarias de A.
sexdens rubropilosa e, assim, sugere-se que o potencial téxico apresentado pelos

mesmos esteja correlacionado ao efeito sinergistico.

Modificagdes estruturais do triterpeno acido masticadiendico (T1) foram
realizadas a fim de verificar as correlagdes estrutura/atividade, entretanto para
ambos derivados T1-A e T1-B, nenhum aumento significativo da atividade inseticida
sobre 0s ensaios de toxicidade sobre as formigas cortadeiras foi observado.

Os extratos brutos das espécies A. humile, M. urundeuva e S.
terebinthifolius também foram submetidas a ensaio de inibicdo do crescimento
micelial do fungo simbionte das formigas cortadeiras, o fungo Leucoagaricus
gongylophorus. Dos resultados avaliados, observou-se que o extrato MUFE (Extrato
etanodlico das folhas de M. urundeuva) apresentou atividade moderada (58%) de
inibicao do crescimento do fungo, ja para o AHFE (Extrato etandlico das folhas de A.
humile), um baixo poder de inibicdo (28%) foi observado. Para as fracbes MUFE-A e
MUFE-M na concentragdo de 500 pg/mL, foram observados bons resultados, visto

que ambos proporcionaram mesmo em menores concentragdes, um aumento
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significativo da atividade inibitéria. Para a fracado MUFE-A, 100% de inibicdo do
crescimento do fungo simbionte foi observada. Para os exiratos de S.
terebinthifolius, com excec¢ao do extrato metandlico dos frutos, que apresentou 88%
de inibicdo do crescimento do fungo simbionte, os demais apresentaram baixas
taxas de inibico.

Dentre as substancias isoladas e avaliadas sobre o fungo simbionte, os
flavondides quercetina e quercitrina apresentaram atividades moderadas (41% e
44%, respectivamente), ja o acido elagico na concentragdo de 100 pg/mL
apresentou um grande potencial fungicida contra o Leucoagaricus gongylophorus,
apresentando uma alta taxa de inibicao (80,0%) do crescimento do mesmo. O
flavondide miricetrina, constituinte majoritario do extrato e fragdes de MUFE, nao
apresentou atividade significativa quando comparado ao controle, apresentando
19,7% de inibicdo do crescimento do fungo, na concentracdo de 100 pg/mL. Os
biflavonodides tetrahidrorobustaflavona, amentoflavona e agatisflavona avaliados, nao
apresentaram atividade significativa de inibicdo sobre o crescimento do fungo
simbionte.

A cromatografia por contracorrente (HSCCC) se mostrou eficiente no
isolamento de compostos em maior escala a partir do extrato bruto, apresentando
vantagens em relacdo a outras técnicas tais como economia de solvente e de

tempo, eficiéncia e reprodutibilidade, além da recuperacao total da amostra.

Os complexos metdlicos com o flavondide quercetina apresentarem
resultados significativos sobre os ensaios de toxicidade por ingestdo em A. sexdens
rubropilosa e seu fungo simbionte. Este trabalho contribuiu com um amplo projeto
que vem sendo desenvolvido pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar, que visa
avaliar a atividade inseticida e fungicida de diversos complexos de coordenagdo com

diferentes metais e flavonoéides no controle de diversas pragas.
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Parte 1l — Introducéo

PARTE II: Otimizagcdo dos processos de extracdo de ricinina em

folhas de Ricinus communis assistida por micro-ondas e ultra-som

1. Introducéo

A evolucéo da produtividade agricola brasileira nas dltimas décadas foi
expressiva, tornando o Brasil o terceiro maior produtor agricola do mundo, superado
apenas pelos Estados Unidos e Unido Européia. Mas como sabemos, o clima
tropical do Brasil também favorece a proliferacdo de pragas, levando a um grande
consumo de defensivos agricolas. Em 2007, o consumo de defensivos agricolas no
Brasil chegou U$ 4,0 bilhdes, ocupando o terceiro lugar no consumo mundial de
agroquimicos. No entanto, esse grande consumo girou em 2010 aproximadamente

US$ 48 bilhdes no mundo, e somente em nosso pais cerca de US$ 6,1 bilhdes.

O uso de plantas com propriedades inseticidas tem sido proposta como
métodos alternativos para o controle das formigas cortadeiras (Atta sexdens
rubropilosa) e seu fungo simbionte L. gongylophorus. H& evidéncias experimentais
de que metabdlitos secundarios presentes em plantas podem ser prejudiciais as
formigas cortadeiras e o seu fungo simbionte. O controle desta praga € ainda um
desafio. Inseticidas sintéticos geralmente apresentam efeitos temporarios e muitas
vezes prejudiciais ao homem, meio ambiente e outros animais. Conseguentemente,
uma vasta pesquisa para encontrar métodos alternativos de controle desses insetos
tem sido realizada, na tentativa de substituir, os inseticidas fipronil e sulfluramida,

por outros menos agressivos ao meio ambiente.

Ricinus communis (Euphorbiaceae) é distribuida ao longo de muitas
areas tropicais (RODRIGUES et al., 2002), € uma planta exdtica encontrada em
todas as regibes do Brasil, possuindo varios nomes populares, dentre elas,
“‘mamona”, “carrapateira” ou “mamoeira”. R. communis foi descrita como uma planta
toxica as formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa) e outros insetos (UPSANI
et al., 2003; RAMOS-LOPEZ et al., 2010). As folhas e as flores desta planta contém
o alcaloide ricinina (Figura 1.1), sendo este composto, o responsavel por R.
communis possuir efeito inseticida sobre as formigas cortadeiras (BIGI, et al., 2004).
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Em outros estudos, este alcaloide aparece como um farmaco promissor para o
tratamento de amnésias humanas (FERRAZ et al.,, 1999) e também na atividade
anti-convulsiva (TRIPATHI et al., 2011).

R. Communis

OCH;

| N CN
N 0]
L

Alcaldide ricinina

Figura 1.1: Folhas e frutos de R. communis, o alcaloide ricinina e as formigas

cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa).

Outro fator importante aliado a busca por métodos alternativos de
controle desses insetos € a viabilidade dos processos de extracdo para a
identificacdo destes compostos. A otimizacdo dos processos de extracao assistida
por diversas técnicas, aliadas a aplicacdo de delineamentos experimentais se torna

importante para otimizacao desses processos.

A extracdo assistida por micro-ondas (MAE) tem sido amplamente
utilizada na extracdo de compostos de diversas plantas (Li et al., 2012;. Xia et al.,
2011; Gallo et al., 2010; Xiao et al., 2009) e alimentos (Liazid et al., 2011, 2007,
Rostagno et al.,, 2007) apresentando-se como uma alternativa aos métodos
convencionais de extracdo de compostos organicos (Chan et al., 2011; Zhang et al.,
2011).
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Vérios trabalhos mostram que diversos compostos podem ser extraidos
de forma mais eficaz quando a energia fornecida pelo microondas é empregada,
demonstrando que as extracdes assistidas por micro-ondas podem reduzir
consideravelmente o tempo de extracdo, consumo de solventes e os rendimentos
podem ser maximizados. A eficiéncia da extracdo assistida por micro-ondas é
fortemente relacionada com a selecdo dos diversos parametros que afetam os
mecanismos de extracdo. Os fatores mais influentes neste processo sao: tempo de
extracdo, poténcia de radiacdo, temperatura, solvente, relacdo solvente/amostra.
Quando muitos fatores e interacOes afetam a resposta desejada, a metodologia do
delineamento experimental apresenta-se como uma ferramenta eficaz para

otimizacao destes processos.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo buscar novos processos de extracao

de ricinina em folhas de R. communis.

2.1 Objetivos especificos

v" Buscar um método eficaz de extracao e quantificacao de ricinina em folhas de

R. communis através da extracao assistida por micro-ondas

v Desenvolver um processo de extracao de ricinina assistida por ultra-som para
obtencéao de extratos enriquecidos com o0 composto ativo ricinina em folhas de

R. communis

v' Avaliar a atividade biolégica dos extratos obtidos através dos novos
processos de extracao.
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3. Procedimentos Experimentais
3.1 Materiais e métodos

¢ Solventes

¢ Solventes de grau HPLC da Merck.

¢ O padrdo de Ricinina foi isolado das folhas de R. communis e sua
identificacdo foi realizada utilizando a RMN de 'H e C e LC-MS e
comparado a literatura (Cazal et al., 2009). Este composto foi gentilmente
cedido pela aluna Cristiane de Melo Cazal do Laboratério de Produtos
Naturais-UFSCar.

3.2 Equipamentos

¢ Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC):
+ Cromatégrafo: Acquity Waters (analitico) com degaseificador, duas bombas
Waters. Detector: UV-VIS (Arranjo de Diodos),

¢ Micro-ondas

¢ ETHOS 1600, Milestone (Sorisole, Italia), equipado com

¢ Ultra-som

¢ UP200S (200W, 24kHZ) (Hielscher Ultrasonics, Teltow, Alemanha) acoplado

a um Banho Termostatico com controlador de temperatura

3.3 Material Botanico

As folhas de Ricinus communis L. foram coletadas no Jardim

Experimental da Universidade Federal de S&o Carlos.
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As folhas foram secas em estufas de circulagdo por 3 dias a 40 °C e
moidas em moinho do tipo Willey.

3.4 Extracédo de Ricinina (Folhas — Ricinus communis) assistida por Micro-

ondas

Para o desenvolvimento do método de extracdo de ricinina assistida

por microondas, diversas etapas foram seguidas, dentre elas:
¢ Desenvolvimento do método de analise de ricinina via UPLC-DAD;

¢ Estudo da estabilidade da ricinina sobre diferentes condigbes de extragdo por

microondas;
¢ Delineamento experimental do método;
¢ Processo de extracao;

¢ Otimizacdo dos parametros avaliados durante o processo de extragcao

assistida por micro-ondas;

3.4.1 Desenvolvimento do método de analise via UPLC-DAD

As andlises foram realizadas no sistema UPLC-DAD Acquity Waters,
coluna Acquity BEH C18 (1mm/1,7um). A temperatura da coluna foi mantida a 35 °C.
O sistema de solvente binario utilizado foi: A (2% de acido acético e 3% de
acetonitrila em H,0) e B (2% de &cido acético e 85% de acetonitrila em H,0),
utilizando um fluxo de 0,6 mL/min e volume de inje¢do de 1,5 pyL. O gradiente de
eluicdo empregado foi: 0-3,0 min., A 100%, 3,0-4,0 min., 100 a 90% A, 4,0-6,5 min.,
90 a 25% A e de 6,5-7 min. 25a 0% A e 7,5-11min. B 100%, seguido da limpeza da
coluna com 100% B por 3 minutos. A identificacdo do composto ricinina foi realizada
pela comparacdo do tempo de retencdo e espectro de UV do pico obtido pela
injecéo do padréo de ricinina (A = 310nm). O padrao de ricinina e os extratos obtidos
através do processo de extracdo foram analisados sob as mesmas condicoes.
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3.4.1.1 Validacdo do método analitico

O método foi validado apés a investigacdo da faixa linear de trabalho,

sensibilidade, exatidao e precisao, limite de quantificacéo e de deteccéao.

3.4.1.2 Curva de Calibracéo e Linearidade

A curva de calibracdo foi estabelecido entre as faixas lineares de
trabalho de 0,5 a 10,0 (mg/L) e 7,5 a 150 (mg/L). Para essa analise uma solucéo

estoque do padrao de ricinina foi preparada seguida das diversas dilui¢cdes.

3.4.1.3 Precisao e exatidao do método

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade
(precisédo intra-dia) e precisao intermediaria (preciséo inter-dia). A repetibilidade foi
determinada realizando a analise de 10 replicatas no mesmo dia, enquanto que a
precisdo intermediaria foi determinada através da analise de 5 replicatas em trés

dias ndo consecutivos.

3.4.1.4 Limite de Quantificacado e Deteccao

A sensibilidade do método foi definida pelos limites de deteccao (LD) e
de quantificacdo (LQ). Os limites foram calculados através dos parametros da curva
analitica. O limite de deteccao foi expresso como LD = 3,3*(s/a) (s = desvio padrao e
a = coeficiente angular da curva de calibracdo. Ja o limite de quantificacdo foi

expresso como LQ = 10*(s/a).
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3.4.2 Estudo da estabilidade de ricinina sobre diferentes condi¢fes de

extracdo por micro-ondas

Uma solucéo de ricinina padrao (20 ppm) foi utilizada para verificar a
estabilidade do composto sobre diversas condicbes empregadas na extragcdo por
microondas, utlizando o metanol como solvente extrator em diferentes
temperaturas (50 a 200 °C) e poténcias (100 a 1000W). Nesta etapa, foram fixados,
o tempo de extracdo de 10 min. e poténcia mediana de 500W para analises com
variacbes de temperatura, ja para as variacbes das poténcias foram fixados os
valores de 10 min. de extracdo e temperatura de 100°C. A metodologia baseou-se
na diluicdo da solucdo estoque (1,0 mL) em 25,0 ml de MeOH, seguida da avaliagao
dos diferentes parametros empregados através da andlise via UPLC-DAD. Todas as
analises foram realizadas em triplicata. Uma solucdo padrdo, obtida nas mesmas
condicdes, porém sem a utilizacdo do microondas também foi avaliada. Os
resultados obtidos foram correlacionados a recuperagdo da ricinina apds o emprego

do micro-ondas (Figura 3.1).

Ricinina
(Solugdo estoque)
1,0 mL

25,0mL
MeOH

[ Microondas J

N

Poténcias: Temperaturas:
100-1000 W 50 a200°C

Solugo estoque (1,0 mL)
Em 25,0 mL MeOH
100°C S00W
10 min. 10 min.

[ UPLC-DAD

Recuperacdo (%)
de Ricinina

Figura 3.1: Metodologia empregada no estudo da estabilidade de ricinina sobre

diferentes condi¢cbes de extragao por micro-ondas.
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3.4.3 Delineamento experimental do método

Para o delineamento experimental do método de extragcdo de ricinina
assistida por micro-ondas (Tabela 3.1), cinco variaveis foram empregadas,
temperatura, poténcia, tipo de solvente e proporcdo solvente/amostra. Os niveis
escolhidos para as variaveis foram delimitados através do estudo da estabilidade do

composto ricinina (Tabela 3.2).

Tabela 3.1: Niveis escolhidos para as varidveis a serem utilizadas na extracdo de

ricinina:

Variaveis Coédigos Niveis das variaveis

-1 0 1
Temperatura (°C) Xy 125 150 175
Poténciar (W) Xz 500 750 1000
Tempo de Extragdo (min) X3 5 10 15
Solvente (%AcOEt) X4 10 50 90
Proporcao solvente/amostra Xs 25 37.5 50

Tabela 3.2: Delineamento experimental

Exp. Codigo Variaveis Variaveis de extragao
ne X2 X5° X35 X0 X X2 X5° X3 XS XS
1 1 -1 -1 -1 1 175 500 5 10 50
2 1 -1 -1 -1 1 175 500 5 10 25
3 1 1 1 1 0 175 1000 15 90 37,5
4 -1 1 -1 1 1 125 1000 5 10 50
5 0 1 1 0 1 150 1000 15 50 50
6 1 1 -1 -1 175 1000 5 10 25
7 -1 1 -1 0 -1 125 1000 5 50 25
8 -1 -1 1 0 -1 125 500 15 50 25
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3.4.4 Processo de extragao

A metodologia empregada no processo de extracdo de ricinina em
folnas de R. communis se encontra exemplificada na Figura 3.2. As extracdes
seguiram o delineamento experimental segundo a Tabela 3.2, sendo todas

realizadas em duplicata.

Metodologia

v Anélise dos
extratos:
através da
quantificacao
daricinina
presente.

UPLC
Water Acquity

Folhas de R. Communis

Microondas Ethos 1600 \/»

Amostra homogénea

1g folhas

Solvente (Volume/Tipo de solvente/ Design
experimental)

NSANEN

Figura 3.2: Metodologia empregada na extracdo de ricinina em folhas de R.
communis assistida por micro-ondas.

Apbs o processo de extracdo, 0s vasos extratores (microondas) foram
resfriados em um banho de gelo para evitar o prolongamento da extracdo. Os

extratos foram entao filtrados e posteriormente quantificados via UPLC-DAD.
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3.4.5 Otimizacdo do método experimental de extracdo de ricinina

assistida por micro-ondas

ApoOs a avaliacdo dos resultados do delineamento experimental, o

processo de otimizacdo do método foi desenvolvido.

Tabela 3.3: Parametros utilizados durante o processo de otimizacao:

Variaveis Cddigos Nivel
Temperatura (°C) (A) X1 175
Poténcia (W) (B) X5 1000
Tempo de extracao X3 15
(min) (C)

Tabela 3.4: Otimizag&do do método experimental

Variaveis Cédigos Niveis das Variaveis
Proporc¢éo solvente (mL)/amostra Xs 25 20 15
(19) (B)

Solvente (Y%AcOEt em MeOH) (D) X4 10 5 0

Baseado na otimizacdo dos parametros acima referidos, o estudo
cinético do método experimental foi realizado variando os tempos de extracdes entre
5 a 25 min.
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3.5 Extracao de Ricinina (Folhas — Ricinus communis) assistida por Ultra-

som

Para o desenvolvimento do método de extracdo de ricinina assistida

por Ultra-som, diversas etapas foram seguidas, dentre elas:

+ Estudo da estabilidade da ricinina em distintas temperaturas de extracao (5 a

65°C) por Ultra-som;
¢ Selecao do solvente para extracéo;

+ Avaliar as diferentes condi¢cdes de extracdo, temperatura, poténcia do ultra-
som, numero de ciclos (amplitude), tempo de extracdo e a proporcao

solvente/amostra;

+ Otimizacao do processo de extracao.

3.5.1 Estudo da estabilidade de ricinina via Ultra-som

Uma solugéo estoque de ricinina padrdo (20 ppm) foi utilizada para
verificar a estabilidade do composto em diferentes temperaturas (5 a 65 °C) na
extracdo por ultra-som, empregando o tempo de extracdo de 10 min., poténcia 50%,
ciclos de 0,6 seg. A metodologia baseou-se na diluicdo da solucéo estoque (1,0 mL)
em 25,0 ml de MeOH, seguida do processo de avaliagao da influéncia das diferentes
temperaturas empregadas na estabilidade de ricinina por ultra-som. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e posteriormente avaliadas via UPLC-DAD
conforme metodologia do item 3.4.1. Uma solucdo padréo, obtida nas mesmas
condicdes, porém sem a utilizagdo do Ultra-som foi avaliada. Os resultados obtidos
foram correlacionados a recuperacdo da ricinina apos o emprego do Ultra-som
(Figura 3.3).
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Ricinina
(Solugdo estoque) 1,0 mL

[ 25,0 mL MeOH J

Temperaturas:
5a65°C

Solucdo estoque AL
[1,0 mL/ 25,0 mL MeOI-J Poténcia: 50%
+ Ciclo: 0,5 seg.

* Tempo: 10 min.

\
(e )

Recuperagdo (%)
de Ricinina

Figura 3.3: Metodologia empregada no estudo da estabilidade de ricinina sobre
diferentes temperaturas de extracao por ultra-som.

3.5.2 Selecédo do solvente de extracao de ricinina assistida por Ultra-som

A Figura 3.4 apresenta o resumo da metodologia aplicada na extracao.
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Folhas pulverizadas
de R. communis (1g)

Processo de extragdo via Ultra-som

/

Selecdo dos solventes: \

AcOEt
Acetona
MeOH
EtOH
H,0

MeOH/ H,0 (8/2; 1{1))

[ Extrato Filtrado J

I
[ UPLC-DAD J
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Poténcia: 50%

Ciclo: 0,5 seg.

Tempo: 10 min.

Relagdo amostra/solvente
(1g/25mL)

Figura 3.4: Metodologia empregada na escolha do solvente para extragdo de
ricinina assistida por ultra-som.

3.5.3 Processo de extracéo de ricinina assistida por Ultra-som

Os parametros avaliados durante o processo de extracao assistida por

ultra-som foram: temperatura, poténcia, ciclos, tempo de extracdo e a proporcao

solvente/amostra (Tabela 3.5). A metodologia empregada no processo de extracdo

de ricinina das folhas de R. communis se encontra exemplificada na figura 3.5.

Todas as andlises foram realizadas em duplicata e posteriormente avaliadas via
UPLC-DAD conforme metodologia do item 3.4.1.
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Folhas pulverizadas
de R. communis (1g)

Processo de extracdo via Ultra-som

Diferentes pardmetros avaliados:

* Temperatura: 5a65°C

*  Poténcia: 30-100%

*  Ciclo: 0,2-1,0 seg.

*  Tempo:5-25 min.

*  Relagdo amostra (g)/ solvente (mL): 1:25; 2:25; 5:25_)

[ Extrato Filtrado J

[ UPLC-DAD

Figura 3.5: Processo de extracao de ricinina assistida por Ultra-som.

Metodologia

Avaliacdo dos parametros

v Amostra homogénea de extracdo:

v' Temperatura; v' Anélise dos
v'  1gfolhas v' Poténcia; extratos:
v' Ciclos; através da
v" AcOEt v’ Tempo; quantificacdo
v' Propor¢do: da ricinina
amostra/solvente presente.
. >
— Ultrasom
Folhas de UPS200s vpLe
R. communis
5
OCH;
N (0] Termostato — Controlador
J‘H; de temperatura
Sondas

Figura 3.6: Metodologia empregada na extragao de ricinina assistida por Ultra-som.
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Tabela 3.5: Parametros avaliados durante o processo de extragao por ultra-som.

Variaveis
Temperatura Poténcia Ciclos Tempo de Proporcéo
(°C) extragcdo (min.)  solvente/amostra

5 30% 0,2 5 1g/25mL

20 50% 0,5 10 2g/25mL

35 100% 1,0 20 5g/25mL

50 25

65
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4. Resultados e Discussoes

Neste tépico serdo discutidos dois novos processos de extracdo de

ricinina de folhas de R. communis. O objetivo da extracdo de ricinina assistida por

micro-ondas e ultra-som foi desenvolver um método eficaz de extracdo e

qguantificacdo da mesma em folhas de R. communis e obtencdo de extratos

enriquecidos com este composto ativo.

4.1 Extracao de Ricinina de folhas de Ricinus communis assistida por

Micro-ondas

Para o desenvolvimento do método de extracdo de ricinina assistida

por micro-ondas, diversas etapas foram seguidas, dentre elas:

¢

Desenvolvimento do método de analise de ricinina via UPLC-DAD;

Estudo da estabilidade da ricinina sobre diferentes condi¢cdes de extracao por

microondas;
Delineamento experimental do método;
Processo de extragao;

Otimizacdo dos parametros avaliados durante o processo de extracao

assistida por microondas

4.1.1 Desenvolvimento do método de analise de ricinina via UPLC-DAD.

4.1.1.1 Validacdo do método analitico

A validacdo de um meétodo inclui todos os procedimentos necessarios

para demonstrar que o método empregado para quantificagdo de um ou mais

292



Parte Il — Resultados e Discussoes

compostos em uma matriz € eficaz, reprodutivo e especifico para a aplicagdo

desejada.

4.1.1.2 Curva de Calibragcéo e Linearidade

As curvas de calibracdo foram obtidas através das areas, relativas as
concentracdes de 0,5;1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 10,0 (mg/L). A curva analitica para a
ricinina obtida através da regressao linear esta apresentada no Grafico 4.1. A
equacao da reta (y = 4469,3x + 496,58, onde y € a area da banda cromatogréfica e x
€ a concentracao da ricinina na solucdo em (mg/L) foi linear na faixa de trabalho e o

coeficiente de correlacéo linear (r?) de 0,99.

y = 4469,3x + 496,58
RZ = 0,9998

Area
N
U
(=
3

0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo (mg/L)

Grafico 4.1: Curva de calibracdo da ricinina.

4.1.1.3 Precisao e exatiddao do método

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade
(precisao intra-dia) e preciséo intermediaria (precisao inter-dia). A repetibilidade foi
determinada realizando analises de 10 replicatas no mesmo dia, enquanto que a
precisao intermediaria foi determinada através da analise de 5 replicatas em trés
dias ndo consecutivos. O resultado da repetibilidade pode ser visualizado na Tabela
4.1
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Tabela 4.1: Repetibilidade do método

Repeticdes Resultados das analises

tr. Area

1 2,485 46859

2 2,484 46443

3 2,484 48667

4 2,489 47212

5 2,484 46508

6 2,485 47411

7 2,492 47461

8 2,491 47843

9 2,498 46622

10 2,485 46859

Média 2,486 47225
Desvio padréao 0,005 681,1
Coeficiente de Variagao 0,19% 1,44%

A precisdo intermediaria, similar a repetibilidade, porém, as analises
sao realizadas a partir de extracdes em trés dias distintos (Tabela 4.2). O coeficiente
de variacdo foi determinado através dos dados obtidos das medidas realizadas
durante trés dias. Os coeficientes de variacfes para ambos, repetibilidade e precisao
intermediaria apresentaram valores inferiores aos limites aceitaveis definidos pela
AOAC (1993).
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Tabela 4.2: Precisédo intermediaria do método

Dias Repeticdes Resultados  das andlises

tr. Area

1 2,535 48032

2 2,534 46335

1 3 2,537 49189

4 2,539 49528

5 2,551 50110

1 2,550 50101

2 2,549 48132

2 3 2,540 49183

4 2,545 49302

5 2,544 49510

1 2,485 46859

2 2,484 46443

3 3 2,484 48667

4 2,489 47212

5 2,484 46508

Média 2,523 48340

Desvio padrao 0,027 1318
Coeficiente de Variacdo 1,09% 2,73
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4.1.1.4 Limite de Quantificacao e Deteccéo

A sensibilidade do método foi definida pelos limites de deteccao (LD) e
de quantificacdo (LQ). Os limites foram calculados através dos parametros da curva
analitica. O limite de deteccao foi expresso como LD = 3,3*(s/a) (s = desvio padrao e
a = coeficiente angular da curva de calibracdo. Ja o limite de quantificacdo foi

expresso como LQ = 10*(s/a) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Limite de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

LoD LoQ Intra-dia, (CV) Inter-dia (CV)
Curva de calibragdo (mg.Kgl)  (mg.Kg!) (%), n=5(3 dias) (%), n=5 (3 dias)
(mg.LY) Equacio R2 t. Area dopico t, Area dopico
0,5a10 Y = 4469,5X+ 496,58 0,99 0,86 2,61 0,19 1,44 1,09 2,73

4.1.2 Estudo da estabilidade da ricinina sobre diferentes condi¢bes de

extracéo por Micro-ondas.

A fim de avaliar o desempenho das diferentes condicbes de extracao,
antes do desenvolvimento do método, dois fatores (temperatura e poténcia aplicada)
que poderiam afetar a estabilidade da ricinina foram analisados. Estas andlises
auxiliaram no desenvolvimento da faixa de trabalho, nos quais foram delimitados

através dos resultados obtidos.

A primeira variavel a ser avaliada foi a influéncia da temperatura (50 a
200°C), sobre o tempo de extracdo de 10 min. e poténcia mediana de 500W. Os
resultados obtidos, ilustrados na figura 4.1 mostraram que as diferentes
temperaturas aplicadas no processo de extracdo nédo afetaram a estabilidade do
composto ricinina. Os resultados da estabilidade da ricinina sobre as diferentes
variaveis (Tabela 4.4) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido
pelo teste de Tukey para comparagdo das médias, considerando nivel de 5% de

significancia (Zar, 2009).
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120,0

100,0

) T
80,0 -
60,0 -
40,0
20,0 -
0,0 - . ; ; : . .
50 75 100 125 150 175 200

Temperatura de Extragdo (°C)

area X recuperacdo ricinina

E Ricinina

Gréfico 4.2: Efeito de diferentes temperaturas do processo na estabilidade do

composto ricinina

Ap0s analisar o comportamento da ricinina em diferentes temperaturas,
a proxima etapa foi determinar a estabilidade do composto aplicando diferentes
irradiacfes do microondas (100 a 1000W), utilizando a temperatura de 100°C e o
tempo de extracdo de 10 min. Os resultados obtidos, ilustrados no Grafico 4.3,
mostraram que as diferentes poténcias aplicadas no processo de extracdo nao
afetaram a estabilidade do composto ricinina. Os resultados da estabilidade da
ricinina sobre as diferentes poténcias aplicadas (Tabela 4.4) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para comparacdo das

médias, considerando nivel de 5% de significancia (Zar, 2009).
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100,0
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Grafico 4.3: Efeito de diferentes poténcias do micro-ondas na estabilidade do composto

ricinina

Tabela 4.4: Estudo da estabilidade da ricinina sobre diferentes condicGes de extracdo

por Micro-ondas

Temperatura (°C)

50 75 100 125 150 175 200
97.65° 102.5°  101.1% 100.0° 95.11° 105.0° 93.66°
15.16 15.25 +5.86 +1.16 16.23 +7.05 +4.04

|
Poténcia (W)
I ——
100 250 500 1000
91.10% +1.71 86.00% + 1.66 91.66% +0.13 90.38% +4.32

*Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si (P>0,05)

4.1.3 Delineamento Experimental do processo de extracdo de ricinina

assistida por Micro-ondas.

A partir dos resultados obtidos (Tabela 4.4), um delineamento
experimental foi montado utilizando o programa estatistico Unscrambler a fim de
avaliar a influéncia de cinco variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de
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extracdo (C), solvente (D) e proporcéo solvente/amostra (E) sobre o processo de
extracdo de ricinina através de folhas de Ricinus communis. No total, 29 extracdes
foram realizadas. As respostas obtidas foram apresentadas em relacdo a maxima

concentracdo observada nos extratos (100%) (Tabelas 4.5 e 4.6).

Tabela 4.5: Niveis escolhidos para as variaveis:

Variaveis Cédigos Niveis das variaveis

-1 0 1
Temperatura (°C) Xy 125 150 175
Poténciar (W) Xz 500 750 1000
Tempo de Extracdo (min) X3 5 10 15
Solvente (%AcOEt) X4 10 50 90
Proporcao solvente/amostra Xs 25 37.5 50

Tabela 4.6: Delineamento experimental

Exp. Cdbdigo Variaveis Variaveis de extragao RVeTZ:ir\?js

Maxima
resposta

n° Xi? X, X Xe® Xs® Xi? X2 X3 X Xs® (%)

1 1 -1 -1 -1 1 175 500 5 10 50 48,8

2 1 -1 -1 -1 -1 175 500 5 10 25 83,2

3 1 1 1 1 0 175 1000 15 90 37,5 39,8

4 -1 1 -1 -1 1 125 1000 5 10 50 41,7

5 0 1 1 0 1 150 1000 15 50 50 58,9

6 1 1 -1 -1 -1 175 1000 5 10 25 76,0

7 -1 1 -1 0 -1 125 1000 5 50 25 95,9

8 -1 -1 1 0 -1 125 500 15 50 25 100,0

9 1 1 1 0 -1 175 1000 15 50 25 90,3

10 1 -1 1 1 0 175 500 15 90 37,5 41,1
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11 -1 0 1 1 -1 125 750 15 90 25 60,6
12 1 1 1 -1 1 175 1000 15 10 50 71,9
13 -1 1 0 1 0 125 1000 10 90 375 311
14 0 1 0 -1 -1 150 1000 10 10 25 87,2
15 -1 -1 1 -1 1 125 500 15 10 50 47,9
16 0 1 -1 1 -1 150 1000 5 90 25 64,8
17 0 -1 1 1 1 150 500 15 90 50 38,8
18 1 -1 0 1 -1 175 500 10 90 25 75,8
19 1 1 -1 1 1 175 1000 5 90 50 41,9
20 1 0 -1 1 -1 175 750 5 90 25 67,5
21 -1 -1 -1 1 0 125 500 5 90 375 26,4
22 -1 -1 -1 -1 -1 125 500 5 10 25 87,3
23 1 -1 -1 1 1 175 500 5 90 50 38,5
24 1 -1 1 -1 -1 175 500 15 10 25 83,2
25 -1 1 1 -1 0 125 1000 15 10 375 47,4
26 -1 0 0 1 1 125 750 10 90 50 30,5
27 0 0 0 0 0 150 750 10 50 375 56,9
28 0 0 0 0 0 150 750 10 50 375 54,6
29 0 0 0 0 0 150 750 10 50 375 55,4

?
Temperatura (°C) / ° Poténcia (W) /" Tempo de extragdo (min)

4 Solvente (% AcOEt) / © Proporcdo solvente/amostra

4.1.4 Selecdo dos fatores para otimizacdo do processo de extracao de

ricinina assistida por micro-ondas.

O software Unscrambler foi utilizado para obtencdo dos dados
estatisticos para avaliacdo dos parametros experimentais, identificando assim os
efeitos das diversas variaveis utilizadas no processo de extracdo. A partir da
correlacdo dos resultados obtidos, foram identificados através da analise de

variancia (ANOVA), os fatores criticos, sendo estes, as variaveis mais significativas
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no processo de extracdo. O Grafico 4.4 aponta que os fatores solvente (D) e
propor¢cdo solvente (mL)/amostra (g) (E) foram altamente significativos no
rendimento do processo de extracdo de ricinina, devido aos baixos valores de P

(P<0,05) encontrados.

PLS ANOVA p-values

A B C D E
X-Variables

Gréfico 4.4: Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extragéo (C),

solvente (D) e proporcao solvente/amostra (E) no processo de extracdo (ANOVA).

Os demais fatores (temperatura, poténcia e tempo de extracdo) nao

apresentaram efeitos significativos no processo de extragao.

A analise de regressdo (Gréfico 4.5) foi utilizada para estabelecer o
efeito das diversas variaveis no rendimento do processo de extracdo de ricinina. De
acordo com a analise, ambos, solvente (D) e proporcao solvente (mL)/amostra (g)
(E) apresentam efeitos negativos. Através do grafico 4.6, pode-se observar que
ambos, (D) e (E) apresentaram efeito contrario ao rendimento do processo de
extracao de ricinina, mostrando que quanto maior for o valor empregado (niveis das
variaveis) para os parametros D e E, menores serdo os rendimentos obtidos no
processo de extracdo. Para os fatores temperatura (A), poténcia (B) e tempo de
extracao (C), todos apresentaram efeitos positivos.
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Regression coefficients (Factor-1)
0,4 1 1

0,2 1

-0,2 1 1

isY

AX

0,4 -
0,6 -

0,8 -

A B C D E
X-Variables (ricinine) B0:4,514026

Gréfico 4.5: Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extracao (C),

solvente (D) e proporgcao solvente/amostra (E) no processo de extracao de ricinina
assistida por microondas.

1- X- and Y-Loadings
] C
0,8 *

ricinine
L]

-1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Factor-1 (21%, 71%)

Gréfico 4.6: Efeito das variaveis: temperatura (A), poténcia (B), tempo de extracéo (C),

solvente (D) e propor¢cao solvente/amostra (E) no processo de extracao de ricinina
assistida por microondas.
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Apés a avaliacdo dos resultados obtidos (Gréafico 4.5 e 4.6, Tabela 4.7)
do delineamento experimental, seguiu-se para 0 processo de otimiza¢cdo do método
de extracdo, avaliando-se os menores niveis de faixa de trabalho para as variaveis D

(solvente) e E (proporcéo solvente/amostra).

Tabela 4.7: Avaliacdo das variaveis da extracao.

Variaveis Cddigos Niveis das Efeito
variaveis
Temperatura (°C) A X1 125-175 N&o significativo
Poténciar (W) B Xz 500-1000 N&o significativo
Tempo de Extracdo (min) C X3 5-15 N&o significativo
Solvente (%AcOEt) D X4 10-90 Significativo (-)
Proporc¢éo solvente/amostra E X5 25-50 Significativo (-)

4.1.5 Otimizacao do processo de extracdo de ricinina assistida por

micro-ondas

Através dos resultados obtidos (Tabela 4.7), as variaveis significativas
D e E, foram avaliadas, a fim de maximizar os rendimentos obtidos no processo de
extracdo assistida por microondas. Os parametros para 0 processo de otimizacao
foram selecionados a partir dos resultados obtidos na etapa anterior. As variaveis,
temperatura, poténcia e tempo de extragdo foram mantidas com valor constante de
175 °C, 1000 W e 15 min.
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ondas.
Variaveis / Codigos Niveis Efeito Delineamento
das experimental
variaveis da Otimizacao
Temperatura (°C) - A 125-175 Nao significativo 175
Poténciar (W) - B 500-1000 Né&o significativo 1000
Tempo de Extracdo (min) — C 5-15 N&o significativo 15
Solvente (%AcOEt) — D 10-90 Significativo (-) 0-10
Prop. Solvente (mL) /amostra (g) - E 25-50 Significativo (-) 15:1-25:1

4.1.6 Efeito da proporcédo solvente/amostra no processo de extracdo de

ricinina assistida por micro-ondas

Como observado, a variavel (E) referente a propor¢éo solvente/amostra
apresentou efeitos negativos no processo de extracdo (Tabela 4.8), deste modo, a
otimizacdo do parametro E seguiu para niveis mais baixos que o utilizado nas

medidas anteriores (Tabela 4.8).

100,0

80,0 -

60,0

40,0

20,0 -

Rendimento relativo de riinina (%)

0,0

15/1

20/1

25/1

H Ricinina

Grafico 4.7: Efeito da variavel proporcéo solvente (mL) /amostra (1g) no processo
de extracao de ricinina assistida por micro-ondas
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O efeito da proporgdo solvente/amostra (E) na extracdo de ricinina é
apresentado no Grafico 4.7, que claramente demonstra que a diminuicdo na

proporcao solvente/amostra diminui os rendimentos da extracao de ricinina.

4.1.7 Efeito do solvente no processo de extracao de ricinina assistida
por micro-ondas

A partir da variavel E ja estabelecida, partiu-se para andlise do efeito
de D, referente a porcentagem de solvente acetato de etila em metanol. A variavel D
apresentou efeitos negativos (Tabela 4.8) no processo de extracdo, deste modo, a
otimizacdo de D seguiu para niveis mais baixos que o utilizado nas medidas
anteriores (Tabela 4.8). Os resultados obtidos sdo apresentados no grafico 4.8. O
efeito da mistura de solventes (AcOEt/MeOH) na eficiéncia do processo de extracao,
demonstrou que as proporcoes de 5 e 10% de AcOEt em MeOH apresentaram 0s
maiores rendimentos na extracdo de ricinina por microondas, ja para a utilizacdo de

100% de MeOH, um menor rendimento foi obtido no processo de extracéo.

100,0

80,0 -

60,0 -

40,0 -

20,0 -

Rendimento relativo de riinina (%)

0,0 -
10 5 0

M Ricinina

Gréfico 4.8: Efeito da variavel solvente (D) (% AcOEt em MeOH) no processo de
extragcdo de ricinina assistida por micro-ondas.
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4.1.8 Estudo cinético do processo de extracdo de ricinina assistida por
micro-ondas.

Um estudo cinético do processo de extracdo foi realizado, a fim de
avaliar a influéncia do tempo de extracdo (5-25 min) juntamente com os parametros
(D) e (E) ja otimizados (Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Parametros utilizados durante o estudo cinético da extracao:

Variaveis Cédigos Niveis das variaveis
Temperatura (°C) A 175
Poténciar (W) B 100
Tempo de Extragédo (min) C 5-25
Solvente (%AcOEt) D 10
Proporc¢éo solvente/amostra E 25

Os resultados obtidos do estudo da cinética de extracdo (Grafico 4.9)
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para
comparacao das médias, considerando nivel de 5% de significancia (Zar, 2009), ndo
apresentando diferenca significativa entre os diferentes tempos de extragcédo
avaliados. Considerando que o prolongamento do processo de extracao pode levar a
degradacdo dos compostos presentes no extrato, o tempo de extracao de 5 minutos

foi escolhido para este processo.
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Grafico 4.9: Estudo cinético do processo de extracdo de ricinina assistida por
microondas

4.1.9 Resultados obtidos através da otimizacdo do processo de extracdo

de ricinina assistida por micro-ondas.

Através do processo de extracdo de ricinina assistida por microondas,
diversos parametros foram avaliados, levando a um estudo capaz de otimizar as
diversas variaveis, considerando também a economia, eficiéncia e viabilidade deste
método (Tabela 4.10).

Tabela 4.10: Variaveis otimizadas através do estudo do processo de extracao de

ricinina assistida por micro-ondas

Variaveis Codigos
Temperatura (°C) A 175
Poténciar (W) B 1000
Tempo de Extragédo (min) C 5
Solvente (%AcOEt) D 10
Proporgéo solvente/amostra E 25
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4.1.10 Validacdo do método de extracao de ricinina assistida por micro-

ondas

4.1.10.1 Precisao do método

A precisdo do método foi considerado em dois niveis: repetibilidade e
precisdo intermediaria. A precisdo é expressa como o coeficiente de variacdo de
uma série de medida. A repetibilidade avalia a precisdo do método de extracdo de
ricinina assistida por microondas sobre as mesmas condicdes experimentais
realizadas no mesmo dia. A repetibilidade foi medida através de dez extracdes no

mesmo dia. O resultado da repetibilidade pode ser visualizado na tabela 4.11.

Tabela 4.11: Repetibilidade do método de extracao

Repeti¢cdes Resultados das analises

tr. Area

1 2,377 50112

2 2,383 46196

3 2,373 48806

4 2,379 43190

5 2,375 47197

6 2,369 49049

7 2,378 45335

8 2,375 46154

9 2,382 46421

10 2,378 46930

Média 2.377 47045
Desvio padréo 0,004 1862
Coeficiente de Variacao 0,016% 3,95%
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A precisdo intermediaria foi realizada a partir de cinco extracdes em
trés dias distintos (Tabela 4.12). O coeficiente de variacdo foi determinado através
dos dados obtidos das medidas realizadas durante trés dias. Os coeficientes de
variacfes para ambos, repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram valores

inferiores aos limites aceitaveis definidos pela AOAC (1993).

Tabela 4.12: Preciséo intermediaria do método de extracdo

Dias Repeticdes Resultados das analises
tr. Area
1 2,158 46940
2 2,162 45511
1 3 2,192 44385
4 2,199 44495
5 2,200 49662
1 2,217 40802
2 2,219 44982
2 3 2,220 47024
4 2,229 43626
5 2,227 47204
1 2,377 50112
2 2,383 46196
3 3 2,373 48806
4 2,379 43190
5 2,375 47197
Média 2,260 46009
Desvio padréo 0,085 2446
Coeficiente de Variacao 3,76% 5,31%
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4.2 Extracdo de Ricinina de folhas de Ricinus communis assistida por

Ultra-som.

Para o desenvolvimento do método de extracdo de ricinina assistida

por Ultra-som, diversas etapas foram seguidas, dentre elas:

+ Estudo da estabilidade da ricinina em distintas temperaturas de extracao (5 a

65°C) por Ultra-som;
¢ Escolha do tipo de solvente para extracéo assistida por ultra-som;

¢ Avaliacdo de diferentes condicbes de extracdo, dentre elas, temperatura,
poténcia do ultra-som, nimero de ciclos (amplitude), tempo de extracdo e a

propor¢cao solvente/amostra;

¢ Otimizacao do processo de extragao.

4.2.1 Estudo da estabilidade de ricinina via Ultra-som

A primeira etapa do trabalho, foi avaliar a influéncia da temperatura (50
a 200°C) sobre a estabilidade de ricinina por ultra-som. Nesta etapa foram avaliadas
as temperaturas de 5 a 65°C utilizando o tempo de extracdo de 10 min., poténcia
50%, ciclos de 0,6 seg. Estas analises auxiliaram no desenvolvimento da faixa de

trabalho, nos quais foram delimitados através dos resultados obtidos.

Estes resultados estéo ilustrados no Grafico 4.10, mostrando que as
diferentes temperaturas aplicadas no processo de extracdo por ultra-som né&o
afetaram a estabilidade do composto ricinina. Os resultados da estabilidade da
ricinina sobre as diferentes temperaturas foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para comparacdo das médias, considerando

nivel de 5% de significancia (Zar, 2009).
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Grafico 4.10: Efeito de diferentes temperaturas utilizadas no processo de extracao

por ultra-som na estabilidade do composto ricinina.

4.2.2 Escolha do tipo de solvente para extragcao de ricinina assistida por

ultra-som

Como o objetivo deste processo de extracdo foi a obtencdo de extratos
enriquecidos com o composto ativo ricinina em folhas de R. communis, nesta etapa,
foram analisados diferentes tipos de solventes, afim de avaliar a influéncia dos

mMesmaos neste processo.

A partir dos resultados obtidos (Grafico 4.11), verificou-se que
solventes com maior polaridade apresentam altos rendimentos de extracdo do
compsto ricinina quando comparado aos solventes de média polaridade, entretanto,
aumenta-se também a extracdo de compostos de maior polaridade, sendo estes
indesejaveis para este processo. Considerando que a finalidade desta extracao foi a
obtencdo de extratos enriquecidos com o composto ricinina, o solvente AcOEt foi

escolhido para este trabalho (Figura 4.1).
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Gréafico 4.11: Efeito de diferentes solventes no processo de extracdo de ricinina
assistida por ultra-som.
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Figura 4.1: Cromatograma da extracdo de ricinina assistida por ultra-som utilizando acetato
de etila como solvente. Equipamento UPLC-DAD Acquity Waters, coluna Acquity BEH C18
(Imm/1,7um). A temperatura da coluna foi mantida a 35 °C. Sistema de solvente binario: A
(2% Ac. Acético/ 3% ACN em H,0) e B (2% Ac. Acético/ 85% ACN em H,0); fluxo de 0,6

mL/mine A =310 nm.
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4.2.3 Processo de extracao de ricinina assistida por ultra-som

A partir dos resultados obtidos (Grafico 4.10 e 4.11), o desempenho de
diferentes condi¢cGes de extracdo, dentre elas, temperatura, poténcia, ciclos, tempo

de extracao e a relacao solvente/amostra foram analisadas (Tabela 4.13).

Tabela 4.13: Parametros avaliados durante o processo de extracdo por ultra-som.

Variaveis
Temperatura Poténcia Ciclos Tempo de Proporgéo
(°C) extracdo (min.)  solvente/amostra
20 50% 0,5 10 29/25mL
35 100% 1,0 20 5g/25mL
50 25
65

4.2.4 Efeito da temperatura de extragao

As extracdes solido-liquido sdo na maioria das vezes afetada pelo
aumento da temperatura de extracdo. Geralmente, quanto maior a temperatura
empregada, maior a recuperacdo do composto, entretanto, o uso de elevadas
temperaturas promovem a degradagdo de diversas amostras. Estes efeitos
contrarios mostram a importancia da avaliacdo do efeito da temperatura no processo
de extracdo. As extragOes foram realizadas utilizando 1g da folhas pulverizadas de
R. communis em 25 mL de solvente (AcOEt), utilizando o tempo de extracdo de 10
min., poténcia 50% e ciclos de 0,6 seg. A quantidade de ricinina isolada no processo
de extracdo em diferentes temperaturas estdo apresentadas no grafico 4.12. Os
resultados obtidos através das diferentes temperaturas empregadas foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para
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comparacao das médias, considerando nivel de 5% de significAncia (Zar, 2009), ndo
apresentando diferenca significativa entre os diferentes tempos de extracao
avaliados. Para evitar a degradacdo do composto de interesse, a temperatura de

35°C foi utilizada nas posteriores etapas do processo de extracao.
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Grafico 4.12: Efeito de diferentes temperaturas no processo de extracdo de ricinina
assistida por ultra-som.

4.2.5 Efeito da amplitude e ciclos do ultra-som no processo de extragao

A eficiéncia da extracdo neste tipo de processo € atribuida ao uso da
energia derivada do ultra-som que proporciona uma maior penetracdo do
solvente no interior da matriz, aumentando assim, a superficie de contato e os

rendimentos no processo de extracao.

Nesta etapa, as extracdes foram realizadas utilizando 1g da folhas
pulverizadas de R. communis, em 25 mL de de AcOEt, utilizando o tempo de
extragdo de 10 min., temperatura de 35°C, variando os niveis da poténcia do
equipamento e também os ciclos. Pode-se notar para ambos, que quanto maior

0s niveis empregados para as duas variaveis, maiores foram os rendimentos da
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extracdo (Gréfico 4.13). Os dados estatisticos, para os dois casos, nao
apresentaram nenhuma diferenga significativa entre as respostas obtidas.
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Grafico 4.13: Efeito da amplitude e ciclo de trabalho no processo de extracdo de

ricinina assistida por ultra-som.

4.2.6 Efeito tempo de extracao

A partir das variaveis, temperatura, amplitude e ciclo otimizadas no
processo de extracdo, um estudo cinético foi realizado, a fim de avaliar a influéncia

do tempo de extragdo (5-25 min) no método.

Os resultados obtidos do estudo da cinética de extracao (Gréafico 4.14)
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para
comparacao das médias, considerando nivel de 5% de significancia (Zar, 2009), ndo
apresentando diferenca significativa entre os diferentes tempos de extracdo
avaliados. Considerando que o prolongamento do processo de extracao pode levar a
degradacédo dos compostos presentes no extrato, o tempo de extracado de 5 minutos

foi escolhido para este processo.
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Gréafico 4.14: Efeito de diferentes tempos no processo de extracdo de ricinina

assistida por ultra-som.

4.2.7 Efeito da relacdo amostra/solvente no processo de extragcao de

ricinina assistida por microondas.

O efeito da proporcdo amostra/solvente na extracdo de ricinina é
mostrado no Grafico 4.15, que claramente demonstra que a diminuicdo na proporcao
amostra/solvente diminui os rendimentos da extracdo de ricinina, entretanto,
comparando-se os resultados que poderiam ser obtidos na relacdo de extracédo de
ricinina para cada 1g de folhas, observamos um decaimento na eficiéncia no

processo de extracao (Gréfico 4.16).

0,35
0,30

0,25

0,20

0,15

mg. g de folhas

0,10

0,05

0,00

2g
i Ricinina

Grafico 4.15: Efeito de diferentes propor¢cdes amostra/solvente (25,0 mL) no
processo de extracao de ricinina assistida por ultra-som.
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Gréafico 4.16: Efeito de diferentes propor¢cdes amostra/solvente no processo de

extracdo de ricinina assistida por ultra-som.

4.2.8 Resultados obtidos através da otimizacdo do processo de extracéo

de ricinina assistida por ultra-som

A Tabela 4.14 apresenta as variaveis otimizadas durante o processo de

extracao de ricinina assistida por ultra-som.

Tabela 4.14: Variaveis otimizadas através do estudo do processo de extracao de

ricinina assistida por ultra-som

Variaveis
Temperatura (°C) 175
Poténciar (W) 1000
Tempo de Extrag&o (min) 5
Solvente (%AcOEt) 10
Proporgcdo amostra/solvente 1:25
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4.3 Ensaios Biolbgicos

4.3.1 Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com

0s extratos de folhas de R. communis e o alcaloide ricinina.

Os extratos (Tabelas 4.15) obtidos através de diferentes processos de
extracdo de folhas de R. communis e o alcaloide ricinina foram submetidos a
ensaios por ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa de acordo com a
metodologia descrita no item 3.11.1 (Parte I). Os resultados foram avaliados atraves
das curvas de sobrevivéncia de cada tratamento em relacdo ao controle, sobre um

periodo de 25 dias, utilizando a andlise estatistica através do teste de “log-rank”.

Analisando os resultados obtidos (Tabela 4.16 e 4.17), observou-se
gue o extrato RICENR (extrato das folhas de R. communis obtido através da
extracdo assistida por ultra-som) foi mais ativo em todas as concentragdes, quando
comparado ao extrato MAM, apresentando para as concentracfes de 0,4, 1,0 e 2,0
mg/mL, sobrevivéncias medianas (Sso) no 7°, 5° e 4° dia, respectivamente, e

mortalidades de 90 a 100% no final do experimento.

Tabela 4.15:; Extratos de folhas de R. communis

Extratos das folhas .
_ Processo de extragao Solvente Extrator
de R. communis

MAM Métodos classicos* EtOH

RICENR Assistida por ultra-som AcOET

*Percolacéo

Nesse ensaio (Tabela 4.16) foi possivel observar, um aumento

gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia durante no decorrer do tempo de
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experimento, com taxas de mortalidade significativas, indicando o potencial téxico do

extrato RICENR sobre as formigas cortadeiras.

Comparando os resultados obtidos para ambos os extratos (MAM e
RICENR), foi possivel observar efeitos semelhantes para os mesmos, porém em
menores concentracdes para o extrato RICENR, quando comparado ao extrato
MAM.

A substancia pura ricinina (0,1 mg/mL) também foi submetida aos
ensaios sobre as formigas cortadeiras. O composto apresentou sobrevivéncia
mediana (Sso) no 7° dia e mortalidade de 92,0 % no final do experimento (Tabela
4.18). Para o tratamento com o extrato RICIENR e a substancia pura ricinina, nas
concentracfes de 0,4 e 0,1 mg/mL, respectivamente, resultados semelhantes foram
observados, mostrando assim, a eficiéncia do processo de extragao para obtencao
de um extrato enriquecido de um composto ativo, visto que para o extrato MAM, o
mesmo perfil de atividade foi alcancado, porém, em uma concentracdo 20 vezes

maior (2,0 mg/mL) qguando comparado a substancia pura.

Tabela 4.16:. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com Ricenr
nas concentragfes: 0,1mg/mL; 0,2mg/mL; 0,4mg/mL; 1,0mg/mL e 2,0mg/mL..

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0 0 0 4 10 12 32 42 60 74 19a
Ricenr 1 (2,0 mg/mL) 0 6 40 86 8 94 98 100 100 100 4,0
Ricenr 2 (1,0 mg/mL) 0O 16 28 80 83 83 92 100 100 100 5,0b
Ricenr 3 (0,4 mg/mL) 0 6 6 46 60 74 80 82 84 90 7,0b
Ricenr 4 (0,2 mg/mL) 0 0 0 6 10 36 46 62 76 82 15a

Ricenr 5 (0,1 mg/mL) 0 0 2 6 16 24 36 56 60 66 1l6a

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05).
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Tabela 4.17: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com MAM
nas concentracdes: 0,2mg/mL; 0,4mg/mL; 1,0mg/mL e 2,0mg/mL.

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

Dieta Pura 0O 0O 0 4 10 12 32 42 60 74 19
MAM 1 (2,0 mg/mL) 0O 4 16 44 66 74 76 80 8 88 7,0b
MAM 2 (1,0 mg/mL) 0 2 4 8 18 28 46 56 64 72 15b
MAM 3 (0,4 mg/mL) 0O 6 10 16 26 32 56 70 78 84 14b

MAM 4 (0,2 mg/mL) 0 0 0 0 10 18 34 44 46 56 22a

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

Tabela 4.18:. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta
sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial do

composto ricinina na concentragéo de 0,1mg/mL.

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

Dieta Pura 0 2 3 6 8 12 22 26 34 42 >25a

Ricinina (0,1 mg/mL) 0 10 34 60 64 70 80 8 90 92 7,0b

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

A patrtir deste trabalho, dois novos processos de extracao de ricinina de

folhas de R. communis foram desenvolvidos.

A extracdo de ricinina assistida por microondas, mostrou-se como um
meétodo eficiente para extracdo e quantificacdo do alcaloide ricinina em folhas de R.
communis, proporcionando um tempo de extracdo reduzido, menor consumo de

solvente e uma melhor qualidade dos extratos obtidos.

Através do método desenvolvido no processo de extracdo de ricinina
assistida por ultra-som foi possivel obter extratos enriquecidos com o composto ativo
ricinina em um tempo de extracdo reduzido (5 min.), empregando como solvente
extrator ACOEt.

Os extratos obtidos através de diferentes processos de extracdo de
folnas de R. communis e o alcaloide ricinina foram submetidos a ensaios por
ingestdo em operarias de Atta sexdens rubropilosa, indicando o maior potencial
toxico do extrato RICENR (extracdo assistida por ultra-som) sobre as formigas
cortadeiras, quando comparado ao extrato MAM obtido através do método classico
de extracdo. Para o tratamento com o extrato RICIENR e a substéncia pura ricinina,
nas concentracfes de 0,4 e 0,1 mg/mL, respectivamente, resultados semelhantes
foram observados, mostrando assim, a eficiéncia do processo de extracdo para
obtencdo de um extrato enriquecido de um composto ativo, visto que para o extrato
MAM, o mesmo resultado foi alcancado, porém em uma concentracdo 20 vezes

maior (2,0 mg/mL) quando comparado a substancia pura.

321



Parte Il — Resultados e Discussoes

322



Parte Il — Referéncias Bibliograficas

6 Referéncias Bibliograficas

BIGI, M. F. M. A.; TORKOMIAN, V. L. V.; GROOTE, S. T. C. S.; HEBLING, M. J. A,;
BUENO, O.C.; PAGNOCCA, F.C.; FERNANDES, J. B.; VIEIRA, P. C.; DA SILVA, M.
F. G. F. Activity of Ricinus communis (Euphorbiaceae) and ricinine against the leaf-
cutting ant Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) and the symbiotic
fungus Leucoagaricus gongylophorus. Pest Manag. Sci., 60:933-938, 2004.

CAZAL, C. M.; BATALHAO, J. R.; DOMINGUES, V. C.; BUENO, O. C;
RODRIGUES-FILHO, E.; FORIM, M. R.; SILVA, M. F. G. F.; VIEIRA, P. C,
FERNANDES, J. B. High-speed counter-current chromatographic isolation of ricinine,
an insecticide from Ricinus communis. J.Chromatogr. A, 1216: 4290-4294, 2009.

CHAN, C.; YUSOFF, R.; NGOH, G.; KUNG, F. W.; Microwave assisted extractions of
active ingredients from plants. J. Chromatogr. A. 1218: 6213-6225, 2011.

FERRAZ, A. C.; ELIZABETH, M.; ANGELUCCI, M.; DA COSTA, M. L.; BATISTA, I.
R.; OLIVEIRA, B. H.; CUNHA, C. Pharmacological evaluation of ricinine, a central
nervous system stimulant isolated from Ricinus communis. Pharmacol. Biochem.
Behav. 63 (3): 367-375, 1999.

GALO, M.; FERRACANE, R.; GRAZIANI, G.; RITTIENI, A.; FOGLIANO, V.
Microwave assisted extraction of phenolic compounds from four diferente spices.
Molecules 15: 6365-6374, 2010.

LI, M.; SUN, S.; XU, F.; SUN, R. Microwave assisted organic acid extraction of
lignina from bamboo: structure and antioxidante activity investigation. Food
Chemsitry 134: 1392-1398, 2012.

LIAZID, A, PALMA, M., BRIGUI, J., BARROSO, C.G. Investigation on phenolic
compounds stability during microwave-assisted extraction. J. Chromatogr. A., 1140:
29-34, 2007.

RAMOS-LOPEZ, M. A.; PEREZ, S.; RODRIGUEZ-HERNANDEZ, C.; GUEVARA-
FEFER, P.; ZAVAIA-SANCHEZ, M. A. Activity of Ricinus communis (Euphorbiaceae)
against Spodoptera frugiperda (Lepdopetera: Noctuidae). Afr. J. Biotechnol. 9: 1359-
1365, 2010.

RODRIGUES, R. F. O.; OLIVEIRA, F.; FONSECA, A. M. As folhas de palma christi-
Ricinus communis L. Euphorbiaceae Jussieu. Braganca Paulista, 20: 183-194, 2002.

ROSTAGNO, M.A., PALMA, BARROSO, C.G. Microwave assisted extraction of soy
isoflavones. Anal. Chim. Acta., 588: 274 - 282. 2007.

TRIPATHI, A. C.; GUPTA, R.; SARAF, S. K. Phitochemical investigation
characterization and anticonvulsant activity of Ricinus communis seeds in mice. Nat
Prod. Res. 25 (19): 1881-1884, 2011.

323



Parte Il — Referéncias Bibliograficas

UPSANI, S. M.; KOTKAR, H. M.; MENDKI, P. S.; MAHESHWARI, V. L. Partial
characterization and insecticidal properties of Ricinus communis L. foliage
flavonoids. Pest Mang. Sci. 59: 1349-1354, 2003.

XIA, E.; CUI, B.; XU, X.; SONG, Y.; Al, X.; LI, H. Microwave assited extraction of
oxymatrine from Sophora flavescens. Molecules 16: 7391-7400, 2011.

XIAO, X.; WANG, J.; WANG. G.; WANG. J.; LI, G. Evaluation of vacuum microwave-
assisted extraction technique for extraction of antioxidants from plant samples. J.
Chromatogr. A 1216: 8867-8873, 2009.

ZHANG, H.; YANG, X.; WANG, Y. Microwave assisted extraction of secondary
metabolites from plants: Current status and future directions. Trends Food Sci. Tech.
22: 672-688, 2011.

324



PARTE Ill; FITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS
PERTENCENTES AS FAMILIAS MELIACEAE E RUTACEAE

ESTE CAPITULO ABRANGE OS TOPICOS:
v INTRODUGAO

v OBJETIVOS

v PROCEDIMETOS EXPERIMENTAIS

v RESULTADOS E DISCUSSOES

v CONCLUSOES

v' REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS






Parte 11l — Introducéo

PARTE lll: Fitotoxicidade de compostos pertencentes as familias

Meliaceae e Rutaceae

1. Introducao

Fatores bidticos e abidticos, como o estresse, forcam a evolucdo dos
organismos. Desta forma, as plantas vém desenvolvendo vias biossintéticas para
uma ampla variedade de metabdlitos secundarios em resposta as pressées
ambientais, desempenhando um papel importante na interacdo das plantas com
outros organismos presentes em seu ecossistema (plantas, fungos, bactérias,

insetos, roedores, mamiferos e herbivoros; CALLAWAY, 2002).

Alelopatia é o termo criado por Molisch que demonstra todas essas
interacOes (do grego allelon = reciproca, e phatos = prejuizos). A definicdo abrange
os efeitos benéficos e prejudiciais causados a organismos em torno de substancias
quimicas liberadas pela planta no ambiente. A definicdo atualmente em uso foi
criada pela Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) como “a ciéncia que estuda
qualguer processo envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas,
algas, bactérias e fungos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de

sistemas agricolas e biologicos”.

Aleloquimicos (toxinas naturais de plantas que desempenham funcdes
nas interacbes: planta-planta, planta-inseto e planta-microorganismos) sao
considerados fontes promissoras de novos instrumentos para o controle de plantas
daninhas (MACIAS et al., 2000).

As familias Meliaceae e Rutaceae sao conhecidas pela sua elevada
diversidade de metabdlitos secundarios, incluindo muitos grupos que representam
uma fonte rica de diversidade estrutural. Estas familias sdo caracterizadas pela
ocorréncia frequente de limonoides (DA SILVA et al., 1984; 1987, CHAMPAGNE et
al., 1992), uma classe interessante de compostos que possuem estruturas

complexas altamente oxigenadas.
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Os limondides possuem uma vasta atividade biologica (TAN et al.,
2011, Roy et al., 2006), incluindo atividade inseticida (Champagne et al., 1992,
Suresh et al., 2002, Leite et ai., 2005, Sarria et al., 2011), anti-cancer (Miller et al.,
2004, Cazal et al., 2010, Kikuchi et al., 2011), anti-inflamatéria (Xie et al., 2008), anti-
fungica (Govindachari et al., 2000) dentre outras, mostrando assim a importancia

dos mesmos.

-
Ca
-

Figura 1.1: Plantas das familias Meliaceae e Rutaceae (1) Ruta graveolens
(Rutaceae); 2) Cedrela odorata (Meliaceae); 3) Spiranthera odoratissima (Rutaceae);
4) Toona ciliata (Meliaceae); 5) Cabralea canjerana (Meliaceae); 6) Citrus sinensis

(Rutaceae) e 7) idem ao 3.

Os triterpenos em geral, sdo encontrados em varias espécies de
plantas. Estes compostos se destacam em varias atividades bioldgicas, dentre elas:
inseticida (Gonzales et al., 2011, Sarria et al., 2011), anti-cancer (Patlolla e Rao,
2012, Cazal, et al., 2010), doencas do sistema imunoldgico (Rios, 2010), anti-
inflamatéria (Zhang, et al., 2010, 2012), antimicrobiana dentre outras (Dzubak, et al.,
2006). Os alcaldides (Michael 2007, 2005), cumarinas e flavonoides tem sido
amplamente explorados em suas bioatividades, nestas incluem-se, atividade
inseticida (Bermudez-Torres et al., 2009, Pavela e Vrchotova, 2013, Li et al., 2009),
anti-cancer (Duarte et al., 2010, Zhai et al., 2012, Harada et al., 2010; Pick et al.,
2011), anti-inflamatéria (Silva et al., 2012, Mbeunkui et al., 2012, Mishra et al., 2009,
2009, Garcia-Lafuente et al., 2009) dentre outras.
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O grande aumento no interesse de protecéo de culturas contra plantas
daninhas, o uso abundante dos defensivos agricolas os problemas associados com
o uso dos mesmos, tem levado a pesquisa de novos produtos naturais
biologicamente ativos (DAYAN et al.,, 2009). Assim, a descoberta de novos
aleloquimicos € um método alternativo, em vez de herbicidas convencionais
utilizados no controle de ervas daninhas. Os herbicidas utilizados atualmente tém
causado alteracbes em populacbes de espécies invasoras, ocasionando um
aumento da resisténcia a estes compostos e muitas vezes, levando ao risco de
contaminacdo do meio ambiente (MACIAS et al., 2007). Deste modo, tornam-se
atrativos, a procura por novos produtos de origem vegetal através do estudo da

fitotoxicidade dos compostos pertencentes as familias Meliaceae e Rutaceae.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar os perfis de bioatividade de trés
alcaloides (1-3), doze cumarinas (4-15), dois derivados do acido cinamico (16-17),
quatorze flavonoides (18-31), quatro triterpenos (32-35) e seis limonoides (36-41)
através do bioensaio em coleoptilos de trigo e fitotoxicidade, com a finalidade de

identificar novos compostos alelopaticos.
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3. Procedimento Experimental

3.1 Compostos estudados

Foram avaliados 41 compostos de origem natural, entre esses,
alcaloides, cumarinas, flavonoides, terpenos e limonoides. Todos 0S compostos
foram isolados de plantas da familia Meliaceae e Rutaceae coletadas em territério
brasileiro e gentilmente cedidos pelo laboratério de Produtos Naturais da UFSCar.

3.2 Ensaios biologicos

3.2.1 Bioensaio em coledptilos de trigo

Sementes de trigo foram germinadas em placas de Petri (15 cm) em
agua destilada a 24° C, no escuro por 72 h. Em camara escura sob luz verde, os
coleoptilos das plantulas estioladas de trigo foram cortados, medindo 4 mm. Os
compostos foram solubilizados em DMSO (0,1 %) e solucdo tampao &cido
citrico/hidrogenofostato pH 5,6 contendo 2% de sacarose. Nos tubos de ensaio,
foram adicionados 2,0 mL de cada tratamento e cinco coleéptilos (n = 3 para cada
diluicdo). Os tubos foram lacrados com filme plastico e colocados em centrifuga de
rotacdo (0,25 rpm), na posicado horizontal. O conjunto foi coberto a fim de evitar
contato com a luz e mantido em estufa escura a 22°C. ApGs 24h, os coleodptilos
foram medidos pela digitalizacdo de suas imagens. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste de Welch (Martin Andrés e Luna del Castillo, 1990). Os
dados sédo apresentados pelas diferencas percentuais do controle. Assim, zero
representa o controle, os valores positivos representam estimulagcdo do parametro
estudado e valores negativos representam inibicdo do crescimento. Um controle
positivo para inibicdo do crescimento foi realizado com o herbicida logran nas
mesmas concentragdes. O controle foi realizado com a solu¢cdo tampédo e DMSO
(0,1%).
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Coleoptilo (4mm)
Separados das Raizes e Equipamento —
sementes : 7 0.25rpm /24 h
‘ ' = 22°11C

Coleoptilos —

Sementes de Trigo | | o o Medicdo -

- PR EEE—— s, igitalion X
Crescidas — placa ‘ Digitalizagdo
de Petri - 3 dias Coledptilo - ; imagem
22°41C Separados das Compostos —Solucao

Raizes e sementes 5 Concentragoes
Tubos - (3X — Diluicao)

Figura 3.1: Metodologia adotada nos bioensaios sobre coleoptilos de trigo.

3.2.2 Bioensaio de Fitotoxicidade

A selecdo de espécies-alvo foi baseada em um processo de otimizacédo
desenvolvido pelo Grupo de Alelopatia de Cadiz de bioensaios de fitotoxicidade
padrdo (MACIAS, et al., 2000).

£ =
Lepidium sativum Lycopersicon esculentum
(Agriao) (Tomate)

Lactuca sativa Allium cepa
(Alface) (cebola)

Figura 3.2: Sementes utilizadas nos ensaios de fitotoxicidade; dicotiledoneas: agrido
(Lepidium sativum L.), alface (Lactuca sativa) e tomate (Solanum lycopersicum),

monocotiledénea cebola (Allium cepa L.).
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Para o bioensaio de fitotoxicidade, foram utilizadas quatro espécies
modelo, sendo estas, as dicotiledéneas agrido (Lepidium sativum L.), alface (Lactuca
sativa L.) e tomate (Lycopersicon esculentum L.). Além destas, foi incluida a
monocotiledénea cebola (Allium cepa L.) a qual é representante de familias de
plantas invasoras de culturas de interesse agricola. Este bioensaio foi realizado com
quatro repeticdes, em placas de Petri (4 cm de diametro) sobre papel Whatman no 1
como substrato onde foram adicionadas 20 sementes por placa. A germinacao e o
crescimento ocorreram em solucdo aguosa, tamponada mediante o uso de solucao
de 102 M do acido 2-[N-morfolino] etanosulfonico (MES) e 1M de NaOH com
pH=5,6. Os compostos a serem ensaiados foram dissolvidos em DMSO (0,1, 0,02,
0,01 e 0,002 M) e estas solugbdes foram diluidas com tampao (5 yL DMSO / mL
solucdo tampdo ), nas concentracdes de interesse do ensaio (10 ~ 3, 3.10™ 10 "%,
3.10™ e 10™ M). O volume de solucéo para cada placa de Petri foi de 1 mL. Ap6s a
adicdo das sementes e solucao, as placas foram seladas com Parafilm e incubadas
em camara de crescimento Memmert IC 700 com auséncia de luz, sob 25 °C. As
placas foram mantidas nessas condi¢cdes durante quatro, cinco, seis e sete dias,
respectivamente, para as sementes de agrido, tomate, alface e cebola. Decorridos
os periodos de crescimento acima mencionados, as placas foram armazenadas a -
10 °C durante 24horas para cessar o crescimento das plantulas. O congelamento
favoreceu a manipulacdo das plantulas, evitando tor¢cbes tanto nas radiculas como
na parte aérea, além disso, permitiu que as medi¢cdes pudessem ser realizadas em
dias distintos. Uma vez descongeladas e esticadas, utilizou-se o programa
FITOMED® para realizar as medicées dos parametros taxa de germinacdo, de
longitude da raiz e da parte aérea. Neste bioensaio utilizou-se como controle
positivo, o herbicida comercial com atividade conhecida LOGRAN®. Os valores
obtidos para cada um dos parametros considerados (porcentagem de germinacéo e
comprimento da raiz e parte aérea) foram comparados com o controle negativo que

continha somente a solugcédo tampao com DMSO.

Os dados foram analisados estatisticamente por meio do teste de
Welch, com nivel de significancia fixado em 0,01 e 0,05. Os resultados sao

apresentados como diferencas percentuais em relagéo ao controle. Zero representa
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0 controle, os valores positivos representam estimulagdo e valores negativos

representam inibicdo.

Compostos — Solugdo tampao
5 concentragbes — 5 replicatas (n=5)
Réplica = 20 sementes

Totalizando = 4 grupos
100 placas
Incubadas / 22°C
Sem a presenca de luz

4 l )

Medidas:

* 4dias = L. sativum

* 5dias = L. esculentum e L. sativa

* 7dias = A. cepa

* Controle = Solugdo tampao

* Controle positivo = Logran (herbicida)

o

Pardmetros avaliados:

* Germinagdo

*  Comprimento da raiz

*  Comprimento da parte aérea
Avaliados através do software Fitomed®

Figura 3.3: Metodologia adotada nos bioensaios de fitotoxicidade utilizando as espécies
dicotiledoneas: agrido (Lepidium sativum L.), alface (Lactuca sativa) e tomate (Solanum
lycopersicum) e a monocotiledénea cebola (Allium cepa L.).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Resultados da bioatividade em ensaios em coledptilos de trigo

s

Este tipo de bioensaio é habitualmente utilizado para detectar
atividades alelopaticas em geral de compostos e sua aptiddo para tais aplicacdes foi
totalmente confirmada (CUTLER, 1984, MACIAS, et al., 2005). Os ensaios s&o
realizados em segmentos de 4 mm de meristemas apicais de trigo (coledptilo)
seccionadas abaixo da primeira seccdo de 2 mm que garante que eles sdo formados
por tecidos indiferenciados, e permite que a atividade sobre o alongamento celular a
ser avaliado seja de forma simples, rapida e de forma reprodutivel. Uma vez que o
bioensaio foi concluido, os coledptiles de cada tubo foram avaliados em relacdo ao
aumento do comprimento do coleéptilo, onde o nivel de atividade € indicado pelo
percentual de aumento no comprimento produzido pelo composto avaliado em
comparacao com o controle (tampao aquoso solucéo). Valores maiores que zero
indicam um efeito estimulador e valores inferiores a zero, um feito inibidor. Esse
bioensaio foi utilizado porque permite uma determinacdo da bioatividade geral com
uma baixa quantidade de amostra em um tempo muito curto e, também, com baixos

custos.

No total, trés alcaloides (1-3), doze cumarinas (4-15), dois derivados do
acido cinamico (16-17), quatorze flavonoides (18-31), quatro triterpenos (32-35) e
seis limonoides (36-41) (Figuras 4.1 a 4.4) isolados das familias Meliaceae e
Rutaceae foram primeiramente testados no ensaio de coledptilos de trigo para

avaliagcdo de suas bioatividades.
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Figura 4.1: Estrutura quimica dos alcaloides (1-3), cumarinas (4-15) e derivados do
acido cinamico. (16-17).
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20 Ry, R3 Rs, Ry, Ry, Rg, Ro, Ryg=H, Ry, R, = OH

21 Ry, Ry, Rs, Rg, R, Ryg = H, Ry, R, = OCHj, Rg, Ry = OCH,O H.CO o

22 R}, Ry, Ry, Ry, Ryg = H, Ry, Ry, Ry = OCHj, Rg, Ry = OCH,0 s o ocH
23Ry, Ry Rs, Rg, Rjg=H, Ry, Ry, Ry, Rg, Rg= OCH; 8
24 Ry, Ry, Rg, Ry, Ryg = H, Ry, Ry, Rs, Rg, Rg= OCH;

25Ry, Ry, Rg, Rjg= H, Ry, Ry, Rs, Ry, Rg, Ro= OCH;

26 Rs, Rg, Rjg=H, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Rg, Ro= OCH,

27R3, Rg, Rjg=H, Ry, Ry, Ry, Rs, Ry, Rg, Rg=OCH, OCH; O 31

28 R3Rs, Rg, R, Rjg=H, R|,Ry, Ry, Ry, Rg, = OH

Figura 4.2: Estrutura quimica dos flavonoides (18-31).
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Figura 4.4: Estrutura quimica dos limonoides (36-41).
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Os resultados obtidos através do ensaio bioldégico sdo mostrados nos
graficos 4.1 a 4.3, os valores negativos significam inibicdo, os valores positivos

ativacéo e zero representa o controle.

Crescimento (2 em relagio ao controle)

110

logran 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 1 13 14 15 16 7

Compounds

B 1000 M 4300pM H100pM B30pM §10uM

Grafico 4.1: Bioatividade dos compostos (1-17) sobre coledptilos de trigo.

No grupo dos alcaloides (Grafico 4.1) evolutrina (1) e graveolina (3)
apresentaram niveis de atividade maiores que -85% nas concentracdes de 10° M,
3-10* M and 10* M (Gréfico 4.1). O composto kokusaginina (2) mostrou atividade
relevante nas concentracdes 10°M and 3:10* M (-94% and -70%), entretanto, nas
menores concentracdes ndo foi observada atividade significativa. No grupo das
pirano-cumarinas (4-7), a xantiletina (4) foi a mais ativa, inibindo completamente o
crescimento dos coledptilos nas concentracées de 10° M, 3-:10* M and 10*M e a
bioatividade foi mantida apés as diluicdes (-68%, 3-10™ M; -48%, 10° M).

Para os compostos 4 e 6 que possuem esqueletos similares, onde a
Unica diferenca observada em suas estruturas € a presenca do grupo prenila em 4,
nota-se uma maior atividade para o composto 4 quando comparada as respostas

obtidas para concentracdes menores que 3-10* M em relagéo ao composto 6.
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As furanocumarinas, psoraleno (8), chalepina (11) e chalepensina (12)
apresentaram bons niveis de atividade. O mais ativo foi o composto 12, inibindo
completamente o crescimento dos coleéptilos nas concentracées de 10°M e 3-10*
M e mantendo a bioatividade em menores concentracdes (-76%, 10“M; -72%, 3-10°
M and -46%, 10° M). Comparando a estrutura dos compostos psoraleno (8),
bergapteno (9) e xantotoxina (10), € notado que o grupo metoxila adicional em 9 e

10 parecem reduzir os niveis de bioatividade quando comparado ao composto 8.

As cumarinas (13-14) e o derivado do &cido cinamico (17)
apresentaram efeitos inibitérios entre -70% a -100% nas maiores concentracoes,

entretanto, exibiram um rapido decréscimo na atividade em menores concentracoes.

Crescimento { 26 em relacdo ao controle)

Logran 18 19 20 2 u 4 U 5 % 2 28 L] 0 i

Compounds
H1000pM U300 H100pM H30uM H10pM

Grafico 4.2: Bioatividade dos compostos (18-31) sobre coledptilos de trigo.

No grupo dos flavonoides (18-31) (Gréafico 4.2) os compostos mais
ativos foram a flavona (18) e 3’,4’-metileno-dioxi-5,7-dimetoxiflavona (21), que

apresentam inibicdes de -98% e -76% em 10° M, respectivamente. Embora o
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composto (23) ndo tenha apresentado bons niveis de inibicdo do crescimento dos
coledptilos em 10° M e 3:10* M (-47% e -57%, respectivamente), a bioatividade foi
mantida em menores concentracdes (-51%, 10 M; -44%, 3-10° M and -44%, 10°
M). Com relacdo aos compostos 23 a 27, pode-se notar que as posicées e 0 numero
de grupos metoxilas existentes nestas estruturas influenciam nos niveis de

bioatividade, 0 mesmo foi observado para os compostos 21 e 22.

No grupo dos terpenos, o triterpeno lupeol (32) inibiu completamente o
crescimento dos coledptilos na concentracdo de 10>M e a atividade foi mantida nas
menores concentracdes avaliadas (-100%, 10 M; -77%, 3-10* M; -45%, 10™* M; -
48%, 3-10° M e -45%, 10 M). O triterpeno tirucalano odoratona (34) apresentou
niveis de atividade superiores a -70% nas maiores concentracdes 10°M, 3-10* M e
10 M (-74%, -75% e -72%, respectively). Para os triterpenos damaranos, ocotilona

(33) e acetonideo de odoratol (34) ndo apresentaram niveis de atividade relevantes.

Comparando a estrutura dos triterpenos 34 e 35, pode-se notar que a
substituicdo do grupo cetona em C-3 no composto 34, pelo grupo hidroxilaem 35 e a

formacéo do anel ligado ao anel furano alterou a biotividade dos mesmos.

Para o grupo dos limonoides (Gréfico 4.3) os mais ativos foram:
gedunina (36), guianina (40) e 5a,68,8a,12a-tetrahidro-28-norisotoonafolina (41). A
guianina (40) apresentou valores maiores que -60% nas maiores concentracoes,

porém, a atividade nao foi mantida em menores concentracoes.

Para os limondides gedunina (36) e 7-deacetoxy-7-oxogedunin (37),
pode-se observer que a presenca do grupo acetoxi em C-7 (37) ao invés do grupo

carbonilico (36) mostrou influéncia na bioatividade.

Gedunina (36) e 5a,68,8a,12a-tetrahidro-28-norisotoonafolina (41)
apresentaram os melhores resultados, no entanto, o mais notavel foi para o
limondide 41, que inibiu completamente o crescimento dos coledptilos (-100%) nas
maiores concentracdes e apresentou -86% de inibicdo para a menor concentracao
ensaiada (10™° M). O composto 41 apresentou em todas as concentracdes avaliadas

valores de inibicdo maiores que os obtidos para o herbicida comercial Logran®
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(-94%, 102 M; -90%, 3-10* M; -75%, 10 M; -42%, 3-10° M and -13%, 10° M),
empregado como controle positivo (Grafico 4.3).

[=]

-20

-40

-60

30

Crescimento (% em relag¢do ao controle)

-100
Logran 2 3 34 35 36 37 38 39 40 4

Compounds

BLmM 1300pM 100pM R B10pM

Grafico 4.3: Bioatividade dos compostos (32-41) sobre coledptilos de trigo.

4.2 Resultados dos ensaios de Fitotoxicidade

Os compostos mais ativos foram selecionados para os ensaios de
fitotoxicidade. As espécies-alvo (STS) avaliadas foram: as dicotiledéneas agrido
(Lepidium sativum L), alface (Lactuca sativa) e tomate (Lycopersicon esculentum L.)
e a monocotiledénea cebola (Allium cepa L.) e como controle positivo o herbicida
comercial Logran® (MACIAS et al., 2000). Os resultados dos ensaios de
fitotoxicidade estdo apresentados nos Graficos 4.4 a 4.10. Os dados estédo
apresentados como porcentagens em relacdo ao controle, onde os valores positivos
representam estimulagéo, e os valores negativos inibicdo dos parametros avaliados.

As concentragfes ensaiadas seguiram as mesmas que 0s ensaios de bioatividade
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em coledptilos de trigo (10°a 10° M), com excecdo aos compostos 1, 36 e 41, que
foram avaliados a partir da concentragéo 3:10 M.

Com relacdo a espécie dicotiledbnea, L. sativum (agrido), os alcaloides
evolutrina (1) e chelepensina (12) inibiram o crescimento das raizes em todas as
concentracfes avaliadas, com niveis semelhantes quando comparado ao herbicida
Logran® (controle positivo). Relacionado ao crescimento das partes aéreas, a
graveolina (3) e psoraleno (8) apresentaram bons resultados, com valores em torno
de -75% e -69% para a maior concentracéo ensaiada (10 M), respectivamente. Os
compostos 3 e 8 também afetaram a germinacdo (-62% e -83,% em 103 M,
respectivamente) e o crescimento de L. esculentum (tomate), o mesmo foi

observado para o crescimento da espécie A. cepa (cebola).

O efeito na germinacdo das espécies L. sativum, L. esculentum e A.

cepa, com excecao dos compostos 3 e 8, foram de baixa significancia.

Hale e colaboradores (2004) demonstraram que 3 afetou o crescimento
da planta aquatica Lemma paucicostata na concentracdo de 10* M, causando

degradacdo do tecido vegetal nas concentracdes acima de 2,5.10* M.

Para a espécie-alvo L. sativa (alface), 8 e 12 afetaram o crescimento das
raizes na concentracdo mais elevada (-65% e -56% em 107 M, respectivamente), ja
os demais compostos avaliados ndo causaram efeitos significativos sobre a

germinacao e crescimento da espécie.

Embora a xantiletina (5) e chalepina (11) ndo tenham apresentado
bons resultados sobre as espécies-alvo (STS), demonstraram inibir o crescimento de
raizes de Amaranthus hypochondriacus (ANAYA et al., 2005). Sampaio e
colaboradores (2012) atraves da avaliacdo de furanocumrarinas, mostraram o efeito

inibidor da fotossintese para o composto chalepina (11).

Em relagdo as espécies-alvo e os flavonoides, 21 foi o mais ativo
correlacionado a germinacgéo e crescimento para a espécie L. sativum, apresentando
niveis de fitotoxicidade significativos quando comparado ao herbicida comercial

Logran® (controle positivo), entretanto, ndo causou efeitos tanto no crescimento
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quanto na germinacdo das demais espécies. Os compostos 18 e 23 néo
apresentaram resultados significativos sobre as espécies-alvo.

Raiz Partes aéreas

20

-10

-25

-40

-55

Efeito no crescimento
(% em relagdo ao controle)

-70

-85

-100

Logran 1 3 4 8 11 12 Logran 1 3 4 8 11 12

L. sativum

®1000uM  &300uM  ®100pyM  E30pM  E10uM

Gréfico 4.4: Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran® sobre
o crescimento de L. sativum. Os valores sdo expressos como porcentagem em relacdo ao
controle e ndo apresentaram diferenca significativa com P > 0,05 para o teste de Welch .
2Valores significativamente diferentes com P < 0,01. ®Valores significativamente diferentes
com 0,01< P <0,05.
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Raiz Partes aéreas

Efeito no crescimento
(% em relagao ao controle)

Logran 1 3 4 8 11 12 Logran 1 3 4 8 11 12
L. esculentum

E1000pM  M300uM  E100pM  E30pUM  E10pM

Gréfico 4.5: Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran® sobre
0 crescimento de L. esculentum. Os valores sdo expressos como porcentagem em relacao
ao controle e ndo apresentaram diferenca significativa com P > 0,05 para o teste de Welch .
®Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente diferentes
com 0,01< P <0,05.

Raiz Partes aéreas

Efeito no crescimento
(% em relagdo ao controle)

-100

Logran 1 3 4 8 11 12 Logran 1 3 4 8 11 12

A. cepa
H 1000 pM i 300 pM M 100 pM H30uM M10pM

Gréfico 4.6: Efeitos dos compostos 1, 3, 4, 8, 11, 12 e o herbicida comercial Logran® sobre
0 crescimento de A. cepa. Os valores sdo expressos como porcentagem em relacdo ao
controle e ndo apresentaram diferenca significativa com P > 0,05 para o teste de Welch.
2Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente diferentes
com 0,01< P <0,05.
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Raiz Partes aéreas
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-40
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Gréfico 4.7: Efeitos dos compostos 18, 21, 23 e o herbicida comercial Logran® sobre o
crescimento de L. sativum. Os valores sdo expressos como porcentagem em relacdo ao
controle e ndo apresentaram diferenga significativa com P > 0,05 para o teste de Welch.
®Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente diferentes
com 0,01< P <0,05.

Para os limonoides, o 5a,6f,8a,12a-tetrahidro-28-norisotoonafolina (41)
foi o mais ativo sobre a germinacdo e crescimento de todas as espécies

dicotiledbneas.

Com relacéo a espécie dicotiledbnea, L. sativum, a gedunina (36) afetou
o crescimento das raizes (Gréfico 4.9) em todas as concentracbes avaliadas,
entretanto para o desenvolvimento das demais espécies-alvo ndo apresentaram

resultados significativos (Grafico 4.9).

O limonoide 41 apresentou inibicdo tanto na germinacdo quanto no
desenvolvimento para todas as espécies dicotiledéneas (Grafico 4.8 a 4.10), em
todos os casos avaliados o composto 41 apresentou melhores niveis de
fitotoxicidade quando comparado ao herbicida comercial Logran® (controle positivo).
Para a espécie monocotiledénea A. cepa (cebola), o crescimento das raizes e partes
aéreas foram os parametros mais afetados. O limonoide 41 apresentou valores de
inibicdo em torno de 90%, tanto para o crescimento das raizes nas trés primeiras

concentraces avaliadas (3-10” M; 10 M; 3-10° M) (Gréfico 4.9), quanto para o
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crescimento das partes aéreas (-85%, 3-10* M; -81%, 10™ M; -56%, 3-10° M and -
25%, 10™° M) (Gréfico 4.10).

A partir dos resultados avaliados através dos ensaios bioldgicos, foi
demonstrado que o limonoide 41 é altamente fitotoxico para as espécies-alvo (L.
sativum, L. sativa L. esculentum e A. cepa).
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15

-15

-30

co controle)

g s
- a
5
£ -60 a
S 75
= 90 a aa aaa
aa
-105
Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41
L. sativum L. sativa L. L. esculentum A. cepa
1000 pM M300pM 100 pM H30pM 10 uM

Grafico 4.8: Efeitos dos compostos 36, 41 e o herbicida comercial Logran® sobre o
germinacao das espécies-alvo. Os valores sdo expressos como porcentagem em relacéo ao
controle e ndo apresentaram diferenga significativa com P > 0,05 para o teste de Welch.
2Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente diferentes
com 0,01< P <0,05.
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-45

Efeito no Crescimento da raiz
(% em relagdo co controle)

-105

Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41
L. sativum L. sativa L. L. esculentum A. cepa
1000 uM 300uM 100 puM H30uM 10 uM

Gréafico 4.9: Efeitos dos compostos 36, 41 e o herbicida comercial Logran® sobre o
crescimento das raizes das espécies-alvo. Os valores sdo expressos como porcentagem em
relacdo ao controle e ndo apresentaram diferenca significativa com P > 0,05 para o teste de
Welch. 2Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores significativamente
diferentes com 0,01< P <0,05.

Efeito no crescimento da parte aérea
{% em relagdo ao controle)

Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41 Logran 36 41
L. sativum L. sativa L. L. esculentum A. cepa
1000 uM 300 UM 100 uM H30puM 10 uM

Gréafico 4.10: Efeitos dos compostos 36, 41 e o herbicida comercial Logran® sobre o
crescimento das partes aéreas das espécies-alvo. Os valores sdo expressos como
porcentagem em relagdo ao controle e ndo apresentaram diferenga significativa com P >
0,05 para o teste de Welch. ®Valores significativamente diferentes com P < 0,01. "Valores
significativamente diferentes com 0,01< P <0,05.
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5. Conclusoes

Neste trabalho trés alcaloides (1-3), doze cumarinas (4-15), dois
derivados do &cido cinamico (16-17), quatorze flavonoides (18-31), quatro
triterpenos (32-35) e seis limonoides (36-41) isolados das familias Meliaceae e
Rutaceae, foram avaliados quanto aos perfis de bioatividade, através de bioensaios
em coleoptilos de trigo seguido pelos ensaios de fitotoxicidade. Em resumo, o0s
compostos 1, 12, 21, 36 e 41 foram 0s mais promissores nos ensaios de

fitotoxicidade em espécies-alvo (L. sativum, L. sativa L. esculentum e A. cepa).

Os compostos 1, 12, 21 e 36 apresentaram resultados significativos de
inibicdo do crescimento das raizes para a espécie L. sativum, sendo estes,

especificos para esta espécie.

O limonoide 41 apresentou inibicdo tanto na germinacdo quanto no
desenvolvimento para todas as espécies dicotileddneas. Para todas as espécies-
alvo, o composto 41 apresentou melhores niveis de fitotoxicidade quando
comparado ao herbicida comercial Logran® (controle positivo), demonstrando a alta
atividade fitotéxica do mesmo em todas as espécies avaliadas (L. sativum, L. sativa
L. esculentum e A. cepa).
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