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Resumo

RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO DE Rauia sp E ATIVIDADES SOBRE FORMIGAS
CORTADEIRAS E SOBRE A LAGARTA-DO-CARTUCHO DO MILHO - O
controle de pragas agricolas € muito relevante para o Brasil, que tem grandes
areas plantadas. Este controle, realizado por produtos naturais, geralmente
menos toxicos ao ser humano e animais e especifico a determinada praga, é
altamente recomendado. Este trabalho apresenta o estudo fitoquimico e os
ensaios inseticidas realizados com os extratos orgénicos de folhas e caule de
Rauia sp. Dentre os extratos ensaiados os do caule foram mais ativos sobre
formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa) e os extratos das folhas foram
mais ativos sobre a lagarta do cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda). O
estudo quimico do extrato diclorometano do caule levou a identificacao das
substancias: sitosterol, estigmasterol, campesterol, clovane-2[3,9a-diol,
apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-glucopiranoside, apigenina 6-C-
glucopiranosil-8-C-neohesperidoside, 2"-O-raminosil-vitexina, 2"-O-raminosil-
isovitexina, vitexina, isovitexina, apigenina 6-C-p-D-glucopiranosil-8-C-(2"-O-a-
L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside), apigenina 6-C-(2"’-0-a-L-
arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-f-D-glucopiranoside, vicenin-2,
schaftoside, neoschaftoside, isoschaftoside e neoisoschaftoside. Dentre os
compostos isolados, o sesquiterpeno clovane-2[3,9a-diol e os flavondides

glicosilados sao relatados pela primeira vez no género Rauia.

XXV



Abstract

ABSTRACT

PHYTOCHEMISTRY STUDY OF Rauia sp AND ACTIVITIES ON LEAF-
CUTTING ANTS AND FALL ARMYWORM — The control of agriculture plague is
relevant to Brazil that has large crop area. The control, by natural product,
generally low toxic to humans and to animals and specific to target plague, is
recommended. This work presents the phytochemical and insecticide assays
carried out with organic extracts of leaves and stems of Rauia sp. Among the
tested extracts, the stem extracts were more active on leaf cutter ants (Atta
sexdens rubropilosa) and the extracts of leaves were more active against fall
armyworm (Spodopera frugiperda). The study of dichloromethane extracts of
the stem led to the identification of active substances: sitosterol, stigmasterol,
campesterol, clovane-2[3,9a-diol, apigenin 6-C-neohesperidosyl-8-C-
glucopyranoside, apigenin 6-C-glucopyranosyl-8-C-neohesperidoside, 2”-O-
rhamnosyl-vitexin, 2”-O-rhamnosyl-isovitexin, vitexin, isovitexin, apigenin 6-C-[3-

D-glucopyranosyl-8-C-(2""-O-a-L-arabinopyranosyl-3-D-glucopyranoside),

apigenin 6-C-(2"’-O-a-L-arabinopyranosyl-glucopyranosyl)-8-C-p-D-
glucopyranoside, vicenin-2, schaftoside, neoschaftoside, isoschaftoside e
neoisoschaftoside. The sesquiterpene clovane-23,9a-diol and glycosides

flavonoids were been reported for the first time in the genus Rauia.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Ordem Sapindales

Segundo CRONQUIST (1981, 1988) a ordem Sapindales & constituida
por 3000 a 3500 espécies distribuidas em 6 familias: Rutaceae, Meliaceae,
Ptaeroxylaceae, Simaroubaceae, Cneoraceae e Burseraceae. Neste grupo de
familias € encontrada uma rica e diversificada gama de metabdlitos secundarios,
muitos deles exclusivos desta ordem. Os metabdlitos de maiores ocorréncias
sdo as cumarinas, alguns grupos de alcaldides (principalmente derivados do
acido antranilico), flavondides e quassindides (WATERMAN, 1975).

Com base nesta riqueza e diversidade, a ordem Sapindales tornou-se
alvo de um consideravel numero de pesquisadores interessados na biogénese,

no isolamento e na identificacdo de novos compostos.

1.2 — Familia Rutaceae

A familia Rutaceae é formada por cerca de 150 géneros que englobam
aproximadamente 1600 espécies, distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais do globo terrestre, sendo mais abundantes na América tropical, sul
da Africa e Australia (PIRANI, 1998). A familia Rutaceae constitui o maior grupo
de plantas da ordem Sapindales (WATERMAN e GRUNDON, 1983). Na regiao
neotropical ocorrem 52 géneros, sendo 33 destes no Brasil, com centro de
diversidade desses géneros na Amazoénia e na mata atlantica. Existem cerca de
200 espécies descritas no Brasil (SCHULTZ, 1968).

Esta familia é subdividida em 7 subfamilias, 10 tribos e 25 subtribos. Os
vegetais desta familia sdo todos perenes, na maioria arbustos e arvores
(ENGLER, 1964). A caracteristica mais marcante da familia Rutaceae é a
presenca de pontuagdes translucidas nas folhas, que sao glandulas
multicelulares produtoras de 6leos essenciais aromaticos, tipicos desta familia.
Essas glandulas estdo distribuidas pela casca do caule e no parénquima foliar
(PIRANI, 1982).
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Os géneros da familia Rutaceae ja foram classificados de acordo com
suas caracteristicas morfolégicas e quimicas (SILVA et al., 1988), sendo que,
segundo este ultimo, em cada subfamilia (e em cada tribo) foram agrupados os
géneros que apresentam diferenciacdo de cumarinas, alcaldides e limondides.
Existem ainda controvérsias sobre o posicionamento taxonédmico de alguns
géneros, que estimula o estudo de espécies ainda nao investigadas.

Do ponto de vista quimico, a familia Rutaceae é conhecida principalmente
por sua grande diversidade de metabdlitos secundarios. Dentre eles podem-se
destacar os alcaldides, terpendides, flavonodides, cumarinas, lignanas e os
limonodides (WATERMAN, 1975).

Muitos desses metabdlitos possuem variadas atividades biolégicas de
grande importancia farmacologica (WATERMAN e GRUNDON, 1983) a qual
desperta o interesse cada vez maior na investigacao fitoquimica dessa familia.
Inimeros trabalhos sobre atividades antifungicas, bactericidas, antivirais e
inseticidas de alcaldides, cumarinas e limondides de plantas desta familia tém
sido publicados. O grupo de produtos naturais da UFSCar tem purificado e
identificado um grande numero de compostos tipicos de Rutaceae de espécies
brasileiras, sendo alguns deles com atividade anticancerigena, antimicrobiana e
fungicida (ativas contra o fungo de formigas cortadeiras) indicando que novos

estudos utilizando plantas dessa familia devem ser realizados.

1.3 — Género Rauia

O género Rauia pertence a familia Rutaceae, subfamilia Rutoideae e tribo
Cusparieae. A Rauia ulei € encontrada no Amazonas e a Rauia resinosa €&
encontrada no Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia. O género Rauia é ainda
pouco conhecido com relagdo ao seu potencial quimico (ALBARICI, 2006).

Em 1995, o estudo de 6leos volateis das folhas de R. resinosa mostrou a
presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (VELOSO, 1995). O
estudo do extrato metandlico do caule e do extrato diclotometanico de folhas
permitiu o isolamento de quatro cumarinas substituidas nas posicoes 7 e 8,

murrangatina (1), munomicrolina (2), acetato de murrangatina (3), e 8-prenil-7-



Introdugao

geraniloxicumarina (4) (VELOSO, 1995, p. 5). A partir do extrato de éter de

petroleo de folhas de R. resinosa foi isolada uma nova cumarina que foi

chamada de rauianina (5) (VELOSO et al.,, 1997) e um flavonol (5,7,4-
trimetoxiflavonol, (6) (VELOSO, 1995, p. 5).

X
H3C o

OH

HO
X
Murrangatina (1) Munomicrolina (2) Acetato de murrangatina (3)
OCHj;
H5;CO
OCH; O

8-prenil-7-geraniloxi-cumarina ( Rauianina (5) 5,7 ,4'-trimetoxiflavol (6)

Um outro estudo com a mesma espécie desta planta levou ao isolamento
da cumarina rauianina (5), da flavona 7,3,4-trimetilcampferol (7), dos alcalbides

lemobilina (8), y-fagarina (9) e esquimianina (10) e do esterdide B-sitosterol (11)
(OLIVEIRA, 1996 p. 5).

(0] OCH3
N
—
OH le} CHj OCHj3
7,3,4'-trimetil-campeferol (7) Lemobilina (8) y-fagarina (9)
OCHj3
TN
—
HaC N o

OCHs

Esquimianina (10)

B-sitosterol (11)
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De uma espécie nao identificada de Rauia sp foi isolada uma cumarina
(rauianina, 5) e quatro alcaléides (12-15) (FACCHINI, 2005, p. 6).

OCH3
X
ll\l 0]
I
OCH; CHj CHj
7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindersina (12) N-metil-4-metoxi-2-quinolona (13)
O OCH3
X
\
—
H3CO N 0
I
OCH; CH, o
Araliopsina (14) Megistoquinona (15)

O estudo de Rauia sp por ALBARICI (2006) mostrou a presenga dos
alcaldides: y-fagarina (9), esquimianina (10), 7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindesina
(12), N-metil-4-metoxi-2-quinolona (13), mirtopsina (16), dictamina (17), Z-
rhoifolinato de dimetila (18), zantobungeanina (19), zantodialina (20), 8-hidroxi-8-
N-metilflindersina (21), veprisina (22), metilarborinina (23), arborinina (24), da
flavona 3,7,4’-trimetoxi-5-hidroxiflavona (25), da lignana siringaresinol (26) e das
amidas: paprazina (27), N-trans-feruoiltiramina (28). Foi observada também a
presenca das cumarinas murrangatina (1), munomicrolina (2), acetato de
murrangatina (3), rauianina (5), 7-metoxi-8-(2-acetoxi-3-metiloxobut-2-enil)-
cumarina (29), isomurranganona (30), murranganona (31), murralongina (32),
umbeliferona (33), isoescopoletina (34), 3-etilrauianina (35), 5-metoxirauianina
(36), da mistura dos esteroides sitosterol (37) e estigmasterol (38) e do acido
vanilico (39) (p. 7).
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1.4 — Formigas cortadeiras

As formigas constituem um dos grupos de insetos mais abundantes na
biosfera, sua populagdo é cerca de 10'® individuos (DELLA LUCIA, 1993;
ANGELI-PAPA, 1984; CORREA e SANT’ANA, 2001).

Elas s&o animais dominantes e de grande importancia em muitos
ecossistemas terrestres. Estima-se que existam 15.000 espécies de formigas,
entre as quais aproximadamente 12.080 estdo descritas (PANIZZI e PARRA,
1991). Este numero elevado de espécies € um indicador de sua importancia
biolégica, reflete a grande variacdo de habitat, preferéncias alimentares, divisdo
de trabalho e defesa (WILSON, 1998).

O sucesso da adaptacdo destes insetos ao meio ambiente esta
intrinsecamente ligado ao alto grau de organizagao social de suas colbénias, ou
seja, convivem em sociedades onde os individuos tém atividades especificas
para o bom andamento da colénia (BESTMANN et al., 1997). Todas as espécies
de formigas sdo insetos eussociais por apresentarem trés caracteristicas:
sobreposi¢ao de geragdes (apresentam mais de uma geragdo em determinado
momento do desenvolvimento da col6nia); divisdo de trabalho (castas) e
cuidados com a prole (FOWLER et al., 1991).

As formigas cortadeiras (FIGURA 1.1, p. 8) pertencem a Classe Insecta,
Ordem Hymenoptera, Familia Formicidae, subfamilia Myracinae, tribo Attini. Sdo
consideradas formigas cortadeiras todas as espécies dos géneros Atta,
popularmente conhecidas como sauvas, Acromyrmex, conhecidas como
quenquéns e também algumas Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma
(JUSTI-JUNIOR et al., 1996).

FIGURA 1.1: Formigas cortadeiras (Fonte: MARINHO et al., 2006).
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A tribo Attini abrange aproximadamente 304 espécies divididas em 13
géneros: Acromyrmex, Apterostigma, Atta, Cyphomyrmex, Mycetagroicus,
Mycetarotes, Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycocepurus, Myrmicocrypta,
Pseudoatta, Sericomyrmex e Trachymyrmex (KEMPF, 1972; BOLTON, 1995;
BRANDAO & MAYHE-NUNES, 2001).

As Attini constituem um grupo essencialmente de clima tropical.
Apresentam uma ampla distribuicdo geografica desde o sul dos Estados Unidos
até a regiao central da Argentina, incluindo varias ilhas do Caribe como Curagao,
Cuba, Trinidad e Tobago, nao ocorrendo no Chile (WEBER, 1972; NORTH et al.,
1997). Com excegédo de Acromyrmex striatus dos Andes argentinos que ja foi
encontrada a 3.500 metros de altitude, as Attini sdo encontradas em altitudes
inferiores a 2.000 metros, como é o caso do género Atta, restritas a essas
altitudes menores mesmo na Colémbia, Equador e Bolivia (NORTH et al., 1997).

Os géneros Acromyrmex (quenquéns) e Atta (sauvas) representam o
apice evolutivo da tribo em relagéo a filogenia das Attini. Sdo caracterizadas por
possuirem colonias bem desenvolvidas, polimorfismo funcional das operarias e
uma distinta casta de soldados nas espécies do género Atta (STRADLING,
1991). Estas formigas cultivam seu fungo simbionte sobre material vegetal
fresco, principalmente folhas, cortadas por elas mesmas, o que as tornam
conhecidas como formigas cortadeiras.

Todas as espécies da tribo Attini caracterizam-se por manterem uma
relagdo obrigatoria de simbiose com fungos da familia Lepiotaceae (CHAPELA
et al., 1994). As plantas cortadas pelas formigas dos géneros Atta e Acromyrmex
sdo utilizadas como substrato para o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

O Brasil € o pais da América do Sul com maior numero de espécies de
formigas cortadeiras, sdo 10 espécies, de um total de 15 espécies do género.
Destas, cinco espécies possuem grande importancia econémica: Atta laevigata,
Atta sexdens rubropilosa, Acromyrmex disciger, Acromyrmex niger e
Acromyrmex crassipinus; nas quais em florestas implantadas de Pinus e de

Eucalyptus, destacam-se como as principais pragas, principalmente nas fases



Introdugao

de pré-corte (areas de reforma ou condugao da floresta) e imediatamente apos o
plantio ou no inicio da condugao de brotacdo (FORTI e BOARETTO, 1997). As
sauvas sao encontradas principalmente nos estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias e Parana
(LITTLEDYKE e CHERRETT, 1976).

Os ninhos das sauvas sao formados por montes de terra solta e
encontram-se sempre no solo. Sob estes montes, e fora deles, podem ser
observados varios orificios, denominados olheiros, que permitem o acesso das
formigas ao exterior. Internamente, o formigueiro é constituido por céamaras
subterraneas, interligadas por galerias. As camaras apresentam niveis e
utilizagoes diferentes, que podem servir desde um local para despejo de lixo até
um local para abrigar a rainha (MARICONI, 1976).

A populagdo de um sauveiro € composta de individuos que se
diferenciam morfologicamente (polimorfismo) de acordo com as fungbes que
desempenham na col6nia (DELLA LUCIA et al., 1993). As sauvas apresentam
castas permanentes e temporarias. A casta temporaria é constituida pelos
individuos férteis que sdo as fémeas aladas, denominadas rainhas, icas ou
tanajuras (FIGURA 1.2, p. 11), e pelos machos alados, conhecidos como bitus.
Ambos sdo produzidos pela colbnia em determinadas épocas do ano, vindo a
superficie dos ninhos durante a revoada ou véo nupcial. As fémeas aladas
apresentam cabeca, mandibulas, térax e gaster bem desenvolvidos. Apenas
uma rainha ocorre em cada sauveiro, desta forma com sua morte este se
extingue (AUTORI, 1950). Os machos, que possuem cabecas e mandibulas
pouco desenvolvidas, tém uma unica funcdo, a reprodugdo, desta forma
possuem um periodo de sobrevivéncia curto, morrendo logo apés o véo nupcial
(MARICONI, 1970).

A casta permanente é composta pela fémea fundadora do ninho (rainha),
a qual pode viver de 15 a 20 anos, e pelas quatro castas de operarias que nao
possuem fungdo reprodutiva e que sé&o encarregadas de diversas tarefas no
ninho (DELLA LUCIA, 1993).

10
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As fémeas estéreis sdo denominadas operarias, constituem a grande
maioria do sauveiro e sao divididas de acordo com o tamanho:

« as jardineiras sdo menores, suas fungdes sao triturar pedagos de vegetais

e coloca-los a disposi¢cao do fungo simbionte, além de exercerem um papel
importante na alimentacao da rainha e das larvas, sendo entdo responsaveis
pelo cuidado com a cria. Possuem grande capacidade olfativa, refugando
qualquer material estranho que tenha sido trazido ao formigueiro;

% as generalistas tém tamanho meédio, e fun¢do de cuidado com o fungo,

prole, rainha e descarte do lixo;

« as forrageadoras recrutam operarias, cortam e coletam vegetagdo para o

ninho, abrem galerias e novas panelas;

% 0s soldados sdo maiores com cabecas e mandibulas bem desenvolvidas,
tém como fungdo principal proteger a colbnia de inimigos naturais
(MARICONI, 1976).

FIGURA 1.2: Ica ou tanajura (rainha) (Fonte: http://flickr.com/photos/flaviocb).

Uma colbnia de Atta € considerada adulta quando ocorre seu primeiro voo
nupcial. O fendmeno ocorre no Sudeste e Centro Oeste do Brasil durante o
periodo de setembro a dezembro, enquanto que no Sul do Brasil ocorre entre
junho e dezembro. A revoada acontece geralmente em dias quentes, umidos e
claros (MARICONI, 1970).

O vbo caracteriza-se pela liberagdo de grande numero de formas aladas
que se acasalam no ar. A fémea é fecundada por 3 a 8 machos, depois desce

ao solo e corta suas asas. Apds a fecundacdo o bitu morre e a ica comeca a
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escavar o solo construindo uma camara inicial a uma profundidade de 8 a 25 cm
(FORTI e BOARETTO, 1997).

Antes de sairem para a revoada, as i¢gas carregam uma pequena porgao
de fungo em sua cavidade infrabucal. Apds 48 horas do inicio da fundacéo da
nova colénia, a rainha deposita o fungo armazenado na camara inicial e comecga
a cultiva-lo com suas proprias fezes e secregcdes. Durante 80 a 100 dias, a
rainha coloca ovos grandes (troficos), os quais servem para sua propria
alimentagdo e da prole inicial, ovos menores dardo origem as operarias. Antes
das primeiras operarias eclodirem, cabe a rainha os cuidados gerais com a
prole, como alimentagao e remocao de um local para outro. Assim que a colénia
cresce, as primeiras operarias se desenvolvem e tornam-se entio responsaveis
pelo cuidado do fungo, das larvas, da limpeza mutua e da rainha (MARICONI,
1970).

O ciclo de vida de uma operaria, de ovo a adulto, € de aproximadamente
55 dias em Atta sexdens rubropilosa e os ovos eclodem entre 14 e 22 dias. Os
ovos colocados pela rainha originardo todos os tamanhos de operarias (FORTI e
BOARETTO, 1997).

1.4.1 — Seletividade de plantas por formigas cortadeiras

Apesar das Attini serem consideradas herbivoros generalistas nos
ecossistemas naturais, as formigas cortadeiras ndo atacam todas as espécies
vegetais com a mesma frequéncia ou intensidade (ROCKWOOD, 1976).

O processo de selegao de plantas pelas formigas pode estar relacionado
a uma série de fatores. Um deles € a presenca de substancias que podem ser
toxicas as formigas, ao fungo, ou a ambos (HUBBEL e WIEMER, 1983). Essas
substancias s&o localizadas, geralmente, na cuticula das folhas e representam
uma defesa da planta a herbivoria. Outros fatores sdo as propriedades fisicas
das plantas, como dureza das folhas, pilosidade, producdo de latex
(STRADLING, 1978), conteudo de agua e densidade das folhas (WALLER,
1986).
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De um modo geral, as espécies nativas, em seus ambientes naturais séo
quase imunes ao ataque desses insetos (ROCKWOOQOD, 1975). Ja as espécies
de plantas introduzidas e cultivadas sao mais susceptiveis ao ataque das
formigas cortadeiras (LITTLEDYKE e CHERRETT, 1975).

Normalmente as operarias selecionam material vegetal de diferentes
fontes para manter o balango de nutrientes e umidade adequados ao fungo, sem
sobrecarrega-lo com compostos secundarios, que podem ser toxicos a formiga
e/ou ao fungo simbionte (HOWARD et al., 1988).

1.4.2 — Transferéncia de alimentos entre as formigas cortadeiras

Todos os membros numa colbnia de formigas apresentam determinadas
habilidades para atuarem no ciclo energético pela distribuicdo de alimento
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Os mecanismos de transferéncia de alimento
sao diversificados, mas podem ser agrupados em trés categorias:

% transferéncia de material armazenado no trato digestério: as operarias
adultas podem transferir as larvas, as operarias especializadas em estocar
alimento e a rainha o alimento contido no interior do papo. Por outro lado, as
larvas transferem proteinas e aminoacidos para as operarias adultas
(BUENO et al.; 2008);

s transferéncia através de ovos troficos: principalmente pela postura de ovos
de alimentagdo, uma vez que a fonte de energia das rainhas é a reserva
alimentar contida no corpo gorduroso e a remodelagdo de alguns o6rgaos,
como a degeneragdo da musculatura de véo (CRUZ-LANDIM e MORAES,
1979);

% transferéncia de secrec¢des glandulares: o sistema salivar das operarias pode
contribuir para a alimentacgao das larvas (BUENO et al.; 2008).

A capacidade dos insetos atuarem como pragas ou vetores de varias
doencas as plantas e aos animais se devem aos habitos alimentares. Desta
forma, o detalhamento das estruturas que compde o sistema digestério e a
interpretacdo correta do funcionamento do mecanismo de ingestdo permite

melhorar o manejo dos insetos. De acordo com descobertas recentes, novas
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interpretacbes a respeito da ecologia nutricional das formigas podem ser

estabelecidas, destacando-se (BUENO et al.; 2008):

% 0 aparato que constitui o filtro infrabucal de Atta sexdens rubropilosa impede
a passagem de particulas maiores do que 1 uym;

% as formigas realizam a separagao seletiva de constituintes lipidicos e nao
lipidicos do alimento ingerido, com destinos especificos. Os compostos
lipidicos atingem as glandulas pdés-faringeas e os nao lipidicos se deslocam
para o papo. Isto possibilita aos adultos obtengcdo de energia a partir dos
lipidios disponiveis na natureza;

% auséncia de trofalaxia entre os individuos adultos da colbnia de Atta sexdens
rubropilosa, mas presenca de trofalaxia proctodeal entre as larvas e as
operarias adultas;

% a alimentagdo das larvas, das formas aladas e dos soldados de algumas
espécies € realizada completamente pelas operarias, mesmo que se
encontrem no jardim de fungo;

% a obtencdo do alimento pelas operarias adultas €& diversificada, ou seja,
ocorre no proéprio local em que ela esta realizando a atividade basica:
forrageio, preparagdo do material vegetal, cuidado do jardim de fungo e

cuidado com a cria.

1.4.3 — Interag&o com o fungo simbionte

A relagdo mutualistica entre o fungo e as formigas cortadeiras é vista
como um dos grandes fatores que levam a existéncia de muitas colénias, com
grande sucesso de desenvolvimento nas areas em que se instalam (SCHADE,
1973; HUBBEL e WIEMER, 1983). E uma das relagbes ecolégicas mais antigas
existente datando de aproximadamente 45-65 milhdes de anos atras (CURRIE,
2001), mostrando que os mesmos coevoluiram em associagdo (CURRIE et al.,
2006).

As formigas da tribo Attini cultivam um fungo simbionte denominado
Leucoagaricus gongylophorus. O fungo simbionte constitui a base alimentar da

coldnia, os adultos ingerem principalmente liquidos e larvas de todo o fungo, rico
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em carboidratos e proteinas e pobre em lipidios (MARTIN et al., 1969), mas o
fungo ndo é a unica fonte alimentar, pois as operarias adultas ingerem seiva
diretamente das plantas no momento do corte e recorte do material
(LITTLEDYKE e CHERRETT, 1976; QUINLAN e CHERRETT, 1979; FORTI e
ANDRADE, 1999). De acordo com BASS e CHERRET (1995), apenas 9 % das
necessidades energéticas das operarias adultas sdo provenientes diretamente
do fungo.

A distribuicdo dos polissacarideos nos vegetais, os quais aparentam ser
essenciais para a obtencdo de energia, faz com que microrganismos, de um
modo geral, apresentem estratégias para acessar estes nutrientes dos vegetais.
O fungo Leucoagaricus gongylophorus, apresenta atividade de polissacaridases,
fornecendo as formigas enzimas que digerem celulose, xilana, amido, pectina e
proteinas (MARICONI, 1974) como pectinase, amilase, xilanase, B-glicosidase e
manosidase (FEBVAY & KERMARREC, 1981). Estudos relatados sobre a
atividade celulasica no fungo cultivado pela formiga Atta sexdens rubropilosa
mostraram suas diferentes atividades metabdlicas, a qual degradou em maior
quantidade o polissacarideo pectina, seguido de amido, xilana,
carboximetilcelulose e celulose (SIQUEIRA et al., 1998). Por outro lado, a
atividade das formigas traz beneficios aos fungos, uma vez que estas produzem
compostos antimicrobianos que reduzem o crescimento de outros fungos e
bactérias contaminantes dos ninhos (FOWLER et al., 1986).

A manutencgao do jardim de fungo é realizada constantemente, através da
lambedura de sua superficie, pelas operarias de tamanho intermediario até o
minimo. Segundo SILVA et al. (2003) a glicose € a principal fonte energética
dessas formigas, proveniente da digestdo extracelular do simbionte, sendo
responsavel por 50 % de suas necessidades nutricionais.

Varios estudos tém mostrado a existéncia de outros microrganismos no
jardim de fungo dos formigueiros (PAGNOCCA et al.,1996). Nesta interacéo
existem também um parasita do género Escovopsis e um actinomiceto (bactéria
filamentosa). Segundo CURRIE (1999), o Escovopsis é patégeno do fungo

simbionte da formiga, enquanto o actinomiceto mantém uma relagdo mutualista
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com a formiga. A FIGURA 1.3 (p. 16) representa esta associagao multilateral

descrita acima.

| ot T
Actinomycete

FIGURA 1.3: Interagdes presentes em ninhos de formigas da tribo Attini (A) A rainha no
jardim de fungo; (B) representa o fungo simbionte cultivado pela formiga; (C) o
microfungo representa o parasita Escovopsis; (D) actinobactéria que cresce na cuticula
da formiga e produz antibiéticos que suprimem o crescimento do Escovopsis. Seta
dupla: representa a interagdo mutualista; Seta Unica: representa uma interagdo negativa
(Fonte: CURRIE, 2001).

A convivéncia entre formigas, fungo mutualista e actinobactéria é pacifica,
uma vez que estes sobrevivem assintomaticamente a associagdo (CURRIE et
al.,, 2003; RODRIGUES et al., 2008). Nestes ninhos, o parasitismo esta
relacionado a patogenicidade e pode, eventualmente, levar as formigas e fungo
a morte (CURRIE et al., 2006).

A actinobactéria envolvida nesta interagdo foi inicialmente identificada
como pertencente ao género Streptomyces (CURRIE et al., 1999), um género
conhecido por produzir antibiéticos. Porém, recentemente, esta actinobactéria foi
reclassificada como Pseudonocardia (CAFARO e CURRIE, 2005).
Actinobactérias, principalmente do género Pseudonocardia, sdo relatadas como
mutualistas em partes especializadas do corpo de formigas-cortadeiras (FIGURA
1.4, p. 17).
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FIGURA 1.4: Pseudonocardia na cuticula de uma formiga do género Acromyrmex
(Fonte: CURRIE et al., 1999).

Essas bactérias filamentosas, o fungo mutualista L. gongylophorus e as
formigas cortadeiras vivem em simbiose dentro do ninho e enfrentam um fungo
parasita do género Escovopsis que tenta suprimir o crescimento do fungo
simbionte e das formigas (REYNOLDS e CURRIE, 2004; KOST et al., 2007).
Essas actinobactérias sdo de grande interesse uma vez que sdo mutualistas
metabdlicos de diversos organismos, principalmente na fixagdo de nitrogénio e
producdo de antibidéticos (MUELLER et al., 2008). As espécies de
Pseudonocardia presentes neste ambiente sdo produtoras de antibidticos e
aparentemente sao responsaveis pela inibicdo do crescimento deste parasita
(CURRIE et al., 1999; KOST et al., 2007), pois produzem compostos que inibem
o Escovopsis (REYNOLDS e CURRIE, 2004).

O fungo simbionte produz estruturas especializadas para a alimentagao
das larvas, denominadas de gongilideos. Essas estruturas estdo espalhadas por
todo o jardim de fungo e, quando observadas sob microscopio, revelam as
extremidades das hifas infladas, de forma arredondada e ocorrem em
agrupamentos chamados de estéfilas (FIGURA 1.5, p. 18). Elas constituem o
principal alimento das larvas, que apesar de estarem em contato constante com
o fungo, ndo sao capazes de se alimentar sozinhas, sendo desta forma

totalmente dependentes das operarias.
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FIGURA 1.5: Fotomicrogafias de luz do jardim de fungo de Atta sexdens rubropilosa. A)
regido rica em estafilas (setas). B) detalhe da regido de estafilas (setas). C) detalhe do
exsudato das hifas (seta). D) detalhe da estafila revelando os gongilideos (seta) (Fonte:
SCHNEIDER, 2003).

Quando a operaria vai alimentar uma larva, ela pode fazé-lo de duas
formas: coleta uma estafila ou um tufo de hifas e coloca diretamente entre as
pecas bucais das larvas, ou coleta a estéfila e a manipula com as mandibulas,
labios e pernas anteriores, sempre tocando com as antenas até que se obtenha
uma consisténcia umedecida, e s6 entdo deposita entre as pecas bucais da
larva. Durante a manipulacao, que é bastante frequente, a operaria pode ingerir
o liquido extravasado e pequenas porgdes do fungo simbionte (SCHNEIDER,
2003).

SCHNEIDER et al. (2000) relatam que as formigas cortadeiras podem
obter alimento de secrecbes oferecidas pelas larvas, mais especificamente da
secrecao de um liquido na regiao anal (FIGURA 1.6, p. 18), além da seiva e de
outros componentes vegetais, das estafilas e de substancias resultantes da

digestao extracelular promovida pelo fungo simbionte.

FIGURA 1.6: Fotomicrografia de larvas de Atta sexdens rubropilosa no ultimo instar
larval (maior) e no instar intermediario (menor) no momento de eliminagdo da secregao

anal (setas), que é coletada pelas operarias (Fonte: SCHNEIDER, 2003).
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A utilizagdo pelas operarias do liquido anal das larvas, trofalaxia
proctodeal, & um fato relativamente comum entre as formigas (HOLLDOBLER e
WILSON, 1990), mas foi observado pela primeira vez para as formigas
cortadeiras por SCHNEIDER et al. (2000). Estes autores relataram que, em
dado momento, as operarias tocam a regido anal das larvas, que podem ser de
varios tamanhos, e ingerem imediatamente uma pequena gota transparente que
as larvas liberam. Analises quimicas deste liquido revelaram que ele € um
alimento rico em nutrientes essenciais para as formigas, sendo composto por
5 — 8 mg/mL de proteina e 10,98 mg/mL de glicose (SCHNEIDER, 2003).

A analise do conteudo de glicose e o calculo da freqiéncia com que as
formigas adultas ingerem, bem como do volume ingerido, sugerem que o liquido
das larvas tem um papel significativo na nutricdo dos adultos (SCHEIDER,
2003). Este fato revela que as larvas desempenham um papel fundamental no
fluxo de nutrientes da colénia, uma vez que os individuos adultos sdo incapazes
de se alimentar das partes sdlidas do fungo, desta forma as larvas o fazem,
digerindo suas paredes e transferindo os nutrientes para a hemolinfa (BUENO et
al., 2008).

De acordo com estes resultados sugere-se que as formigas adultas se
alimentem preferencialmente dos carboidratos originados pela hidrélise
extracelular de polissacarideos vegetais, catalisados por polissacaridases
produzidas pelo fungo simbionte (SIQUEIRA et al., 1998).

As formigas cortadeiras desenvolveram um processo complexo para a
preparagao das partes frescas dos vegetais antes da inoculagdo do fungo
simbionte (WILSON, 1980). O processo comega quando as operarias forrageiras
coletam e levam fragmentos de folhas para o formigueiro. Tais fragmentos séo
inspecionados e levados para dentro do ninho. Em seguida, as formigas lambem
as superficies adaxial e abaxial da folha para retirar possiveis microrganismos
infectantes e outras impurezas, além de removerem a camada de cera
epicuticular da folha (ANDRADE, 1997; DINIZ, 2000). Apdés a limpeza, as
operarias cortam fragmentos em pedagos de 1 a 2 mm, prensam suas bordas, e

podem depositar gotas de fluido fecal. Este comportamento € necessario para a
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deposicdo de enzimas que auxiliam na degradacdo inicial de proteinas e
polissacarideos do substrato (QUINLAN; CHERRETT, 1977; DINIZ, 2000;
ANDRADE et al., 2002). Finalmente uma operaria deposita o pequeno fragmento
de folha previamente preparado no fungo e, posteriormente, inocula um pedago
de fungo sobre esse fragmento (DINIZ, 2000).

A simbiose estabelecida entre as formigas e o fungo, além de permitir a
exploracdo de maior diversidade vegetal (polifagia), ou seja, possibilita que as
operarias adquiram alimento de diversas fontes, tornando possivel maior
sucesso adaptativo, refletido por seus ninhos extremamente complexos e
bastante populosos, além de sua grande importancia ecolégica, uma vez que
sdo considerados herbivoros dominantes em varios ecossistemas
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

1.4.4 — Ingestado de alimento pelas diferentes castas

Analises detalhadas da regido anterior do estomodeo, particularmente
das estruturas do filtro infrabucal e do aparato que realiza a separacdo de
substancias lipidicas das nao-lipidicas, associadas as observagoes
comportamentais das diferentes castas no interior da col6nia, permitem novas
interpretacbes de como se da a alimentagdo dos individuos (BUENO et al.,
2008).

As diferentes castas funcionais adultas de uma col6nia de Atta sexdens
rubropilosa utilizam fontes alimentares diversas, dentro das proprias atividades
que estdao desempenhando, num dado momento especifico nas diferentes areas
do sauveiro. As operarias que realizam atividades externas ao ninho, o forrageio,
durante o corte e recorte das folhas, podem ingerir diretamente a seiva
(QUINLAN e CHERRETT, 1979) e também lipidios a partir de varias outras
estruturas da planta, entre elas os corpos de alimentacéo e os elaiossomos das
sementes (BUENO et al., 2008).

Quando os fragmentos vegetais cortados chegam ao ninho, inicia-se um

complexo processo de preparacdo do substrato vegetal para incorporagédo no
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jardim de fungo, com o objetivo de otimizar seu uso pelo fungo simbionte.
Durante o processamento inicial, as operarias podem ingerir a seiva no ato de
recortar e prensar as bordas do fragmento vegetal. Neste momento as operarias
lambem com grande frequéncia as bordas do fragmento vegetal, de onde
extravasa a seiva. Outro comportamento é raspar a superficie da folha, quando
elas removem a camada de cera epicuticular para propiciar ao fungo maior
facilidade em decompor o substrato. Elas ingerem, e armazenam na cavidade
infrabucal, pequenos fragmentos de folha juntamente com a cera que
potencialmente podem servir de alimento (DINIZ, 2000; ANDRADE et al., 2002).
A rainha de Atta sexdens rubropilosa é dependente das operarias para
todas as suas necessidades, como limpeza, protecédo, postura e alimentagao.
Neste caso, as operarias fornecem alimento para a rainha da mesma forma que
para as larvas, ou seja, coletam as estafilas, manipulam e depositam
diretamente na boca. Sendo assim, pode-se dizer que as rainhas sao
especializadas na alimentagao pelo fungo simbionte, visto que nao participam de

outras atividades com possibilidade de adquirir alimento.

1.4.5 — Formigas cortadeiras como pragas

Interagdes entre formigas e plantas sdo extraordinariamente diversas. A
maioria das espécies de formigas descritas € benéfica ao meio ambiente
(FIGURA 1.7, p. 22). Quando em ambientes ecologicamente equilibrados,
dispersam sementes, contribuindo para o reflorestamento de muitos
ecossistemas; promovem a germinagao de sementes, pois removem a polpa dos
frutos; fazem a poda de algumas plantas, promovendo seu crescimento
vegetativo; exercem importante papel na aeragao do solo; incorporam matéria
organica a terra, tornando-a fértil, rica em carbono, nitrogénio, fésforo e outros
nutrientes; e, sdo predadoras de diversos artropodes, muitos deles pragas
agricolas, além de serem predadoras de outras espécies de formigas
(LINEWEAVER e BURK, 1934).
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FIGURA 1.7: Formigas cortadeiras (Fonte: MARINHO et al., 2006).

Entretanto, algumas formigas estdo em posicdo destacada como pragas
severas de culturas, pastagens naturais ou cultivadas agricolas e aos programas
de reflorestamento e silvicultura brasileiros, consideradas como o inseto que
mais causa danos a agricultura, uma vez que sdo animais herbivoros
dominantes em muitos ecossistemas.

A introducdo de monoculturas agricolas e florestais causa um
desequilibrio ecolégico que fornece condigdes ideais de proliferacdo e
estabelecimento das colonias de formigas cortadeiras (CHERRETT, 1986).

Altos prejuizos causados por essas formigas devem-se ao fato de que
elas atacam muitas espécies vegetais, competindo por esses produtos com o
homem e seus animais domésticos (AMANTE, 1972), além do efeito indireto em
decorréncia da contaminagdo ambiental pelos agrotoxicos utilizados no seu
controle (DELLA LUCIA, 1993).

Dentre essas, pode-se citar as formigas cortadeiras pertencentes aos
géneros Atta e Acromyrmex, que engloba também individuos dos géneros
Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma, sendo que, os ninhos dos trés
ultimos géneros citados séo pequenos e o dano que causam é€ insignificante
(JUSTI-JUNIOR et al., 1996).

No estado de Sao Paulo sdo descritas quatro espécies que causam
danos as plantas florestais: sauva-cabega-de-vidro (Atta laeviagata), sauva-
limdo (Atta sexdens rubropilosa), sauva-mata-pasto (Atta bishaerica), sauva-
parda (Atta capiguara) (FORTI e BOARETTO, 1997). Os géneros Atta e
Acromyrmex destacam-se por utilizar vegetais frescos cortados por elas como

substrato para o fungo. Perdas causadas por essas formigas sdo bem
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conhecidas, porém poucos dados quantitativos sobre esses prejuizos estdo
disponiveis. Muitos dos valores de perdas sido calculados empiricamente, de
modo que a quantificacdo dos prejuizos torna-se, na maioria dos casos,
inadequada (DELLA LUCIA, 2003).

Grande parte das estimativas é feita em areas de reflorestamento,
principalmente com eucaliptos para celulose, papel e carvao. No Brasil, esses
valores mais recentes datam de quase uma década atras, como os 13% de
perda de volume de madeira de Eucalyptus grandis (Myrtaceae) em razédo de
uma desfolha total (OLIVEIRA, 1996). Foram relatadas, em 1998, perdas de 3,6
toneladas do vegetal por ano, o equivalente a perda de 450 Kg de agucar/ano ou
300 litros de alcool/ano por um unico formigueiro adulto (DOW
AGROSCIENCES, 1998). Em pastagens brasileiras, esses danos sequer foram
quantificados (DELLA LUCIA, 2008).

De acordo com CHERRETT (1986), estas formigas causam danos a
diversas culturas como café, cana-de-agucar, laranja, dentre outras, sendo que
os principais alvos econdmicos sdo as espécies de Eucalyptus e Pinus. As
formigas cortadeiras sao responsaveis por 75% do custo e do tempo total gasto
utilizado no controle de pragas nos reflorestamentos (VILELA, 1986).

Estudos constataram que sao necessarias folhas de 86 arvores de
Eucalyptus ou de Pinus para abastecer com substrato, um sauveiro durante um
ano, num total de 1 tonelada de massa vegetal. Para todas as culturas, apesar
de ndo haver dados conclusivos sobre as perdas, pode-se dizer que quando as
plantas sdo novas, os prejuizos podem chegar a 100% (FORTI e BOARETTO,
1997).

Outros estudos realizados com Atta cephalotes mostram que a avaliagcéo
da espécie vegetal pelas formigas cortadeiras é feita pela combinacao de fatores
fisicos (espinhos, pélos, rizomas e folhas rigidas), fatores nutricionais
(disponibilidade e qualidade de nutrientes) e fatores quimicos (HOWARD e
WIEMER, 1986).

Além dos prejuizos na area agricola, tais formigas podem causar danos a

prédios, pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois as galerias e panelas dos
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formigueiros sdo susceptiveis ao peso dessas construgdes. Assim, sao

inegaveis as perdas ocasionadas por estas formigas (MARICONI, 1970).

1.4.6 — Métodos de controle de formigas cortadeiras

Em razdo de sua importancia econémica, as sauvas tém sido alvo de
varias tentativas de controle, que incluem desde receitas caseiras, que passam
de geracgao para geragao, até recursos de alta tecnologia, que nao apresentaram
resultados muito significativos (DELLA LUCIA, 1993; JAFFE e VILELA, 1987).
Atualmente estas formigas podem ser controladas com barreiras mecanicas,
métodos culturais, biolégicos e quimicos, estimando-se um consumo nacional de
aproximadamente 12.000 toneladas/ano de iscas téxicas, método de controle
mais utilizado (BOARETTO e FORTI, 1997).

As maiores dificuldades no controle desses insetos s&o devido a
facilidade de formacgao e estabilizacdo de novas colbnias e pela complexidade
de um formigueiro adulto (WEBER, 1972). Os sauveiros de aproximadamente 6
anos podem abranger uma area de 100 m? e consumir por volta de 1 a 8
toneladas de folhas por ano (AUTUORI, 1947; JAFFE e VILELA, 1987).

O controle mecanico (FIGURA 1.8, p. 25) de formigas-cortadeiras
consiste na destruigdo dos ninhos da area, através da escavagao do formigueiro,
que é efetuada até que a rainha seja localizada e morta. E uma alternativa
razoavel de controle quando realizado em pequenas areas sempre que 0S
ninhos estiverem superficiais, dado o esforco demandado (DELLA LUCIA e
VILELA, 1993). Na pratica, o controle mecéanico torna-se inviavel em areas de
plantios comerciais, em reflorestamentos e sistemas de pastagens, ou seja, € de
viabilidade restrita a pequenas areas e ninhos com até 4 meses de idade
(BOARETTO e FORTI, 1997).
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Localizagao da rainha

FIGURA 1.8: Formigueiro com aproximadamente 3 a 4 meses, rainha a 1,5 m de

profundidade.

O controle cultural consiste na aragdo e gradagem da area, dentro do
prazo de 4 meses do inicio do formigueiro. Esse método pode ser importante na
eliminagado de formigueiros pequenos, o que ocorrera se a lamina do arado
matar a rainha (DELLA LUCIA e VILELA, 1993). Esse controle basicamente
deixou de existir para formigueiros adultos, pois em Atta, o efeito pode ser até
prejudicial, uma vez que a mecanizagdo do solo pode descaracterizar
parcialmente o formigueiro, cessando temporariamente a sua atividade, dando a
falsa impressdo de que foi controlado e dificultando a sua localizagao
(BOARETTO e FORTI, 1997).

O controle biolégico classico consiste no emprego de predadores,
parasitéides e microrganismos (fungos, bactérias e virus), que utilizam formiga
cortadeira como hospedeiro. As aves silvestres e domésticas, principalmente
espécies insetivoras e onivoras, s&o importantes elementos dentre os inimigos
naturais. Dentre os artropodos, destacam-se como predadores de formigas
cortadeiras as aranhas, acaros, varias espécies de formigas predadoras e
coledpteros. Destes, merecem atencéo especial as espécies Canthon virens e
Canthon dives, por se tratarem de predadores especificos de rainhas de sauvas.
A espécie C. virens ataca as rainhas logo apds a revoada, antes de terem
iniciado o canal da penetragdo (BOARETTO e FORTI, 1997).

A dificuldade neste tipo de controle deve-se a vigilancia social, base do
controle higiénico do ninho das formigas-cortadeiras e detecgdo de

microrganismos através das antenas das mesmas (KERMARRECA et al., 1993).
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Desta forma, o emprego de controle bioldgico pela introdugdo de inimigos
naturais ainda ndo pode ser considerado uma estratégia de controle para as
formigas cortadeiras, contudo deve ser sempre lembrado como técnica de
manejo integrado de pragas (DELLA LUCIA e VILELA, 1993).

Apesar de suas varias restricdes, o controle quimico € o Unico que
apresenta tecnologia disponivel para utilizagdo pratica no controle de formigas
cortadeiras, sendo assim € o método mais utilizado. Este controle pode ser
efetuado por meio de liquidos termonebulizaveis, gases toxicos, pos secos e
iscas granuladas (JUSTI JUNIOR et al., 1996).

Os formicidas em po6 sao formulados em veiculos solidos, para serem
aplicados com equipamentos manuais denominados polvilhadeiras (FIGURA
1.9, p. 26). A morte das formigas ocorre pelo contato direto com o produto, que &
aplicado nos olheiros visando atingir o interior do formigueiro. Esse tipo de
utilizacdo tem como limitacdo a impossibilidade de penetracdo do produto em
todas as camaras de ninhos adultos de Atta, devido a sua complexidade
estrutural e aderéncia do produto ao solo devido a umidade (FORTI e
BOARETTO, 1997).

- {SEE 'a.uiei'l-l

d - IGURA 1.9: Polvilhadeira (Fonte: www.naturalrural.com.br)

As empresas de reflorestamento tém empregado o controle quimico de
formigas cortadeiras de forma sistematica, atraves de iscas, termonebulizagdo e
fumigantes, sendo o aspecto econbmico das operacdes de grande importancia,
em virtude dos altos custos envolvidos. Além do maior custo das iscas a base de
sulfluramida (40, p. 27), em relagao aqueles a base de dodecacloro (41, p. 27), a
adocado do cultivo minimo e a proibicdo de queimadas, tém determinado
aumentos na quantidade de iscas necessarias para um controle satisfatério. Os

aspectos econbmicos e ambientais tém levado as empresas a melhorar o

26



Introdugao

rendimento operacional das técnicas de controle quimico empregadas (iscas,
termonebulizagdo), bem como a possibilitar a experimentacdo de novas

tecnologias e de novos principios ativos toxicos (FORTI e BOARETTO, 1997).
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A aplicagéo dos liquidos termonebulizaveis consiste na introdugdo de um
inseticida liquido veiculado em 6leo mineral ou diesel sob acédo do calor,
aplicado nos olheiros por aparelhos préprios, os termonebulizadores (FIGURA
1.10, p. 27), que produzem fumaca toxica (BOARETTO e FORTI, 1997). Esse
método destaca-se como eficiente no controle de grandes ninhos em areas
extensas. No entanto, ele também traz desvantagens operacionais e
econdmicas, como o custo para aquisicdo, a manutencao e o transporte do

equipamento, a formulagdo especial do inseticida, a demanda de tempo no

tratamento de cada formigueiro e o risco de intoxicagdo dos operadores
(LARANJEIRO e LOUZADA, 2000).

FIGURA 1.10: a) termonebulizador; b) cano aplicador no olheiro escolhido (fechar o

espaco em volta com terra); c) fumaca saindo pelos outros olheiros (tampar com terra).

O emprego de iscas toxicas granuladas, principalmente através de porta-

iscas (Pl) e microporta-iscas (MIPIs), & considerado eficiente, pratico e
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econdmico. Oferecem maior seguranga ao operador, dispensam mao-de-obra e
equipamentos especializados e permitem o tratamento de formigueiros em locais
de dificil acesso (LOECK e NAKANO, 1984).

As iscas toxicas sdo constituidas da mistura de um substrato atrativo com
um principio ativo toxico na forma de granulos, os quais sdo distribuidas nas
trilhas proximas as colbnias e transportadas para o interior do formigueiro pelas
formigas. O inseticida € geralmente dissolvido em o6leo de soja refinado e
posteriormente incorporado ao substrato. O substrato atrativo efetivo e
amplamente utilizado é a polpa citrica desidratada, particularmente aquela
derivada da laranja, embora outros materiais organicos ja tenham sido utilizados,
como por exemplo, milho, folha de eucalipto, farinha de mandioca, farelo de
soja, farinha de trigo, bagago e melago de cana. A polpa da laranja exerce
grande atratividade as formigas que cortam preferencialmente dicotiledéneas. A
polpa citrica parece ser apropriada para utilizagdo como substrato para o
desenvolvimento do fungo simbionte, pois possui caracteristicas levemente
acidas, alto conteudo de carboidrato, contendo ainda nitrogénio e grande
variedade de vitaminas e micro elementos (BOARETTO e FORTI, 1997).

O inseticida formulado em isca toxica deve agir por ingestao e apresentar
algumas caracteristicas particulares, como a agdo toxica retardada, com
mortalidade menor que 15% apds o primeiro dia e maior que 85% apds o décimo
quarto dia a partir do oferecimento das iscas; deve ser letal em baixas
concentragbes e nado causar danos ambientais. O inseticida deve ser ainda,
inodoro e nao repelente (FORTI e BOARETTO, 1997). As primeiras iscas toxicas
continham o aldrim (42) como principio ativo; posteriormente, varios trabalhos
indicaram maior eficiéncia do dodecacloro (41) em relagdo ao aldrim (42).
Devido aos seus efeitos prejudiciais ao meio ambiente, houve
consequentemente proibicdo de inseticidas clorados, dessa forma o dodecacloro
(41) foi substituido pela sulfluramida (40) (p. 29) (BOARETTO e FORTI, 1997).

Dos novos grupos quimicos utilizados no controle de formigas cortadeiras

destaca-se o inseticida fipronil (43), um fenil-pirazol que atua no sistema nervoso
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central, especificamente no sistema GABA (acido gama-aminobutirico), o qual

se apresenta ativo principalmente por ingestdo (BOARETTO e FORTI, 1997).
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O uso continuo de pesticidas pode causar sérios danos ao meio
ambiente. O desequilibrio ecolégico favorece o aparecimento de novas pragas,
ou até mesmo o retorno de outras que estavam sob controle devido a supressao
de inimigos naturais que sao capazes de manter as populagbes de insetos
nocivos abaixo do nivel de dano (LARA e BATISTA, 1992).

Os inseticidas utilizados para o controle desses insetos muitas vezes nao
produzem bons resultados. Devido a alguns fatores, dentre eles: emprego de
formicidas néo eficazes; emprego de formicidas em dosagens erradas;
distribuicao parcial do formicida etc. Mesmo quando empregados de maneira
correta, os inseticidas utilizados no controle de formigas cortadeiras e outras
pragas podem causar varios problemas: a) sua toxidez (devido ao seu largo
espectro de agao) nao se restringe apenas aos insetos nocivos, mas também
atinge outros insetos indcuos ou benéficos, causando um desequilibrio ecoldgico
no ecossistema da natureza; b) devido ao fato desses inseticidas serem
utilizados em grande escala e associado as suas altas persisténcias no meio
ambiente, eles incorporam-se na cadeia alimentar do homem, apresentando
efeito cumulativo no organismo humano com efeito prejudicial a saude; c) um
grande numero de insetos apresenta resisténcia a esses inseticidas (LARA e
BATISTA,1992).

Embora os pesticidas causem os danos mencionados anteriormente, a

nao utilizacdo dos mesmos pode significar a perda da plantagdo. Atualmente,
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pesquisadores € técnicos encontram-se empenhados em desenvolver
estratégias mais eficazes e de menor risco ambiental em protecdo contra as
formigas cortadeiras nas areas agricolas e nos reflorestamentos. Mais
importante, no entanto, é constatar que os préprios usuarios desse combate as
cortadeiras tém demonstrado uma preocupacado constante e crescente com o
ambiente (DELLA LUCIA, 2008).

Por este motivo, partindo de informagdes gerais de agricultores sobre a
utilizagcdo de plantas no controle de formigas cortadeiras, observagdes de campo
e dados da literatura, o Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de
Sao Carlos associado ao Centro de Estudo de Insetos Sociais da UNESP — Rio
Claro vém estudando os efeitos de plantas potencialmente téxicas para Atta

sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte.

1.4.7 — Dificuldades no controle das formigas cortadeiras

Quando se considera o desenvolvimento de novas moléculas ou de
qualquer outro método de controle de sauvas e quenquéns, o pesquisador se
depara com diversos obstaculos, destacando-se:

% o fato de serem insetos eussociais lhes confere maior eficiéncia no seu
desempenho, uma vez que o trabalho da colénia é feito em conjunto
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990);

% sua associacdo com o fungo mutualista, a qual permite explorar maior
diversidade de espécies vegetais, inclusive algumas plantas que possuem
metabdlitos secundarios téxicos para outros insetos (MARTIN e WEBER,
1969);

% a ocorréncia de um sistema de defesa bem elaborado, como as secrecdes da
glandula metapleural, que possuem efeito antibiotico e que realizam a assepsia
da colbnia (POULSEN et al., 2003);

% secrecgdes salivares que minimizam a agao de compostos toxicos presentes
nas plantas, e o liquido fecal, que contém enzimas que sdo depositadas no

substrato antes de ser incorporado ao fungo (DELLA LUCIA et al., 2001);
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% sistema de comunicacdo envolvendo feromdnios de alarme, trillha e
reconhecimento individual, impde dificuldades no rompimento da estrutura
colonial (DELLA LUCIA et al., 2001);

% a capacidade de aprendizagem e a selegdo de plantas por esses insetos
praga estdo diretamente associados ao processo de atratividade e
carregamento das iscas granuladas que contém o principio ativo téxico
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990; RIDLEY et al., 1996; HUBBEL e WIEMER,
1983).

Os itens citados acima podem representar dificuldades adicionais no
desenvolvimento de produtos e técnicas de combate, além disso, o sistema de
nidificacdo subterraneo impde obstaculos em veicular formicidas (MOREIRA e
FORTI, 1999).

1.5 — Aspectos biolégicos de Spodoptera frugiperda (Lepiddptera:
Noctuidae) (J. E. Smith, 1797)

Spodoptera frugiperda, conhecida como lagarta-do-cartucho, foi
reconhecida em 1797 pela primeira vez, classificada inicialmente como
Phalaena frugiperda, passando por varias denominagdes até receber o nome de
Spodoptera frugiperda. Possui ampla distribuicdo geografica, se distribui em
todo o continente americano ocorrendo desde a regido central dos EUA até a
Argentina e em algumas ilhas a oeste da india. A lagarta-do-cartucho, S.
frugiperda, ocorre praticamente o ano todo, principalmente em gramineas
(ZUCCHI, 1993).

Este inseto possui ciclo de vida holometabolo (FIGURA 1.11, p. 32) no
qual se distinguem quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. Os adultos sao
mariposas, medem cerca de 35 mm de envergadura e possuem coloragao

pardo-escura nas asas anteriores e branco acinzentada nas posteriores.
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FIGURA 1.11: Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda (Fonte: PEREIRA, 2006).

Apresentam longevidade de aproximadamente 10 dias a temperatura
entre 25 e 29 °C, umidade relativa de 70% e fotofase de 12 horas (PATEL,
1981). Possuem habitos noturnos, sé voam a noite para suas atividades de
acasalamento e oviposi¢ao. Durante o dia permanecem no interior do cartucho
do milho ou em outras plantas proximas dessa cultura, ndo sdo vistas voando
nas lavouras de milho. As mariposas fémeas colocam os ovos em massa, num
total médio de 150, nas superficies superior e inferior das folhas, porém com
incidéncia maior na superior (SOUZA e SOUZA, 2002). Uma fémea pode
depositar até 1000 ovos.

Apés trés dias, nascem as lagartinhas de primeiro instar, de coloragao
inicial verde e cabega escura, sdao mastigadoras, alimentam-se dos tecidos
verdes das folhas, raspando a superficie superior e deixam o sintoma
caracteristico de “folha raspada”, sendo esta uma evidéncia da presenca da
praga na lavoura. Com o seu desenvolvimento, a medida que raspam as folhas
ao se alimentarem, vao aumentando de tamanho e sofrendo mudas de pele ou
ecdises; passando por seis instares. No terceiro instar, ocasido em que estao
maiores, a lagarta migra para o cartucho da planta, na qual continua a se
alimentar (SOUZA e SOUZA, 2002).
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A partir dai e até o sexto instar, atacam e comem todas as folhas centrais,
sendo facilmente percebidas pelos excrementos ainda frescos encontrados na
planta, na regido do cartucho (FIGURA 1.12a, p. 33). As folhas s&o danificadas
dentro do cartucho e, quando se abrem, apresentam areas comidas
simetricamente nos dois lados da nervura central (FIGURA 1.12b, p. 33). O
maior volume consumido pelas lagartas, correspondente a 80% de todas as

suas alimentagdes e ocorrem no sexto instar, onde elas ja estdo desenvolvidas

e com grande capacidade para comer (SOUZA e SOUZA, 2002).

— ——

b)

FIGURA 1.12: Danos na cultura do milho: a) lagarta de S. frugiperda ja desenvolvida,

retirada do interior do cartucho do milho; b) Folhas danificadas por lagartas-do-cartucho
(Fonte: SOUZA e SOUZA, 2002).

O periodo larval varia de 12 a 30 dias (COSTA et al., 1984; VALICENTE e
CRUZ 1991), dependendo das condigbes climaticas (principalmente
temperatura), fonte de alimentacido, etc. Nos ultimos instares, as lagartas
medem aproximadamente 5 cm e apresentam coloragdo que varia do marrom,
verde até quase preta. Quando completamente desenvolvida, ao atingirem cerca
de 40 mm, completa-se a fase larval e a lagarta sai do cartucho e penetra no
solo a pouca profundidade, onde se transforma em pupa, cor avermelhada, com
aproximadamente 15 mm de comprimento. Nesta ocasido, término da fase
larval, elas medem aproximadamente 50 mm de comprimento, possuem
coloracdo avermelhada ou amarronzada, cabecga escura, com estrias claras que
formam um “Y” invertido. Quando maiores apresentam coloragéo geral que varia
do cinza-esverdeado ao quase preto, com listras longitudinais claras e escuras
(SOUZA e SOUZA, 2002). A fase pupal tem em média duragao de 7 a 27 dias,
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em decorréncia, principalmente das condi¢des climaticas (VALICENTE e CRUZ
1991).

O estagio da planta de milho mais sensivel ao ataque é o de 8-10 folhas.
Para o controle, o ideal é realizar medidas quando 17% das folhas estiverem
com o sintoma de folhas raspadas (CRUZ et al.,, 2002). A planta de milho,
mesmo atacada pelas lagartas no interior do cartucho, continua a emitir folhas
novas normalmente (SOUZA e SOUZA, 2002).

Devido ao canibalismo, &€ comum encontrar apenas uma lagarta
desenvolvida por cartucho. No entanto, pode-se encontrar lagartas em instares
diferentes num mesmo cartucho, separadas por laminas das folhas. No Brasil,
ocorrem cinco geragdes anuais. Em uma mesma lavoura, pode-se encontrar
lagartas nos mais diferentes instares, em diferentes fases do inseto, em
geragdes sobrepostas (SOUZA e SOUZA, 2002).

O periodo de desenvolvimento de S. frugiperda depende de varios
fatores, sendo os referentes ao ambiente, especialmente a temperatura. Desta
forma, tém sido observadas variagcdes de 12 a 30 dias para a fase larval (com 5
a 7 instares) e de 7 a 27 dias para a fase pupal, além de grandes variagdes
também na viabilidade das fases de ovo, lagarta, assim como no peso pupal.
Além das condicbes ambientais, o substrato alimentar também pode afetar o
desenvolvimento e sobrevivéncia larval de S. frugiperda, principalmente quando

o inseto é criado em gendtipos resistentes ao inseto (PEREIRA, 2006).

1.5.1 — Prejuizos causados pela lagarta-do-cartucho do milho

A lagarta-do-cartucho ocorre durante todo o ano, nos plantios de verao e
no milho safrinha. Na entressafra, pode ser constatada sua presenca pelo
ataque que ocorrem em plantas de milho, em soqueiras de lavoura. E uma praga
polifaga que além do milho ataca também sorgo, soja, trigo, algodéo, alfafa,
amendoim, arroz, capins, aveia, batata doce, cana-de-acucar e hortalicas. Os
adultos migram de uma lavoura a outra e até para outras regides pelo préprio
vbo e pelo vento (CRUZ et al., 1983, GALLO et al., 1988, VIANA et al., 2001).
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No Brasil, a partir da década de 20 foi relatada presenca dessa praga em
varios estados, causando severos danos em algumas culturas. Segundo CRUZ
(1995), as perdas causadas pela lagarta-do-cartucho no Brasil atingem cerca de
U$ 40 milhdes por ano.

A lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda (J. E. Smith) € uma das
principais pragas da cultura do milho (Figura 1.13, p. 35), na qual seu dano pode
levar a reducédo de até 34% no rendimento de grédos, dependendo
principalmente, do estagio de cultura em que ocorre o ataque (VALICENTE e
CRUZ, 1991).

FIGURA 1.13: a) Danos da lagarta-do-cartucho do milho desde a planta jovem: folhas
raspadas ou furadas; b) Falhas nas linhas de plantio mostram os prejuizos provocados

pela lagarta no campo (Fonte: DBO, 2008).

O milho é uma das culturas mais importantes do Brasil em area plantada,
com 13,9 milhdes de hectares na safra de 2007/2008, com aproximadamente
90% da sua producdo destinada ao mercado interno. A produtividade média
brasileira na safra de 2006/2007 foi de 54.239 mil toneladas, segundo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). O gasto anual com inseticidas
quimicos na cultura do milho esta estimado entre U$ 500,00 milhdes e U$ 600
milhdes (DBO, 2008).

GALLO et al. (1988) constataram que os danos sao maiores quando o
ataque ocorre em plantas mais novas, com oito a dez folhas, e isto se da,
aproximadamente, aos 40 dias da germinagao, causando cerca de 18,7% de
reducdo na producdo de gréos. Por outro lado, um dano foliar severo né&o
significa, necessariamente, que vai haver reducgéo, pois depende do estagio de

crescimento em que a planta € atacada. Ha casos ainda que a lagarta ataca o
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cartucho do milho chegando a destrui-lo completamente, e nesse caso, chama a
atencao a quantidade de excregdes existentes na planta.

As lagartinhas novas apenas raspam as folhas, mas depois de
desenvolvidas, ja no interior do cartucho, conseguem fazer furos, podendo
destrui-las completamente. VALICENTE (1988) concluiu que uma lagarta de S.
frugiperda pode consumir durante toda a sua fase larval cerca de 130 cm? de
folna de milho. MELO e PIRES DA SILVA (1986) verificaram que os maiores
danos sao causados por lagartas do sexto instar, conferindo um consumo foliar

neste estagio de 80% do consumo total.

1.5.2 — Métodos de controle da lagarta-do-cartucho do milho

Varios sao os métodos de controle para este inseto praga, sendo que o
principal método € através da utilizagdo de agrotoxicos (FIGURA 1.14a, p. 36),
empregados quando a desfolhacdo é notada nas plantagdes. No entanto, seu
uso indiscriminado e incorreto tem aumentado o numero de aplicacbes e
diminuido sua eficiéncia, principalmente devido ao surgimento de populagdes de
insetos resistentes e devido a redugado de predadores (FIGURA 1.14b, p. 36) e
insetos parasitdides, que comprometem o controle natural (CRUZ, 1995). Além
disso, tal uso indiscriminado agrava o problema de contaminagédo dos produtos

agricolas, agricultores e do ambiente.

a) b)

FIGURA 1.14: a) Aplicagao tratorizada de inseticidas; b) Adultos de tesourinha (Doru
luteipes), predadora de ovos e lagartas de Spodoptera frugiperda. Nota: as tesourinhas
medem de 17 a 20mm de comprimento incluindo os cercos (Fonte: a) DBO, 2008; b)

SOUZA e SOUZA, 2002).
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O controle da lagarta-do-cartucho também pode ser feito utilizando
inseticidas microbianos. Os patdgenos Bacillus thruringiensis (Bt) e Baculovirus
sao alternativas para o controle deste inseto (DBO, 2008):

« O Bt é uma bactéria Gram positiva que forma esporos e produz cristal
protéico durante o processo de esporulagdo. Ocorrem naturalmente no solo,
em insetos mortos, agua e residuos de graos. Este cristal protéico, responsavel
por 20-30% da proteina total da célula, contém delta endotoxinas que possuem
propriedades inseticidas. Este patégeno é ativo contra varias espécies de
insetos e € considerado seguro em relagcdo a mamiferos. Além disso, é
especifico em relagao a insetos-praga alvos das culturas. Estima-se que exista
mais de 70.000 cepas de Bt em todo o mundo. Este patégeno vem sendo
usado como bioinseticida ha décadas. Hoje ha mais de 200 genes especificos
conhecidos que produzem a endotoxina, embora varios destes genes sejam
relatados como nao eficientes no controle de S. frugiperda. A caracterizagao
molecular das cepas mais eficientes contra a lagarta-do-cartucho mostrou que
a maioria dos isolados apresentam os genes cry1Ab e cry1E e algumas dos
genes cry1B, cry1, cry1Fb e apenas uma cepa (1644) o cry1C. Outra linha de
pesquisa muito importante é a producdo de biopesticida a base de B.
thuringiensis usando produtos alternativos ou mesmo descarte da industria. O
Bt necessita de carbono, nitrogénio e sais minerais para seu crescimento.
Bioensaios ja foram realizados utilizando glucose de milho, arroz, farinha de
soja, melago de cana, etc. como fontes de carbono e nitrogénio com excelentes
resultados (DBO, 2008).

+ O baculovirus € o grupo mais comum e mais estudado dentro de virus
patogénicos a insetos. Isto se deve ao fato de serem os virus com maior
potencial de serem usados como agentes de controle biolégico de pragas. A
familia Baculoviridae € composta de virus com uma simples fita dupla circular
de DNA que infectam um grande numero de atrépodes. Os baculovirus,
denominados Baculovirus spodoptera, sao muito eficientes em controlar a
lagarta-do-cartucho em campo, mas dois fatores sdo limitantes na produgao

deste biopesticida em escala comercial. Dentre os problemas que afetam a
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producdo do B. spodoptera, a liquefagdo dos insetos mortos € o principal fator
limitante, pois os insetos devem ser coletados e congelados para serem
formulados. Isto aumenta a mao de obra, custo de produgdo e um grande
espacgo em laboratorio com freezer. Este é o principal enclave da produgao do
B. spodoptera em larga escala (DBO, 2008).

Vale ressaltar que para um manejo adequado de insetos-praga na cultura
do milho, é necessario um bom conhecimento de varios fatores que podem
influenciar no desenvolvimento de uma praga, dentre eles o clima, época de
plantio, fase da planta, identificacdo da espécie que esta causando dano,
amostragem correta em diferentes pontos, uma vez que a distribuicdo espacial
da praga raramente € homogénea, os aspectos relacionados com

monitoramento e a interag&o: praga x planta x ambiente (DBO, 2008).

1.6 — Produtos naturais no controle de insetos pragas

O Brasil ocupa uma posicao de destaque no abastecimento mundial de
produtos de origem vegetal, portanto, o controle de pragas € um dos principais
objetivos para o crescimento e melhoria do setor agricola.

Sabendo-se que as plantas podem produzir substancias que as defendam
de microrganismos, as mesmas podem ser consideradas como fontes
alternativas de potenciais agentes antibacterianos e antifungicos (LIMA, 1996).

Inseticidas sdo substancias quimicas utilizadas para controlar insetos e
existem ainda substancias utilizadas para atrair e repelir os mesmos. Suas
descobertas, isolamentos, sinteses, avaliagdes toxicolégicas e de impacto
ambiental constituem vasto topico de pesquisa no mundo inteiro e que tem se
desenvolvido bastante nas ultimas décadas (MARICONI, 1981; FERNANDES &
VIEIRA, 1999).

Recentemente, novas pesquisas para obtencdo de inseticidas naturais
ocorreram por duas razdes: o uso dos inseticidas organoclorados e fosforados
de forma indiscriminada levaram a capacidade de adaptacado dos insetos a este
controle sistematico aleatério consequentemente, o processo de sele¢ao natural

produziu insetos mais resistentes e novos inseticidas foram necessarios. A
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segunda foi o alerta de Carson (1962) em seu livro Primavera Silenciosa (“Silent
Spring”), quando se comecgou refletir um pouco mais sobre a relagdo inseto-
planta, na qual o homem tornou-se mais respeitador do mecanismo natural de
adaptagdo dos seres vivos. Desta forma tem-se um controle de pragas mais
objetivo, uma vez que a introdugédo de novos agentes cada vez mais téxicos nao
garantiria o controle de insetos além de causar aumento da poluicdo ambiental.
Apos as décadas de 50 e 60, ocorreu uma mudancga radical nos métodos de
combate a pragas, e a aplicagdo de grandes quantidades de compostos
quimicos perigosos esta sendo evitada. Os inseticidas sintéticos e
principalmente os modos de aplicagdo comecaram a ser desenvolvidos de forma
a possuir: seletividade e biodegrabilidade, para atacar apenas o inseto-alvo,
para nao destruir simultaneamente seus inimigos naturais e de forma a contribuir
para que o ambiente ndo acumule as substancias toxicas por longos periodos
(FERNANDES et al., 2008).

Novas substancias naturais sao excelentes opg¢des para o efetivo controle
de pragas, ja que podem oferecer maior seguranga, seletividade,
biodegradabilidade mais rapida que os sintéticos, viabilidade econbmica,
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e baixos
impactos ambientais, ndo deixando residuos nos alimentos ou no meio ambiente
(VIEGAS, 2003). O uso de inseticida cuja sintese nao foi baseada em produtos
naturais é altamente inespecifico, além de causar efeitos tdxicos indesejaveis
para as espécies nao-alvo (FERNANDES et al., 2007).

As principais plantas que originaram as substancias puras com atividade
inseticida no controle de formigas e insetos em geral pertencem aos géneros:
Derris, Lonchocarpus, Tephorosia e Mundulea (Leguminosae), produtoras de
rotendides (RANGEL, 1946; FUKAMI e NAKAJIMA, 1961; BOYCE, 1974; ROY
et al., 1987); Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas (LAFORGE
et al.,, 1952; ELLIOT et al., 1970; BOYCE 1974; CROMBIE, 1984, 1990; RAY,
1991; HENRICK, 1994); Nicotiana (Solanaceae), produtoras de nicotina e
nornicotina (SHMELTZ, 1971; MARICONI, 1981); Azadirachta (Meliaceae)

produtora de azadiractina, limondides, terpendides e Quassia (Simaroubaceae)
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de quassindides e terpendides (BUTTERWORTH e MORGAN, 1968; CROSBY,
1971; ZANNO et al., 1975; CONNOLLY, 1983; KRAUS et al., 1985; HOWARD et
al., 1988; REMBOLD, 1989; LEE et al., 1991; CHAMPAGNE et al., 1992;
ADDOR, 1994); furanocumarinas e cromenos (BEREMBAUM, 1978;
BOHLMANN et al., 1981; KLOCKE et al., 1989; ISMAN, 1989; PROKSCH e
RODRIGUEZ, 1983; ADDOR, 1994); sao tipicamente encontradas em plantas
das familias Rutaceae e Apiaceae.

Dos compostos naturais citados acima, os mais utilizados como inseticida
atualmente sdo as piretrinas obtidas de Chrysanthemum (Asteraceae). Elas
deram origem aos compostos sintéticos baseados nas mesmas com menor
custo de obtencdo e com baixo impacto ao meio ambiente (FERNANDES et al.,
2007). Azadiractina, um limondide obtido de Azadirachta indica como citado
acima, foi o composto com maior impacto obtido recentemente. O uso deste
composto puro ou do 6leo que o contém (6leo de nim) vem sendo aplicado
comercialmente (REMBOLD, 1989 appud FERNANDES et al., 2007).

As buscas de extratos, fracbes contendo mistura de compostos e
compostos puros com agdes que possam controlar formigueiros, podem ser
realizadas de 3 formas: aleatoriamente, onde se extrai e ensaia quaisquer
extratos de plantas; ensaiando extratos de plantas indicadas pela populagao e
finalmente ensaiando plantas usando a quimiossistematica das mesmas. Neste
ultimo caso, o conhecimento dos metabdlitos caracteristicos de cada planta ja foi
determinado (SILVA et al., 1988) e constitui a forma mais rapida e racional para
busca de compostos ativos e vem sendo utilizada nos trabalhos desenvolvidos
pelos grupos da UFSCar e UNESP (FERNANDES et al., 2007).

1.6.1 — Atividades inseticidas de produtos naturais sobre as formigas
cortadeiras, fungicida sobre o fungo simbionte das mesmas e inibitorias da

enzima pectinase.

Diante da nova tendéncia de controle especifico inseto-alvo, tem-se
avaliado o efeito toxico de diversas plantas sobre formigas e/ou seu fungo
simbionte (HOWARD et al., 1988; BUENO et al., 1990; PAGNOCCA et al., 1990;
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PAGNOCCA et al., 1996), uma vez que o fungo simbionte € um importante
mediador da nutricdo das formigas pela hidrélise de polissacarideos de plantas
do qual, portanto dependem para sobreviver (SIQUEIRA et al., 1998, SILVA et
al., 2003).

Para uma agdo mais imediata, o uso combinado de fungicida e inseticida
deve levar a eliminacédo de formigueiros, mas se o objetivo for apenas o controle
durante periodos em que as formigas tém grande influéncia na producéo de
certos vegetais, o uso de compostos fungicidas pode constituir uma forma de
controle (FERNANDES et al., 2007).

Neste contexto, com o objetivo de identificar substancias que podem ser
ativas contra as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte tem sido realizada
investigacao intensa relativa a quimica de plantas utilizadas popularmente como
inseticida ou em familias de plantas com atividade ja relatada na literatura
(PAGNOCCA et al., 1990; ACACIO-BIGGI et al., 1998; MONTEIRO et al., 1998;
BOARETTO et al.,, 1999a; BOARETTO et al., 1999b; HEBLING et al., 1999;
KITAMURA et al., 1999; MARSARO et al., 1999; MORINI et al., 1999; PETACCI
et al., 1999; SANTOS et al., 1999; TAKAHASHI-DEL BIANCO et al., 1999;
VICTOR et al., 1999; VICTOR, et al., 2001; BIAVATTI et al., 2002; FERNADES
et al., 2002; GODOY et al., 2002; ACACIO-BIGI et al., 2004; BUENO et al.,
2004a, BUENO et al.,, 2004b; MARSARO et al., 2004; BIAVATI et al., 2005;
BUENO et al., 2005; CINTRA et al., 2005; LEITE et al., 2005a, LEITE et al.,
2005b; MORINI et al., 2005; SOUZA et al., 2005; GODOY et al., 2005).

Segundo BUENO et al. (1995, 2004) os ninhos de laboratério tratados
exclusivamente com folhas de Sesamum indicum (Pedaliaceae) foram muito
afetados. Nesta planta os compostos mais toxicos encontram-se no extrato
metandlico. A lignana sesamina, obtida de Virola sebifera (Miristicaceae) e
acidos graxos isolados de folhas de sesame, inibiram o crescimento do fungo
simbionte em meio de cultura (PAGNOCCA et al., 1996; RIBEIRO et al., 1998).
HEBLING et al. (1996) observaram que ninhos de laboratério de Atta sexdens
rubropilosa alimentados diariamente com folhas de Ricinus communis

(Euphorbiaceae) mostraram gradual decréscimo no volume do jardim de fungo e
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aumento da velocidade de morte de formigas, com extingdo total dos ninhos
apos seis semanas de tratamento. Segundo MONTEIRO et al. (1998) e
HEBLING et al. (2000a,b) reportaram que Ipomoea batatas (Convolvulaceae) e
Canavalia ensiformis (Fabaceae) causaram efeitos deletérios para os ninhos e
para formigas operarias.

Através dos estudos realizados por LEITE (2000), verificou-se que
substancias como os acidos graxos saturados com cadeia entre C6 — C12, as
lignanas sesamina e sesamolina quando testadas sobre o fungo simbionte das
formigas cortadeiras inibiram em 100% o crescimento do fungo, nas
concentragcbes de 100 pg/mL, 70 ug/mL e 433 ug/mL, respectivamente. Em
dados mais recentes, LEITE 2005a, verificou que o limondide fotogedunina, na
concentragcéo de 25 ug/mL, inibe em 100% o crescimento do fungo simbionte,
sendo que este mesmo limondide apresenta agao inseticida sobre a formiga
[sobrevivéncia mediana (MD) no 9°. dia de experimento, sendo que o controle
teve sobrevida total de 24 dias]. Dentre as substancias testadas pelo grupo de
produtos naturais da UFSCar, o alcaldide ricinina, foi bastante ativo sobre as
formigas cortadeiras e por ser bastante abundante tem boa probabilidade de uso
no controle das mesmas (KITAMURA et al., 1999; ACACIO-BIGI et al., 2004).

Atualmente, esta sendo desenvolvida uma nova abordagem em relagéao
aos meétodos de controle que devera ser util e especifico para formigas
cortadeiras de folhas. Esses estudos mostraram que algumas destas espécies
contém inibidores da atividade de pectinase que estao presentes no fluido fecal
das larvas de formigas. Esta enzima parece ser essencial para a nutricdo das
formigas e do fungo em materiais vegetais (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al.,
2003). Extratos de algumas espécies de plantas das familias Anacardiaceae,
Burseraceae, Fabaceae, Meliaceae, Rutaceae e Simaroubaceae agiram como
inibidores de pectinases (ZAVAN, 2005; LEITE, 2005a). Os resultados
mostrados por ZAVAN (2005) e LEITE (2005a) indicam que os extratos brutos
de Cedrella fissilis (Meliaceae) Tapirira guianensis (Anacardiaceae) e Simarouba
versicolor (Simaroubaceae) contém componentes que inibem as pectinases

encontradas. A atividade inibitéria foi encontrada principalmente no extrato
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metandlico das plantas, ou seja, as substancias inibidoras sao polares, e podem
entdo serem soluveis em agua e desta forma aplicadas no ninho em solugao
aquosa. Se este modo de aplicagao for viavel, sera uma vantagem em relagao
aos produtos comerciais utilizados no controle de formigas cortadeiras que usam
solventes organicos como diluentes, os quais sd0 perigosos para as pessoas

que trabalham na sua aplicagdo no campo.

1.6.2 — Atividades inseticidas de produtos naturais sobre a lagarta-do-

cartucho do milho

Considerando a busca de inseticidas a partir de plantas da ordem Rutales
sobre S. frugiperda, BATISTA-PEREIRA (2002) avaliou a atividade do flavondide
astilbina (44, p. 43), isolado de Dimorphandra mollis (Fabaceae). ROCHA (2005)
realizou o estudo fitoquimico de Adiscanthus fusciflorus (Rutaceae), T. pallida e
T. rubra (Meliaceae) visando a busca de compostos que alterem a biologia do
inseto. Trabalhos semelhantes foram realizados com Trichilia catigua (PEREIRA,
2001), Siphoneugena densiflora (Mirtaceae) e Vitex polygama (Verbenaceae)
(GALLO et al., 2006); Trichilia catigua, T. claussenii e T. elegans (MATOS et al.,
2006); Cedrela fissilis (Meliaceae) (LEITE et al., 2008); Trichilia catigua, T.
claussenii e T. elegans (MATOS et al., 2009a); Cipadessa fruticosa (Meliaceae)
(MATOS et al., 2009b).

HO.
O OH
o OH

OH “CH;
OH (0]

Astilbina (44)

Das frutas secas de Tetradium danielli (Rutaceae), coletadas na provincia
de Yunnan na China em setembro de 1917, foi isolada uma nova

furanocumarina linear  5-(6-hidroxi-3,7-dimetilocta-2,7-dieniloxi)-psoraleno,
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juntamente com outras seis estruturas relatadas de furanocumarinas. Dos
compostos identificados, quatro apresentaram um potente efeito antialimentar
sobre larvas de Spodoptera littoralis e Heliothis virescens. Foram testados
xantotoxina (45), bergapteno (46), isopimpinelina (47), 8-geraniloxipsoraleno
(48), bergamotina (49), notoptol [5-(7-hidroxi-3,7-dimetilocta-2,5-
dieniloxi)psoraleno] (50), 5-(6-hidroxi-3,7-dimetilocta-2,7-dieniloxi)psoraleno (51,
FIRURA 1.22, p. 45). Destes os compostos 45-48 (p. 45) apresentaram maior
resposta em S. litorallis que H. virescens quando as larvas foram alimentadas
com discos tratados com estas furanocumarinas. (STEVENSON et al., 2003). A
composi¢cao dos grupos funcionais em C-5 e C-8 modula a atividade das
furanocumarinas. Por exemplo, uma comparacédo da atividade de (47) e (48)
mostra que a atividade diminui quando o grupamento geraniloxil € anexado aos
psoralenos em C-8 (49), em vez de em C-5. De fato a atividade antialimentar de
(48) foi perdida quando testada sobre H. virescens. O composto (49) apresentou
potente atividade contra ambas as espécies, mas a atividade diminuiu quando
C-7" e C-6" foram substituidas por um grupo hidroxila como em (50) e (51)
respectivamente (STEVENSON et al., 2003). Em trabalho anterior demonstrou-
se que os compostos de (45-47) apresentaram atividade antialimentar em S.
litorallis (CALCAGNO et al., 2002).

Os compostos de 45-51 (p. 45) foram dissolvidos em acetona e aplicados
em discos de fibra de vidro em um teste de dupla escolha como descrito
anteriormente por SIMMONDS et al. (1990) e testados sobre larvas no ultimo
instar (sexto instar) de S. littoralis Boisd. e H. virescens F., os quais tinham sido
privados de alimentos durante 2-3 h antes do bioensaio. Os compostos foram
testados na faixa de concentracdo entre 5 x 10° e 1 x 10° M. O indice de
Alimentacéo [(C-T) / (C + T)] x 100 foi calculado usando a quantidade de discos
consumidos do controle (C) e do tratamento (T) durante as 18 h de bioensaio. O
teste WILCOXON foi utilizado para avaliar a significAncia da quantidade de
discos consumidos do controle e do tratamento na concentracdo de 1 x 10> M. A
concentragdo necessaria para obter um indice de Alimentagdo de 50% (Flso) foi

calculado por regresséo.
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Ry R, Flso (M)
45 H OCH,4 7.4 x104
46 OCHjg H 7,1x10°
47 OCH3 OCH3 6,4 x 104
9 10"
48 H _ _ 8,0x 104
3" 5" g
9" 10" H
49 N X H 4.4 x 104
3 5 8
9 10"
H -3
50 7 N >10
3 5 8
9" 10"
H
51 = 5 o > 103
OH

De Gnaphalium affine D. Don (Compositae) foram isoladas as flavonas
polimetiladas 5-hidroxi-3,6,7,8,4’-pentametoxiflavona (52), 5-hidroxi-3,6,7,8-
tetrametoxiflavona (53), e 5,6-dihidroxi-3,7-dimetoxiflavona (54). Estes
flavondides e analogos mostraram atividade antialimentar contra Spodoptera
litura F. (MORIMOTO et al., 2000; MORIMOTO et al., 2003).

O bioensaio realizado neste trabalho foi o de escolha folha-disco. A
configuragcédo experimental foi baseada no bioensaio descrito por Escoubas et al.
(1993). As folhas-disco possuem 2 cm de diametro e foram preparadas folhas de
batata-doce (Ipomoea batatas) cultivadas sem agroquimicos. Dois discos foram

tratados com uma quantidade especifica de extratos de planta ou compostos a
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serem testados solubilizados em acetona, e dois outros discos sé com acetona
foram usados como controle. O quatro discos foram fixados em posicdes
alternadas na mesma placa de Petri. Ap6s a remogao completa do solvente, 15
larvas (terceiro instar) foram liberadas na placa. As placas de Petri foram
mantidas em uma sala de criagdo de insetos em 26,5 °C no escuro por 2-5 h.
Para a avaliacdo da atividade antialimentar dos extratos e compostos de
teste, utilizou-se o indice antialimentar [(AFl): (AF1% dos discos tratados
consumidos) / (% de discos tratados consumidos + % de controle de discos
consumidos) x 100]. Os discos de controle foram fixados em um valor AFI de 50.
Os dados foram avaliados por analise probit. A linha reta foi montada com os
pontos obtidos no bioensaio, e 0 EDs foi calculado como a dose correspondente
ao ponto meédio entre inibigdo completa e sem efeito pelo programa de

computador.

Atividade
Ry R Rs antialimentar
EDso (mol/cm?)

5-hidroxi-3,6,7,8,4’-pentametoxiflavona (52) | OCH; OCH; OCHS; 1,1x 107
5-hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxiflavona (53) OCH; OCH; H 2,0x10°®
5,6-dihidroxi-3,7-dimetoxiflavona (54) OH H H 2,5x10°%

Estes autores (MORIMOTO et al.,, 2000, MORIMOTO et al.,, 2003)
sugeriram que flavonodides sem substituintes no anel-B apresentavam atividade
antialimentar contra S. litura. Sculletaria baicarensis (Rutaceae) produz o 2-

fenilflavonas, sendo assim foram utilizadas cromonas e flavondides como
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materiais de partida para testar a relagao estrutura-atividade (SAR) antialimentar
em insetos dos flavondides e derivados metilados e foi observado que aqueles
flavondides deficientes de substituintes na posicdo 6 do anel A ndo possuiam
acao antialimentar.

Os derivados substituidos na posicdo 6 mostraram forte atividade
antialimentar contra S. litura. Além disso, os flavondides testados com um grupo
hidroxila como substituinte em qualquer das posi¢coes tendem a aumentar a
atividade antialimentar. Portanto, os resultados obtidos sugeriram a importancia
da substituicdo na posicdo-6 do flavondide e que substituintes hidrofilicos
diminuem a atividade (MORIMOTO et al., 2003). As estruturas dos compostos
testados sao apresentadas adiante 55-77 (p. 48-49).

Flavonas ndo substituidas Atividade
o R, R, R; R4 antialimentar
na posicao-6
EDso (umol/cm?)
Crisina (55) OH H H H 2,50
Apigenina (56) OH H H H inativo
Luteolina (57) OH H OH OH inativo
Wogonina (58) OH OCHs3 H H 2,00
Isowogonina (59) OCHgs; OH H H inativo
Norwogonina (60) OH OH H H 1,52
Moslosooflavona (61) OCHgs; OCHs3 H H 1,30
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Flavonas substituidas

Atividade antialimentar

. R R
na posicdo-6 EDs, (umol/cm?)
Baicareina (62) OH OH 0,96
Oloxilina A (63) OCH3 OCHg3 inativo
Mosloflavona (64) OCHjs OH inativo
OCHj3
HsCO
HsCO Nobiletina (65)
Atividade
Flavonas monosubstituidas R: R, antialimentar
EDso (umol/cm?)
Flavona (66) H H 0,11
6-metilflavona (67) OCHg3 H 0,035
6-hidroxiflavona (68) OH H inativo
6-metoxiflavona (69) OCHg3 H 0,15
7-hidroxiflavona (70) H OH inativo
7-metoxiflavona (71) H OCHgs; 0,059
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Rs R4
|
Rz
R4
Atividade
Cromonas R, R, Rs R, antialimentar

EDso (umol/cm?)
Cromona (72) OH H H H 0,168
2,7-Dimetilcromona (73) OH H H H 0,102
2-metil-5,7-dimetoxicromona (74) OH H OH OH inativo

2-metil-5,6,7-trimetoxicromona
OH OCHjs H H 0,41
(75)

2-metil-7-metoxicromona (76) OCH3 OH H H inativo
7-metoxicromona (77) OH OH H H 0,096
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Objetivos

2 - OBJETIVO

O objetivo desta dissertacdo foi o estudo fitoquimico de Rauia sp
(Rutaceae), biomonitorado por ensaios em formigas Atta sexdens rubropilosa
(satva-limao) e sobre a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda

visando o isolamento e a caracterizacdo dos compostos bioativos.
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Procedimento Experimental

3 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e Métodos

Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna (CC):

% Silica gel 60 (70-230 Mesh) da ACROS ORGANICS
+ Silica gel 60 (230-400 Mesh) da ACROS ORGANICS
s Sephadex LH 20 da Amersham Pharmacia Biotech AB
% Florisil (200 Mesh) da ALDRICH
Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das

quantidades a serem aplicadas.

Solventes utilizados no fracionamento e identificacdo dos compostos:

% Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e
outros destilados na sala de destilacgdo do Departamento de Quimica da
UFSCar para obtencao de extratos e fracionamento dos mesmos.

% Solventes grau HPLC da JTB.

% Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS
ORGANICS, CIL - CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, Inc. para

obtencao de espectros de RMN.

Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA):

Utilizada para monitoragéo dos fracionamentos efetuados:

% Cromatoplaca de silica gel 60 HF 254 em aluminio da MERCK.

Cromatografia em camada delgada preparativa rotativa (CCDPR)

Equipamento de CCDPR: Cromatroton modelo 8924 — Harison
Research, utilizando bomba modelo RHSY — Fluid Metering inc, placas de
vidro de 26 cm de didmetro com espessura de filme de 1,5 mm, preparadas no

préprio laboratério, utilizando como fase estacionaria silica gel 60 F2s4 — Merck
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com revelador ou silica gel 60 Fys4 — Merck com revelador e florisil na
proporcao 1:1.
Reveladores:

+ Radiagao na regido do UV (254 e 360 nm)
% Reagente de Dragendorff

« Vanilina em acido sulftrico

3.2 — Equipamentos

Espectrébmetros de Ressonancia Magnética Nuclear:

As técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "*C,
COSY, HMBC, HSQC, NOESY foram realizadas via os seguintes aparelhos:
s BRUKER DRX 400 (9,4 Tesla)
» BRUKER ARX 200 (4,7 Tesla)

X/

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

% Cromatégrafo: Shimadzu SCL-10Avp (preparativo), equipado com
valvula de reciclo, valvula de injegdo Rheodyne 7725i, algca de
amostragem (loop) de 200, 500 e 2000 uL, bombas Shimadzu LC-6AD
e detector: UV-VIS, Shimadzu SPD-10vvp.

% Cromatégrafo: Shimadzu SCL-10Avp (analitico), equipado com:
degaseificador de membrana Shimadzu DGU-14A, duas bombas
Shimadzu LC-10ADvp e detectores de Foto-diodo Shimadzu SPD-
M10Avp.

Cromatografia Liquida de Média Pressio:

< GE AKTA — Armerstam Biosciences, equipado com: valvula de inje¢éo
inv-907, alca de amostragem (loop) de 500 uL, bombas P-900 (P-
901/903) e detector de UV-900.
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CG-EM:

% GC - 17A Shimadzu, CG-EM - QP 5000 Shimadzu
% Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm) filme = 0,25 ym
% lonizacao por impacto eletrénico (IE) (70 e.V)
Todas as analises via CG-EM foram realizadas utilizando:
% Temperatura do injetor: 250 °C
s Temperatura do detector: 280 °C

¢ Modo: split; Volume de injegcdo: 1uL

Programacgdes de temperaturas utilizadas nas analises:
¢ Mistura de Esterdides: 150 °C (3 min); 6 °C/min até 280 °C; 280 °C (20 min).
% Cumarinas: 100 °C (3 min.); 10 °C/min. até 280 °C; 280 °C (10 min.).

Sistema de CL-EM

% MICROMASS QUATTRO LC
% Modo de ionizagao: Eletrospray (ESI) (modo negativo)
As analises foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de
Massas (LEM) — DQ/UFSCar.

Balanca analitica

% SARTORIUS modelo BP210S

Liofilizador

+» Liofilizador modelo E.C. Modulyo-Pump Savant VLP 80

Evaporadores Rotativos

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

% BUCHI, rotavapor R-200, equipado com banho BUCHI 490 e
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
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3.3 - MATERIAL BOTANICO

A espécie Rauia sp foi coletada no municipio Aureliano Leal, Bahia,
01/02/1993 (coleta da Dra Jacquelyn Kallunki e Dr Jose Rubens Pirani n.415).

A Dra Jacquelyn Kallunki esta realizando a revisdo taxonémica do
género Rauia na qual descrevera espécies ainda inéditas que inclui a espécie
em estudo. Em analise prévia a Dra Jacquelyn Kallunki informou que a espécie

em estudo neste trabalho parece ser uma subespécie de Rauia resinosa.

3.4 — OBTENCAO DOS EXTRATOS DE Rauia sp

Os extratos brutos foram preparados anteriormente pela técnica Dorai
Periotto Zandonai do laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos. As partes vegetais, caule e
folhas, da espécie de Rauia sp foram secadas em estufa de circulagcédo a 40 °C
durante aproximadamente 10 dias e posteriormente trituradas em moinho. O
material seco e moido foi submetido a trés extragdes consecutivas com um
intervalo de trés dias entre cada uma delas utilizando-se os solventes n-
hexano (EH), diclorometano (ED), metanol (EM), nesta ordem de polaridade
(FLUXOGRAMA 3.1, p. 60).

Material Vegetal

Extrato Hexanico
b
Extrato Diclorometanico
C
Extrato Metanolico ¢

FLUXOGRAMA 3.1: Preparacao dos Extratos de folhas e caule de Rauia sp.
a) Maceragdo com Hexano por cinco dias por trés vezes

b) Macerag&do com Diclorometano por cinco dias por trés vezes

c) Maceragao com Metanol por cinco dias por trés vezes
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Os extratos foram concentrados em rotaevaporadores. As partes
vegetais utilizadas no preparo dos extratos assim como as quantidades de

extrato obtidas para cada uma delas estao descritos na TABELA 3.1 (p. 61).

TABELA 3.1 - Massas de Material Vegetal e Quantidade de Extratos Obtidos

Material Vegetal Vel\gA:fasla(g) Cédigo g(?f;i:?g)
RFH 7,02
Folhas 1.324,00 RFD 16.26
RFM 24,92
RCH 5,61
Caule 4.986,00 RCD 14,22
RCM 242,79

R = Rauia sp; F = Folha; C = Caule; H = Hexano; D = Diclorometano; M = Metanol
3.5 - FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS E FRAQ@ES DAS FOLHAS

3.5.1 — Estudo do extrato diclorometanico (RFD)

O extrato bruto diclorometanico das folhas de Rauia sp (RFD) foi
fracionado utilizando-se silica gel 70-230 Mesh como fase estacionaria e como
fase movel uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade como
demonstrado resumidamente no FLUXOGRAMA 3.2 (p. 62) obtendo-se 8
fracoes.

As fragdes obtidas foram enviadas para ensaio por ingestdo sobre as
formigas cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa) e sobre a lagarta-do-cartucho
do milho (Spodoptera frugiperda) em ensaio por ingestdo e por toxicidade
aguda. Esses ensaios foram realizados para realizar os fracionamentos
posteriores de forma biomonitorada.

Realizou-se novamente a mesma metodologia utilizada no
fracionamento de RFD a fim de obter a massa necessaria das fragdes para
realizacdo dos ensaios biologicos. As massas obtidas apds reunido das
subfracées de RFD1 e RFD2 s&o apresentadas na TABELA 3.2 (p. 62).
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RFD
10,0 g
aq as as ary
A C E G
ars g dg ag
B D F H

FLUXOGRAMA 3.2: Fracionamento de RFD

a) Cromatografia a vacuo em funil de placa sinterizada: silica gel (70-230 Mesh), coluna de vidro (¢ = 6,0

cm, h= 20 cm), coleta realizada a cada 2,5 L de eluente. Sistema gradiente de eluigéo (% em v:v):

a') Hexano 100% a°) Acetato de Etila:Acetona 5:5
az) Hexano:Acetato de Etila 7,5:2,5 a6) Acetona 100%

a’) Hexano: Acetato de Etila 5:5 a’) Acetona:Metanol 5:5

a”) Acetato de Etila 100% a°) Metanol 100%

TABELA 3.2: Fracdes obtidas ap6és reunido das subfracbes de RFD1 e RFD2

Fragéo Reunio de: Massa (g)
RFDa As, Az 0,228
RFDb Bs, B> 0,706
RFDc C1, Ca 0,173
RFDd D+, D, 2,272
RFDe E1, Ez 2,588
RFDf F1, F2 0,908
RFDg G, Gz 2,732
RFDh Hi, He 0,393

RFD = Rauia sp Folha Fracdo Diclorometanica; a — h = fracdo da coluna

correspondente; indice 1 = Coluna RFD1; indice 2 = Coluna RFD2.
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3.5.2 — Estudo da fracdo RFDd

A fragdo d obtida do fracionamento do extrato bruto diclorometanico foi
submetida a cromatografia em camada delgada preparativa rotativa (CCDPR)
utilizando silica gel 375 Mesh, PF 254, 1 mm como fase estacionaria € como
fase movel uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade como
demonstrado resumidamente no FLUXOGRAMA 3.3 (p. 63) obtendo-se 17
fragdes. As fracdes obtidas foram reunidas em 13 fragcbes de acordo com as
similaridades ap6s analise por CCDC.

As fracdes foram submetidas & RMN "H no equipamento de 200 MHz e
a fragcao B também foi submetida a CG-EM, a qual possibilitou a identificacédo
da mistura dos esteroides (I, 11, 1ll) e de acidos graxos presentes nas fragoes H,
I, J. Para identificacdo dos acidos presentes nessas subfracdes serao
realizadas, posteriormente, reagcdes para obtencdo dos ésteres metilicos em

pequenas aliquotas das amostras para analise via CG-EM.

RFDd
(150,0mg)
b
A(1,2) C(5) E(7) G(9,10) 1(12) K (14) M(17)
m=4mg m= 6mg m =14 mg m=16 mg m=15mg m=11mg m=12mg
D(6) F(8) H (11) J(13) L (15, 16)
m=8mg m=12mg m=19 mg m=12mg m =16 mg

Substancias
[, 10,1

FLUXOGRAMA 3.3: Fracionamento de RFDd

b) cromatografia em camada delgada preparativa rotativa (CCDPR): placa de vidro (¢ = 26,0 cm); fase
estacionaria: silica gel (375 Mesh, PF 254 1mm); fragdes coletadas em frascos de 50 mL, volume
utilizado de cada sistema de eluente. Sistema gradiente de eluigdo (% em v:v): Hexano 100%,
Hexano:Acetato de Etila (9,5:5/9:1/8:2/7,5:2,5/7:3/6,5:3,5/ 6:4/5,5:4,5/1:1/4,5:5,5/3:7/2:8/1:9), Acetato de
Etila 100%, Acetato de Etila:Metanol (9:1/7:3/1:1/4:6/ 3:7/2:8/1:9), Metanol 100%.
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3.5.3 — Estudo da fracdo RFDe

A fragdo e foi submetida a cromatografia por adsor¢ado em coluna de
vidro (¢ = 6,0 cm, h= 27 cm) utilizando silica gel do tipo “flash” (230-400 Mesh)
como fase estacionaria, a qual se adicionou uma pequena camada de florisil
antes de adicionar a amostra e se utilizou gradiente de eluicdo como
demonstrado resumidamente no FLUXOGRAMA 3.4 (p. 64).

RFDe
(109)
C
la4 13,14 22a28 33a39 45a48 53a58 62a 64
15,7mg 22,4mg 38,8mg 56,0mg 38,9mg 50,4mg 100,2mg
5a8 11,12 15a21 30a32 40a44 49a 52 59a61
27,1mg 17,3mg 36,6 mg 64,8 mg 49,2mg 39,6 mg 55,3mg
Substancias |, 11, Il
88 86 83,84 81 76a78 71a73 67,68
17,3mg 27,5mg 12,4mg 18,7mg 18,9mg 18,8mg 19,2mg
89,90 87 85 82 79,80 74,75 69,70
46,2mg 26,6 mg 26,2mg 16,2mg 19,6 mg 10,4mg 16,3mg

FLUXOGRAMA 3.4: Fracionamento de RFDe

c) Cromatografia por adsorgao, silica gel (230-400 Mesh), coluna de vidro (®= 6 cm, h= 27 cm) fragbes
coletadas em frascos de 20 mL. Sistema gradiente de eluicao (% em v:v), utilizando : Hexano 100%,
Hexano:Acetato de Etila (9,5:5/9:1/8:2/7,5:2,5/7:3/6,5:3,5/ 6:4/5,5:4,5/1:1/4,5:5,5/3:7/2:8/1:9), Acetato de
Etila 100%, Acetato de Etila:Metanol (9:1/7:3/1:1/4:6/ 3:7/2:8/1:9), Metanol 100%.

Foram obtidas 90 fragdes que foram reunidas em 29 fragdes em fungao
da semelhanca, apds andlise por CCDC. Apds experimento de RMN 'H no
equipamento de 200 MHz verificou-se a presenga de sinais caracteristicos de
acidos graxos nas fragbes 49-52, 53-58, 81, 83-84, que serdo submetidas
posteriormente a reagdes para obtencdo dos ésteres metilicos em pequenas
aliquotas de amostra para analise via CG-EM para a identificagdo dos acidos

graxos presentes nas mesmas. A subfracdo RFDd 3-4 (item 3.5.2, p. 63), na
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qual identificou-se a mistura das substancias I, Il e lll, foi reunida com a
subfracdo RFDe 9 (item 3.5.3, p. 64) e a subfragdo RFDe 49-52 (item 3.5.3,
p. 64) foi reunida com a subfracdo RFDd 12 (item 3.5.2, p. 63).

3.5.4 — Estudo da fracdo RFDf

A fracao f foi refracionada através de cromatografia em camada delgada
preparativa rotativa (CCDPR) utilizando como fase estacionaria silica gel 375
Mesh, PF 254, 1 mm e como fase movel gradiente de eluicdo em ordem
crescente de polaridade (FLUXOGRAMA 3.5, p. 65). Foram obtidas 54 fracdes
que apos analise por CCDC foram reunidas em 19 fragdes de acordo com as

similaridades das mesmas.

RFDf
(150 mg)

.

22a24
m=115mg

17a19
m=17,7 mg

1 6al10
m=1mg m=5mg

2a5
m=7,1mg

11a13
m=6,3mg

15,16
m=12,6 mg

20,21
m=148mg

25,26
m=9,2mg

Substancia IV

49,50
m=6,1mg

44 a 46
m=7,2mg

38a40
m=5,3mg

3la35
m=7,7mg

5lab54
m=5,6 mg

47,48
m=7,3mg

41a43
m=6,9mg

36,37
m =6,4 mg

27a30
m=6,5mg

FLUXOGRAMA 3.5: Fracionamento de RFDf (Rauia Folha Diclorometano - fragao f).
d) Cromatografia circular por adsor¢do: placa de vidro (¢ = 26,0 cm); fase estacionaria: silica gel (375

Mesh, PF 254 1mm); fragGes coletadas em frascos de 50 mL, volume utilizado de cada sistema de

eluente. Sistema gradiente de elui¢do: Hexano — Metanol aumentando de 10 em 10%.

Apos experimento de RMN "H no equipamento de 200 MHz verificou-se
a presenca de sinais caracteristicos de acidos graxos nas fragdes 17-19, 22-

24, 25-26, 27-30. Para identificagcdo dos acidos graxos, estas fragcdes serao
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submetidas posteriormente, a reagdes para obtencédo dos ésteres metilicos em
pequenas aliquotas de amostra para analise via CG-EM. A fragcdo 25,26 foi
reunida com a fragao d-13 (RFDd — subfragdo 13, item ,p). A partir dos dados
de RMN 200 MHz e CG-EM identificou-se a presenca de um sesquiterpeno

(substancia V) na fragao 14.

3.5.5 — Estudo do extrato metandlico (RFM)

Parte do extrato bruto metandlico das folhas de Rauia sp (RFM) foi
fracionado através de uma partigédo liquido-liquido (FLUXOGRAMA 3.6, p. 66)
originando trés particdes do extrato. As fragdes obtidas e suas respectivas

massas estao representadas na TABELA 3.3 (p. 67).

1) Suspensédo em 400 mL de EtOH:H,O (1:3)
2) Extracdo com CHyCl,: 3 x 150 mL

Fracdo Hidroetanolica

3) Extracdo com AcOEt: 3 x 150 mL

Fracdo Diclorometano

Fracdo Acetato de Etila Fracao Hidroetandlica

FLUXOGRAMA 3.6: Metodologia utilizada na particdo do extrato

As parti¢cdes resultantes foram concentradas sob vacuo em evaporador
rotativo e a completa secagem do material vegetal foi obtida através do seu
armazenamento em vidros sob capela de exaustdao de gases, a temperatura
ambiente.

As particoes obtidas foram submetidas a ensaio por ingestdo sobre as
formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa) e ensaio por ingestdo e/ou

toxicidade aguda sobre a lagarta-do-cartucho do milho (S. frugiperda).
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TABELA 3.3: Fragoes obtidas do extrato metandlico (RFM)

Parte Massa do Extrato o Massa das Particdes
Caddigo
Vegetal (9) (9)
RFMD 0,9
Folha 8,0 REMA 13
RFMHi 5,8

R = Rauia sp; F = Folha; M = Metandlico; D = Diclorometano; A = Acetatao de Etila;
Hi = Hidroetandlica

3.6 — FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS E FRACOES DO CAULE

3.6.1 — Estudo do extrato diclorometanico (RCD)

O extrato bruto diclorometénico do caule de Rauia sp (RCD), foi
fracionado utilizando-se como fase estacionaria silica gel 70-230 Mesh com
eluicdo gradiente em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 9 fracbes
como mostra resumidamente o FLUXOGRAMA 3.7 (p. 68).

As fragcbes de 4 a 9 foram enviadas para ensaio por ingestdo sobre as
formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa) e sobre a lagarta-do-cartucho do
milho (S. frugiperda) em ensaio por toxicidade aguda. Nas fracoes de 1 a 3 s6
foi realizado o ensaio por toxicidade aguda devido a pequena massa obtida
das mesmas. O ensaio por ingestado sobre a lagarta-do-cartucho do milho (S.

frugiperda) nao foi realizado devido a massa necessaria (300 mg).
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RCD
25¢g
aq as as ary dg
A C E G I
m=7,6 mg m = 24,9 mg m = 209,8 mg m =247,8 mg m =246,5mg
ar ay as dg
B D F H
m=233mg m = 556,7 mg m = 324,6 mg m = 858,8 mg

FLUXOGRAMA 3.7: Fracionamento de RCD

a) Cromatografia a vacuo em funil de placa sinterizada: silica gel (70-230 Mesh), coluna de vidro (¢ = 6,0
cm, h= 14 cm), coleta realizada a cada 1 L de eluente. Sistema gradiente de eluicdo (% em v:v):

a') Hexano 100% a%) Acetato de Etila:Acetona 5:5

a’) Hexano:Acetato de Etila 7,5:2,5 a’) Acetona 100 %

a3) Hexano: Acetato de Etila 5:5 a8) Acetona:Metanol 5:5

a*) Acetato de Etila 100 % a’) Metanol 100 %

a5) Acetato de Etila:Acetona 7,5:2,5

3.6.2 — Estudo da fragcdo RCDd

A fracdo d foi submetida a cromatografia por adsor¢cdo em coluna de
vidro (¢ = 4,0 cm, h= 20 cm) utilizando silica gel do tipo “flash” (230-400 Mesh)
como fase estacionaria e como fase mével mistura de solventes com gradiente
de eluicdo em ordem crescente de polaridade como demonstrado
resumidamente no FLUXOGRAMA 3.8 (p. 69).

Foram obtidas 100 fragbes as quais, de acordo com as semelhangas
apresentadas na analise por CCDC, foram reunidas em 32 fragbes. Através de
experimento de RMN "H no equipamento de 200 MHz verificou-se a presenca
de sinais caracteristicos de acidos graxos nas fragdes 17-19, 22-24, 25-26, 27-
30. Para identificagdo dos acidos graxos estas fragdes serdo submetidas
posteriormente, a reagcdes para obtencdo dos ésteres metilicos em pequenas

aliquotas de amostra para analise via CG-EM.
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RCDd
(250 mg)
e
la4 8,9 13,14 18,19 23,24 28,29 32,33,34
2,7mg 6,5mg 9,4mg 11,8mg 10,0mg 8,9mg 54mg
5,6,7 10,11,12 15,16,17 20,21,22 25,26, 27 30,31 35,36
4,1 mg 8,3mg 10,6 mg 8,2mg 9,4 mg 9,6 mg 6,3mg
Substancias |, II, Il
86a94 66a74 53,54 46,47 43 40,41
16,1 mg 11,4 mg 1,9mg 1,3mg 3,6mg 19,2mg
95a 100 75285 55a 65 48252 44,45 42 37,38,39
36,5mg 15,9mg 6,5mg 8,5mg 3,2mg 50mg 9,7mg
v v v

IX VI, VII, VIl
2mg 3mg 4,1mg
FLUXOGRAMA 3.8: Fracionamento de RCDd

e) Cromatografia por adsorcéo, silica gel (230-400 Mesh), coluna de vidro (®= 4 cm, h= 20 cm) fragbes
coletadas em frascos de 20 mL. Sistema gradiente de eluigdo (% em v:v), utilizando : Hexano 100%,
Hexano:Acetato de Etila (9:1/8:2/7:3/6,5:3,5/6:4/5,5:4,5/1:1/4,5:5,5/4:6/3:7/2:8/1:9), Acetato de Etila
100%, Acetato de Etila:Metanol (9:1/7:3/1:1/3:7/1:9), Metanol 100%.

O estudo dessa fracdo permitiu a identificacdo de trés cumarinas:
substancias V (fragdo 37-39), VI (fragdo 42), IX (fragdo 44, 45); de um acido
graxo VIl (fragado 42) e de um alcaldide VIII, apds analise dos dados obtidos no
espectro de RMN 'H (200 MHz) para as fragdes (37-39) e (44,45). Para a
fracdo (42) realizou-se experimentos de uma e duas dimensdes (400 MHz)
juntamente com os dados de CG-EM. As substéncias I, Il e Il (fracdo 13, 14)
foram identificadas anteriormente em outras fragbes (itens 3.5.2, p. 63 e 3.5.3,
p 64).
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3.6.3 — Estudo da fracdo RCDf

A fragdo f foi submetida a cromatografia por adsorgdo em coluna de
vidro (¢ = 2,0 cm, h= 20 cm) utilizando silica gel do tipo “flash” (230-400 Mesh)
como fase estacionaria e como fase movel mistura de solventes com gradiente
de eluicdo em ordem crescente de polaridade como demonstrado
resumidamente no FLUXOGRAMA 3.9 (p. 70).

Obteve-se 105 fracbes as quais de acordo com as semelhangas

apresentadas na analise por CCDC foram reunidas em 28 fracoes.

RCDf
(100 mg)
f
1a3 8,9 12,13 16 a 18 22,23 27a29 33a35 40 a 47
2,7 mg 1,0 mg 2,8mg 7,2mg 1,3mg 0,9 mg 5,7mg 1,3mg
4a7 10, 11 14,15 19a21 24 a26 30a32 36 a39
0,6 mg 1,1 mg 0,9mg 1,3mg 0,8mg 2,4 mg 0,8 mg
93 a 100 90 83a87 75a79 68, 69 61, 62 48a50
5,8mg 2,7mg 1,3 mg 2,0mg 0,2mg 3,2mg 0,7 mg
101 a 105 91, 92 88, 89 80a82 70a74 63a67 51 a60
34,1 mg 8,1 mg 4,3 mg 2,0mg 1,6 mg 1,8 mg 1,4 mg

FLUXOGRAMA 3.9: Fracionamento de RCDf

f) Cromatografia por adsorgéo, silica gel (230-400 Mesh), coluna de vidro (®= 2,5 cm, h= 20 cm) fragdes
coletadas em vidros de 20 mL. Sistema gradiente de eluicdo (% em v:v), utilizando : Hexano 100%,
Hexano:Acetato de Etila (9:1/8:2/7:3/6,5:3,5/6:4/5,5:4,5/1:1/4,5:5,5/4:6/3:7/2:8/1:9), Acetato de Etila
100%, Acetato de Etila:Metanol (9:1/7:3/1:1/3:7/1:9), Metanol 100%.

Ap6s experimento de RMN 'H no equipamento de 200 MHz verificou-se
a presenca de sinais caracteristicos de acidos graxos nas fragdes 51-60, 61-
62, 63-67, 75-79. Para identificagdo dos acidos graxos, estas fragcdes serao
submetidas posteriormente, a reagcdes para obtencédo dos ésteres metilicos em

pequenas aliquotas de amostra para analise via CG-EM.
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3.6.4 — Fracionamento de RCM de Rauia sp

O extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp (RCM) foi submetido a
uma particdo liquido-liquido (FLUXOGRAMA 3.10, p. 71) originando trés
particdes do extrato.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporadores. A parte vegetal
utilizada, a quantidade de extrato no preparo das fragdes assim como a

quantidade obtida de cada uma delas esta descrito na TABELA 3.4 (p. 71).

1) Suspensédo em 400 mL de EtOH:H,O (1:3)
2) Extracdo com CHyCl,: 3 x 150 mL

Fracdo Hidroetanolica

3) Extragdo com AcOEt: 3 x 150 mL

Fracdo Diclorometano

Fracao Hidroetandlica

Fracdo Acetato de Etila

FLUXOGRAMA 3.10: Metodologia utilizada na particdo do extrato

As particdes obtidas foram submetidas a ensaio por ingestdo sobre as
formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa) e ensaio por ingestdo e/ou

toxicidade aguda sobre a lagarta-do-cartucho do milho (S. frugiperda).

TABELA 3.4: Fragbes obtidas do extrato metandlico (RCM)

Parte Massa do Extrato - Massa das Parti¢des
Caddigo
Vegetal (9) (9)
RCMD 1,90
Caule 17,00 RCMA 2,20
RCMHi 12,90

R = Rauia sp; C = Caule; M = Metandlico; D = Diclorometano; A = Acetato de Etila;
Hi = Hidroetandlica
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3.6.5 — Estudo da fracdo diclorometéanica do extrato metandlico do caule
de Rauia sp (RCMD)

A fracdo diclorometanica obtida do particionamento do extrato
metandlico do caule de Rauia sp (RCMD) foi fracionada por cromatrografia em
coluna utilizando como fase estacionaria silica do tipo “flash” (230-400 mesh) e

como fase movel um sistema gradiente de eluicdo como demonstrado

resumidamente no FLUXOGRAMA 3.11 (p. 72).

RCMD
(500 mg)
9

[

gt g® 9
A(la4) C (15,16, 17) E (20 a 28) G (35) (39,40, 41) ) K (51a 60) M (66 a 74) 0 (81a87)
3,7mg 16,2mg 22,4mg 8,8mg 26,0mg 18,9mg 28,4mg 35,0mg
g2 g* gs g7
B(5a14) D(18,19) F(29a34) H (36,37, 38) J (42a50) ) L (61a 65) N (75a 80) P (88 a 100)
27,1mg 17,3mg 16,6 mg 34,8mg 9,2mg 19,3mg 21,3mg 19,2mg
SubstanciaV
m=1mg
g° gt gls gls
Q(101a119) S(126 a 130) U (142 a 166) X (182 a 196) Y (205 a 208)
16,6 mg 18,8mg 18,7mg 18,9mg 18,8mg
gt glo gt2 gl gle
R (120a 125) T(131a141) V(167 a 181) Z (197 a 204) W (209 a 214)
19,7mg 21,5mg 16,2mg 19,6 mg 7,0mg

FLUXOGRAMA 3.11: Fracionamento de RCMD
g) Cromatografia por adsorgao silica gel (230-400 Mesh), coluna de vidro (®= 3 cm, h= 23 cm), coleta

realizada a cada 100 mL de fragdo no erlenmeyer (de 1 a 4 e de 197 a 214) e coleta realizada em vidros

de 20 mL (de 5 a 196). Sistema gradiente de eluigao (% em v:v):
g') Hexano 100 % (800 mL)

gig) Hexano:

Acetato de Etila 4:6 (500 mL)

gz) Hexano: Acetato de Etila 9:1 (1L) g1°) Hexano: Acetato de Etila 3,5:6,5 (1,1 L)
gs) Hexano: Acetato de Etila 8:2 (2,1 L) g“) Hexano: Acetato de Etila 3:7 (2,5 L)

g4) Hexano: Acetato de Etila 7:3 (1,5 L) 912) Hexano: Acetato de Etila 2,5:7,5 (1,5L)
gs) Hexano: Acetato de Etila 6:4 (2,4 L) g13) Hexano: Acetato de Etila 2:8 (1,5L)

g°) Hexano: Acetato de Etila 5,5:4,5 (1,3 L) g") Hexano: Acetato de Etila 1,5:8,5 (1,6 L)
g7) Hexano: Acetato de Etila 5:5 (3,2 L) 915) Hexano: Acetato de Etila 1:9 (800 mL)
g®) Hexano: Acetato de Etila 4,5:5,5 (600 mL) g'®) Metanol 100 % (1,2 L)
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As subfrag¢des foram analisadas por CCDA e reunidas em 26 subfragdes
das 214 obtidas inicialmente, de acordo com a semelhanca de seus Rf's.
Através do experimento de RMN 'H no aparelho de 200 MHz foi possivel
identificar a presenca de sinais caracteristicos da cumarina (V) na subfracgéo I,
posteriormente reunida com a fragdo RCDd (37-39, item 3.6.2, p. 68).

3.6.6 — Estudo da fracdo hidroetandlica do extrato metandlico do caule de
Rauia sp (RCMHi)

A fracdo hidroetandlica do extrato metandlico do caule de Rauia sp
(RCMH) foi estudada utilizando diversas técnicas cromatograficas. A partir
deste estudo foi possivel identificar em mistura os flavondides glicosilados Xa,
Xb, Xla, XlIb, Xlla, Xllb, XIII, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX, XX, XXI e XXII. O
FLUXOGRAMA 3.12 (p. 74) mostra de forma resumida como este estudo foi
realizado.

As fragdes obtidas (A-L) foram submetidas a ensaio por ingestado sobre
a lagarta-do-cartucho do milho (S. frugiperda) na qual foi utilizada a massa de
300 mg de cada fragdo conforme discussao nos itens 3.7.2.2 (p. 79) e 4.7.6 (p.
290).

A fracdo G e as subfragdes da mesma (G1 a G5) foram submetidas a
ensaio por ingestdo sobre as formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa) na
qual utilizou-se para a realizagao deste ensaio: 25 mg da fragdo G1; 10 mg das
fracbes G2 a G4 e 30 mg da fragdo G5, de acordo com a disponibilidade de
massa de cada fragdo, com concentragao final de 2 mg/mL na dieta utilizada
nos ensaios, em todas as fragdes conforme discussdo nos itens 3.7.1.2 (p. 78)
e 4.6.7 (p. 272). O restante da massa obtida foi utilizada para os experimentos
de CL-EM, RMN 1D e 2D.

73



Procedimento Experimental

RCMHi
(6.29)
h
A(labs) C(11,12) E(19 a 22) G (25a 30) 1(35, 36) K (39a 42)
374,8mg 360,5mg 714,8 mg 1065,2mg 398,3mg 353,0mg
B (6a 10) D(13a18) F (23, 24) H(31a 34) J(37,38) L (43a45)
364,1mg 446,6 mg 793,7mg 587,0mg 370,8mg 371,2mg
lCondlgaolez Condicdo 8
y
Condicéo 1
Condicéo 2
m=16mg
RCMHg
Condicdo 5
Condicéo 6
v m = 400,0 mg
1 3 5
102,6 mg 45,7mg 157,7mg
lCOndic;éo7 2 1Condigéo7 4 Condigéao 7
73,1mg 20,9mg
X, X1, XVI, XVII, XII, XVIL, XVIIL, XIX,
Condigéao 7 XV, XIX, XX, XXI XX, XXI, XX
35,7mg Condigéo 7 30,0mg

X, X1, XII, XVI, XVII, XVIII,

XIX, XX, XXI, XXII

RCMHd 10,9mg
Condigéo 3
m =96,6
\ 4
A C E G | K
5,8mg 4,8mg 8,6 mg 9,6 mg 7,7mg 8,9mg
B D F H J L
11,5mg 11,3mg 8,5mg 10,6 mg 4,8mg 4,5mg
Condicéo 4
Condicéo 2
A 4

Xlla Xilb
1,3mg 13mg
FLUXOGRAMA 3.12: Fracionamento de RCMH

h) Cromatografia por excluséo ; coluna de vidro (®= 5 cm, h= 98 cm); fase estacionaria: Sephadex LH-20;
fase movel: eluigéo isocratica - MeOH 100% (coleta realizada em vidro de 20 mL).
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Condicéo 1: Extragdo com solvente MeOH 100%. A parte insoluvel foi submetida a CLAE
preparativo: coluna C-18 Gemini 10 ym (h x ® = 25 x 2,12 cm); eluigado isocratica:
H,O:ACN 8:2 com 0,1% acido acético v/v; pH = 3,35; loop: 500 pL; fluxo: 4 mL/min;
A: 217 nm e 330 nm.

Condicéo 2: CLAE-EM/EM, Equipamento HPLC SHIMADZU analitico e preparativo, injetor
para HPLC SHIMADZU Auto Injector SIL-10ADVp, detector de arranjo de diodos Waters
2696, modulo de comunicacido detector/computador em HPLC SHIMADZU CBM-10A

Communication BUS module; médulo de separagdo Waters 2695. Cromatografia liquida

de alta eficiéncia no modo analitico: coluna C-18 Phenomenex - Luna 5 pm (h x ® = 250 x
4,6 mm); gradiente de eluigdo H,O:MeOH 20-45% B de 0 a 10 min; loop: 20 pL; fluxo: 1,2

mL/min, com divisor 0,2 mL para massas e 1,0 mL para lixo; A: 330 nm. EM/EM

Equipamento: Espectrémetro de Massas triplo quadrupolo ESI, QuattroLC — Micromass.
Condicoes de sintonia do espectrdbmetro de massas, fonte de ionizagao: electrospray no
modo negativo (ESI (-)); capilar 3,5 KV; cone 20 V; extrator 5 V; lentes de radiofreqiiéncia

0,5 V; temperatura do bloco da fonte 50 °C; temperatura do probe 350 °C.

Condicdo 3: Cromatografia por exclusdo; coluna de vidro (®= 3 cm, h= 109 cm); fase
estacionaria: Sephadex LH-20; eluicdo isocratica: MeOH 100%; coleta realizada em

frascos de vidro de 20 mL.

Condicéo 4: CLAE preparativo: coluna C-18 Gemini 10 ym (h x ® = 25 x 2,12 cm); eluigdo
isocratica: H,O:ACN 8:2 com 0,1% acido acético v/v; pH = 3,35; loop: 500 pL; fluxo:
4 mL/min; A: 217 nm e 330 nm.

Condicéo 5: CLAE analitico; coluna C-18 Phenomenex - Luna 10 ym (h x ® = 250 x 5,1
mm); gradiente de eluicdo H,O:ACN 5-100% B por 60 minutos com 0,1% acido acético

viv; loop: 20uL; fluxo: 1mL/min; A: 219 nm; 249 nm e 336 nm.

Condicéo 6: Cromatografia liquida de média pressao (Akta): coluna C-18 Gemini 10 um (h
x ® =25 x 2,12 cm); gradiente de eluigdo H,O:ACN 5-100% B por 60 minutos com 0,1%
acido acético v/v; loop: 500 uL; fluxo: 10 mL/min; coletor automatico: 14 mL por fragao; A:
217 nm; 254 nm e 280 nm.

Condicdo 7: CLAE-EM, Equipamento HPLC SHIMADZU analitico e preparativo, injetor
para HPLC SHIMADZU Auto Injector SIL-10ADVp, detector de arranjo de diodos Waters
2696, moédulo de comunicagdo detector/computador em HPLC SHIMADZU CBM-10A

Communication BUS module; médulo de separagdo Waters 2695. Cromatografia liquida

de alta pressdo no modo analitico: coluna C-18 Phenomenex - Luna 5 pm (h x ® = 250 x
4,6 mm); gradiente de eluicdo H,O:ACN:MeOH A:B:C 80:10:10 a 0 min; A:B:C 80:10:10
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5.0 min; 60:10:30 a 22.0 min; 30:20:50 a 22.1 min; 30:20:50 a 25 min; 80:10:10 a 25.1
min; 80:10:10 a 30 min acidificado com 0,1% de TFA (acido trifluoracético) v/v; loop: 20uL;

fluxo: 1,0 mL/min, com divisor 0,2 mL para massas e 0,8 mL para lixo; A: 330 nm . EM/EM

Equipamento: Espectrometro de Massas triplo quadrupolo ESI, QuattroLC — Micromass.
Condi¢bes de sintonia do espectrobmetro de massas, fonte de ionizagao: electrospray no
modo negativo (ESI (-)); capilar 3,39 KV; cone 40 V; extrator 3 V; lentes de

radiofreqiéncia 0,8 V; temperatura da fonte 45 °C; temperatura do probe 300 °C.

Condicéo 8: CLAE analitico; coluna C-18 Phenomenex - Luna 10 ym (h x ® = 250 x 5,1
mm); eluigdo isocratica H,O:MeOH 9:1 com 0,1% &cido acético v/v; loop: 20uL; fluxo:
1 mL/min; A: 254 nm e 330 nm.

O FLUXOGRAMA 3.13 (p. 77) mostra de forma resumida os
fracionamentos realizados com os extratos organicos de Rauia sp e as
porcentagens de mortalidade obtidas nos ensaios biologicos realizados com os
extratos e fragbes de Rauia sp sobre A. sexdens rubropilosa e S. frugiperda.
As subfragdes obtidas que foram refracionadas estdo marcadas com linha
dupla no FLUXOGRAMA abaixo.
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Rauia sp
Folhas Caule
RFH RFD RFM RCH RCD RCM
Ma = 86% Ma = 100% Ma =100% MaA =100% Ma =100% MA = 96%
Ms1= 80% Ms1= 83% Ms1= 52% Ms1= 30% Ms1= 40% Ms1= 49%
Ms2= 39% Ms2=24% Ms2= 20% Ms2= 25% Ms2= 29% Ms2= 20%
wn oo || wa o oo || wa o e RCMD RCMA RCMH
MS1= 46% MS1= 73% || MS1= 56% MA = 100% MA = 6% MA = 9a%
MS2— 1% MS2= 8% MS2— 16% MS1= 33% MS1= 60% MS1= 46%
MS2= 15% MS2= 8% MS2= 16%
\/ - - _.—.—.—._.—.—.—.l —————
' Cumarina:v ' ; FlavonéidesGlicosilados: Xa, 1
EETEREREREY = - Xb,Xla, XIb, Xlla, XIb, XIll, XIV, XV, |
= XVI, XVIIL, XVII, XIX, XXI, XX i
RFD [
a(1) b(2) c(3) d(4) e(5) f(6) g(7) h(8)
MA = 66% MA = 84% MA = 88% MA = 84% MA = 80% MA = 94% MA = 94% MA = 90%
MS2= 4% MS2= 20% MS2= 18% MS1= 96% MS1= 80% MS1= 76% MS1= 70% MS2= 14%
MS2= 12% MS2= 10% MS2= 12% MS2= 20%
==X Y S S
; Esteréides: 11l Il i - Sesquiterpeno: v !
RCD
| aw || b@ |[ co d(4) e(5) t6) 9(7) h (@) i(9)
MS2=7% MA =100% MA = 96% MA = 92% MA = 96% MA = 84% MA = 90%
MS2= 10% MS2= 13% MS2= 18% MS2= 17% MS2= 24% MS2= 29%

i Esterdides: 1, 11, Il
I Cumarinas: V, VI, IX
! Acido Graxo: Vi

FLUXOGRAMA 3.13: Fracionamento dos extratos organicos de Rauia sp.

R = Rauia sp; F = Folhas; C = Caule; H = Hexano; D = Diclorometano; M = Metanol;
A = Acetato de Etila; Hi = Hidroetandlica; MA = % mortalidade de A. sexdens
rubropilosa no ensaio por ingestdo; MS1 = % mortalidade de S. frugiperda no ensaio
por ingestao; MS2 = % mortalidade de S. frugiperda no ensaio por toxicidade aguda.
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3.7 - METODOLOGIA DOS ENSAIOS BIOLOGICOS
3.7.1 — Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras

3.7.1.1 — Obtencgéo das formigas cortadeiras

Os ensaios por ingestao com as operarias de Atta sexdens rubropilosa
foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP —
Rio Claro/SP pela aluna Tais Garcia Freitas sob orientacido do Prof. Dr. Odair
Corréa Bueno.

Neste ensaio as operarias foram retiradas aleatoriamente de
formigueiros mantidos em laboratorio. Para manutencéo das formigas isoladas
do formigueiro foi utilizada dieta solida artificial constituida por: 5,0% glicose,
1,0% peptona bacteriolégica, 0,1% extrato de levedura e 1,5% &agar

bacterioldgico dissolvidos em 100 mL de agua destilada.

3.7.1.2 — Preparacado da dieta artificial e metodologia do ensaio para as

operérias

A atividade inseticida sobre as formigas cortadeiras foi realizada por
ingestado, através da incorporagdo do material vegetal na dieta artificial solida.
Apds a mistura destes componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas
por 4 minutos e logo em seguida, a autoclave por 15 minutos a uma
temperatura de 120°C e 1 atm. A dieta ainda liquida foi entornada em placas
de Petri de 10 cm de didametro, que apds resfriamento e solidificagcdo foram ou
serdo embrulhadas em papel filme e mantidas em geladeira, sendo utilizadas
nos dias subsequentes durante o periodo do experimento. Foi estipulado um
periodo maximo 25 dias para a realizacdo do experimento de toxicidade.

A dieta para manutencéo das formigas (controle) ou a dieta acrescida do
substrato a ser testado (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na
quantidade de 0,4 a 0,5 g/placa. A cada 24 horas a dieta foi ou sera renovada.

O material a testado foi pesado, dissolvido no mesmo solvente em que ocorreu
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a extragéo e incorporado na dieta na concentracéo de 2 mg/mL (BUENO et al,
1997).

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada
tratamento, divididas em grupos de 10 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% e examinadas diariamente para retirada e
anotacao do numero de formigas mortas.

A analise estatistica foi realizada através do teste n&do paramétrico log-

rank (p < 0,05), utilizando-se o software GraphPad, aplicativo Prisma 3.0.

3.7.2 — Ensaios hioldgicos realizados sobre Spodoptera frugiperda

3.7.2.1 — Obtencéo da lagarta-do-cartucho do milho

Os ensaios biolégicos com os extratos e fragbes de Rauia sp foram
realizados no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos, em colaboracdo com as alunas de
iniciagdo cientifica Alini Roberta Alves e Erica Elaine Kuba, sob a orientagdo da
Dra. Andréia P. Matos. O Laboratério de Bioensaios é mantido a 25 + 1°C,
umidade relativa de 70 £ 5% e fotofase de 12 h.

Para realizacao dos testes foi mantida em laboratério criagdo de S.
frugiperda, onde as lagartas foram alimentadas com dieta artificial (TABELA
3.5, p. 80) (KASTEN et al., 1978; PARRA, 1986) e os adultos com solucdo de
mel 10%.

3.7.2.2 — Ensaios de ingestdo sobre Spodoptera frugiperda

Para realizacdo dos bioensaios, cada extrato foi solubilizado em uma
pequena quantidade (10 mL) de uma mistura de solventes na proporc¢ao 3:4:3
hexano, diclorometano e metanol, respectivamente e misturado ao acido
ascorbico. Esta mistura foi seca para que todo o solvente fosse evaporado e
posteriormente foi incorporada a dieta artificial (KASTEN et al., 1978) para S.
frugiperda (TABELA 3.5, p. 80), com o cuidado de adiciona-lo ao final, quando
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a dieta estava a temperatura de 50°C. Os extratos e fragbes foram
incorporados a dieta artificial na propor¢céo de 100 mg de extrato para 100 g de
dieta (1000 ppm), ou seja, para cada tratamento utilizou-se 300 mg de amostra
uma vez que utilizam-se 30 tubos de vidro. A incorporagdo da mistura a dieta
artificial vem sendo realizada com sucesso no Laboratério de Bioensaios
(BATISTA-PEREIRA et al., 2002; MATOS et al., 2006; LEITE et al., 2008).
Além das dietas correspondentes a cada tratamento, preparou-se uma dieta
testemunha (controle), sem extrato, utilizando-se a mistura de solventes em

que foram solubilizados os extratos.

TABELA 3.5: Descrigao da dieta artificial para S. frugiperda para 50 tubos

Componentes Quantidade
Feijao carioca 82,5¢g
Gérmen de trigo 39,6 ¢
Levedura 25,3 ¢
Acido ascérbico 2,69
Acido sérbico 0,8¢
Nipagin 1,19
Formaldeido (40%) 6,3 Ml
Tetraciclina 50 mg
Agar 10,3 g

Agua 597,5 mL

Apés a preparagdo, as dietas foram vertidas em tubos de vidro (8,5 x
2,5 cm), previamente esterilizados em estufa a 170 °C por 1 hora e tampados
com algodao hidréfugo. Apds a colocacao da dieta, os tubos foram mantidos
por 24 horas em grades de arame para eliminagdo do excesso de umidade

(goticulas) de suas paredes. A seguir, foi feita a inoculagdo das lagartas
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recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo de vidro.
Foram utilizados 30 tubos para cada tratamento.

As pupas obtidas foram pesadas, 1 dia apds a pupacao e transferidas
para copos plasticos de 50 mL de capacidade, onde permaneceram até a
emergéncia dos adultos.

Foram avaliados os seguintes parametros: duragdo das fases larval e
pupal, peso das pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) na fase
larval e no ciclo total de desenvolvimento.

Para os resultados dos ensaios realizados, o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado. Nestes bioensaios utilizaram-se médias de
agrupamento de dados no total de 6 repeticbes por tratamento. A unidade
experimental foi constituida por 5 tubos com uma lagarta cada. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (ZAR, 1984). A comparagao
entre médias dos tratamentos foi feita através do Teste de Tuckey, ao nivel de
5% de probabilidade.

3.7.2.3 — Ensaios de toxicidade aguda sobre Spodoptera frugiperda

Os ensaios bioldgicos com extratos brutos e fracbes de Rauia sp
foram realizados no Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica
da UFSCar, nas condi¢cdes descritas no item anterior.

Os ensaios de toxicidade aguda basearam-se na metodologia
descrita por PAULA et al. (2000). Para realizagcdo dos bioensaios foram
preparadas solugdes dos extratos em acetona em concentragdes diferentes.

Foram utilizados cinco grupos de 10 larvas de S. frugiperda no
segundo instar (5 dias), onde cada grupo foi transferido para placas de Petri.
As médias dos pesos dos cinco grupos de insetos foram obtidas pelas medidas
realizadas em balanga analitica. Em cada inseto foi aplicado topicamente 1 pL
da solugdo do extrato em acetona, via uma micro-seringa. Para evitar a
possivel morte do inseto, em cada grupo de larvas foram colocadas pequenas

por¢cdes (300,0 mg) da dieta artificial. Este processo foi realizado uma hora
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apés a aplicacdo da solucdo. O controle foi realizado sob as mesmas
condigdes, 1 L de acetona foi aplicado em cada inseto.

A mortalidade dos insetos foi verificada apds 48 horas. Todos os
experimentos e o respectivo controle foram realizados em 5 replicatas. Os
ensaios com os extratos e fracbes de Rauia sp foram realizados na

concentragao de 10 mg/mL.
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Resultados e Discussio

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Substancias Isoladas

O estudo fitoquimico da planta Rauia sp possibilitou o isolamento e

identificacao de 22 metabdlitos secundarios.

B-Sitosterol (1)

Procedéncia: Folhas de Rauia sp
Massa: 5 mg (em mistura)
Isolamento: p. 63

Identificacdo: p. 93

Estigmasterol (11)

Procedéncia: Folhas de Rauia sp
Massa: 5 mg (em mistura)
Isolamento: p. 63

Identificacdo: p. 93

Campesterol (I11)

Procedéncia: Folhas de Rauia sp
Massa: 5 mg (em mistura)
Isolamento: p. 63

Identificacdo: p. 93

Clovane-2,9a-diol (1V)
Procedéncia: Folhas de Rauia sp
Massa: 5,8 mg

Isolamento: p. 65

Identificacdo: p. 98
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Rauianina (V)

Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 5,1 mg

Isolamento: p. 68

Identificacdo: p. 108

X
Diacetato de murrangatina (VI)
CH30 o g Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 3,0 mg (em mistura)
o o~ Isolar_nfanto: p. 68
~ | Identificacdo: p. 113
@)
o) X
O

Acido hexadecanoico (VI11)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 3,0 mg (em mistura)
Isolamento: p. 68

Identificacdo: p. 113

Zantodiolina (VIII)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 3,0 mg (em mistura)
Isolamento: p. 68

Identificacdo: p. 113

Murralongina (1X)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 2,0 mg

Isolamento: p. 68

Identificacdo: p. 125
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Apigenina-6-C-neohesperidosil-8-C-glucoside (X)
Procedéncia: Caule de Rauia sp

Massa: 5,1 mg (puro), 187,3 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73
Identificagdo: p. 151

OH OH

OH @)

Apigenina-6-C-glicosil-8-C-neohesperidoside (XI)
Procedéncia: Caule de Rauia sp

Massa: 1,6 mg (puro), 187,3 (em mistura)
Isolamento: p. 73
Identificacdo: p. 167

2" -O-raminosilvitexina (XI11)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 1,3 mg

Isolamento: p. 73

Identificagdo: p. 178
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Isovitexina (XI11)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 3,0 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificagdo: p. 189

Vitexina (XIV)

Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 3,0 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificagdo: p. 197

Apigenina-6-C-f-D-glucopiranosil-8-C-(2" " -O-a-L-arabinopiranosil-g-D-
glucopiranoside) (XV)

Procedéncia: Caule de Rauia sp

Massa: 140,7 mg (em mistura)

Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 209
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Apigenina-6-C-(2 " "-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranosil)-8-C-B-D-
glucopiranoside (XVI)

Procedéncia: Caule de Rauia sp

Massa: 187,3 mg (em mistura)

Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 209

OH O
Vicenin-2 (XVII)

Vicenin-2 (XVI1)

Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 187,3 (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 209

OH O

Neoschaftoside (XVIII)

Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 76,6 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 227
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Schaftoside (X1X)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 76,6 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 227

Neoisoschaftoside (XX)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 76,6 mg (em mistura)
Isolamento: p.73

Identificacdo: p. 227

OH O

Isoschaftoside (XXI)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 40,9 mg (em mistura)
Isolamento: p. 73

Identificacdo: p. 227
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OH

2" -rhaminosilisovitexina (XXII)
Procedéncia: Caule de Rauia sp
Massa: 40,9 mg (em mistura)
Isolamento: p.73

Identificacéo: p. 244
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4.2 — Esteroides

Os esterdides sdo de ampla ocorréncia no reino vegetal e em fragbes
lipidicas nos animais (DEWICK, 2001). Eles séo triterpenos degradados (em
geral 27 carbonos) similares em estrutura ao colesterol (78, p. 92), no qual o
nucleo do esterdide é composto por quatro anéis ligados. O grupo 33-hidroxil e
frequentemente a dupla ligacéo entre C-5 e C-6, tem como funcéo propiciar
estabilizacdo as membranas celulares (FERNANDES e CABRAL, 2007).

HO

Entretanto, o colesterol tem uma cadeia lateral composta por oito
carbonos enquanto que a maioria dos fitoesterdides tem nove ou dez carbonos
na cadeia lateral, num total de 28 ou 29 atomos de carbono. Alguns podem
conter uma cadeia lateral alquilica com dupla ligagdo. Mais de 100 tipos de
fitoesterdides foram encontrados em plantas, nos quais os mais abundantes
s&o sitosterol, estigmasterol e campesterol (FERNANDES e CABRAL, 2007).
Estes trés esterdides citados acima encontram-se na maioria das vezes em
mistura e devido as suas semelhancas estruturais sdo de dificil separacgao.
Desta forma a identificagdo dos mesmos é realizada em mistura por CG-EM.

A biossintese destes fitoesterdides em células de plantas demonstra
que as unidades isoprénicas sao fornecidas exclusivamente do caminho
mevalonato (MVA) que esta localizado no citoplasma. Por outro lado, nos
monoterpenos, diterpenos e tetraterpenos sao predominantemente
biossintetizadas pelo caminho deoxixilulose fosfato (DXP) localizado no
plastideo (KONGDUANG et al., 2008).
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4.2.1 - Identificagao estrutural das substancias |, Il e Il

As substancias I, Il e Il foram obtidas das fragdes d do extrato
diclorometanico das folhas e do caule: RFD4, RCDy e da fracdo e do extrato
diclorometanico das folhas (RFD¢), conforme descrito nos itens 3.5.2 (p. 63),
3.5.3 (p. 64) e 3.6.2 (p. 68). A identificacdo destes esteroides foi realizada
através de dados dos espectros de RMN 'H (FIGURA 4.1, p. 94) e dados de
CG-EM (FIGURA 4.2, p. 95).

No espectro de RMN 'H observou-se a presenca de um dubleto largo
em Oy 5,35 (H-6; J = 5,6 Hz), de sinais de hidrogénios vinilicos em &y 5,14 (dd,
J=28,4e 152 Hz), dy4 5,05 (dd, J = 8,4 e 15,6 Hz) atribuidos aos hidrogénios
H-22 e H-23 da cadeia lateral do estigmasterol; um multipleto em o4 3,53
caracteristico dos hidrogénios H-3 dos esterdides sitosterol, estigmasterol e
campesterol e pode-se verificar ainda a presengca de um grande numero de
sinais referentes a hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos na regiao
entre &y 0,68 — 2,31 caracteristicos do esqueleto esteroidal. O sitosterol e o
campesterol possuem cadeias laterias muito parecidas, desta forma ¢é dificil
diferencia-los apenas pelo espectro de RMN 'H. Sendo assim realizou-se a
analise por CG-EM para confirmar a presengca dos fitoesterdides. O
cromatograma (FIGURA 4.2a, p. 95) da juncdo das fragbes citadas acima
(RFDg, RCDy € RFD¢) apresentou 3 picos, indicando a presenga de uma
mistura de trés substancias. As estruturas destas substéncias foram
confirmadas através dos picos referentes aos ions moleculares com m/z 414,
412 e 400 (FIGURA 4.2b-d, p. 95), cujas proporg¢des sdo 7,2 : 2,2 : 0,6, os
quais apresentam as massas moleculares esperadas CogHs500, CogHysO e
CosH4sO para sitosterol (), estigmasterol (lI) e campesterol (lll),

respectivamente.
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4.3 — Sesquiterpenos

Os sesquiterpenos sao substancias contendo 15 atomos de carbonos, e
como esperado os compostos desta classe de terpendides sdo menos volateis
que os monoterpenos. O esqueleto basico provém do mesmo mecanismo de
formagdo dos monoterpenos, seguindo o caminho do mevalonato. Através do
acoplamento cabega-cauda de uma unidade isopentenil pirofosfato (IPP) a
uma unidade de geranil pirofosfato (GPP) conduz a formagéo do precursor dos
sesquiterpenos, o farnesil pirofosfato (FPP) como mostra a FIGURA 4.3 (p. 96)
(DEWICK, 2001).

/_\ "

/>£-..

X op \__opp
IPP

| -

GPP

FIGURA 4.3: Formacao do precursor dos sesquiterpenos.

O farnesil pirofosfato (FPP) pode entdo dar origem a sesquiterpenos
lineares e ciclicos. Os compostos aciclicos sao muito comuns em odleos
essenciais, sendo menores na natureza uma vez que possuem trés duplas que
podem reagir entre si. Os compostos ciclizados sdo geralmente mono, bi e
triclicos, o que resulta em uma enorme gama de diferentes tipos de esqueletos.
A estereoquimica da dupla ligacdo pode ser de uma configuragao E (como em
FPP) ou através de ionizacdo uma configuragcdo Z como encontrado em
geranil/neril PP (FIGURA 4.4, p. 97). Assim como para os monoterpenos, as
reacdbes com carbocations podem explicar a maior parte dos esqueletos de
sesquiterpenos encontrados. Em alguns casos a fungao do grupo pirofosfato é
mantida e as ciclizagdes ocorrem sem a participagcdo do mesmo. Pode ocorrer
ainda a formacdo de um carbocation, com ciclizagbes possiveis em varias
posigdes, ocorrendo em alguns casos, via ion ndo-classico (DEWICK, 2001).

Outras ciclizacdes podem levar aos sistemas de anéis maiores que seis

carbonos, por exemplo, de sete, dez e 11 membros. Os sistemas de anéis de
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dez membros (cations germacril e cis-germacril) ou de 11 membros (cations
humulil e cis-humulil) diferem apenas na estereoquimica associada as duplas
ligacbes. Contudo isso afeta mais os processos de ciclizagcdo que é
responsavel pela extensdo da variedade dos derivados de sesquiterpenos. O
carbono 11 do anel do carbocation humulil pode ser mantido, como na
formacao do humuleno, ou modificado para fornecer o cation cariofilil contendo
um anel de nove membros fundindo a um anel de quatro membros, como em
B-cariofileno (DEWICK, 2001; FIGURA 4.4; p. 97).

& 7 I

@J cation germacril

=

cation E,E-farnesil \ ® — b
N V@ [ JH
a
cation humulil
/ lb
= =
/&@
X
humuleno cation cariofilil
cation nerolidil l -H®

| :

7

= cation cis-germacril

\ (t-D/
A
‘ \ B—cariofileno

cation E,Z farnesil

cation cis-humulil

FIGURA 4.4: Formacao do precursor dos sesquiterpenos.
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Ha varios relatos sobre a atividade bioldgica desta classe de metabdlitos
secundarios, por exemplo, os sesquiterpenos isolados do caule de Pilocarpus
riedelianus apresentaram atividade sobre microorganismos (GUERREIRO et
al., 2005); os isolados de Helianthus annuus L. (sunflower) sobre Diabrotica
virgifera virgifera LeConte (on western corn rootworm) (CHOU e MULLIN,
1993). MULLIN et al. (1991) observaram que o efeito antialimentar dos
metabdlitos isolados de Helianthus annuus L. (sunflower) (Asteraceae) diminui
na seguinte ordem: sesquiterpenos lactonicos >> diterpenos > flavonoides >
acidos dicafeoilquinicos cuja atividade inseticida foi testada sobre Diabrotica

virgifera virgifera LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae).

4.3.1 - Identificagao estrutural da substancia IV

A substancia IV foi isolada da fragdo f do extrato diclorometanico das
folhas (RFDs) de Rauia sp conforme descrito no item 3.54 (p. 65). A
identificacao deste sesquiterpeno foi realizada através de dados dos espectros
de RMN 'H, RMN ®C e dados de CG-EM em comparacdo com dados da
literatura (HEYMANN et al., 1994; LIU et al., 2006; p. 101).

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.5-4.6; p. 102; TABELA 4.1; p. 101)
verificou-se a presenca de trés sinais de metilas em &4 0,84 (3H, s), o4 0,95
(3H, s) e &4 1,02 (3H, s) referentes aos hidrogénios H-13, H-15 e H-14
respectivamente.

O sinal em &4 3,78 (dd, J = 10,1 e 5,8 Hz) e o singleto largo em &y 3,31
observados no espectro de RMN 'H (FIGURA 4.5; p. 102) indicaram a
presenga de dois hidrogénios carbindlicos, sugerindo dois grupos hidroxilas em
C-2 e C-9, respectivamente. Observou-se também (RMN 'H; FIGURA 4.5-4.6;
p. 102) dois sinais em o4 1,50 (dd, J=10,1e 11,8 Hz) e 64 1,70 (dd, J = 11,8 e

5,8 Hz) atribuidos aos dois prétons de H-3.
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Estes dados juntamente com os 15 sinais de carbono observados no
espectro de RMN *C (FIGURA 4.7; p. 103) sugeriram a presenga de um
sesquiterpeno. No espectro de RMN de *C (FIGURA 4.7; p. 103; TABELA 4.1;
p.101) verificou-se a presenca de 3 carbonos metilicos (CHs), 6 metilénicos
(CHy), 3 metinicos (CH) sendo dois deles carbonos carbindlicos e 3 carbonos

quaternarios.

28,3

Na analise do CG-EM (FIGURA 4.8; p. 103) da fragao (RCDy), verificou-
se um pico (tr = 11,6) com ion molecular M* 238 que de acordo com
comparacgdes da biblioteca NIST do equipamento e da literatura trata-se do
sesquiterpeno com férmula molecular C15H2602, cujos dados de RMN de 1D e
2D confirmam a proposta.

Desta forma a estrutura da substédncia IV foi definida como o
sesquiterpeno conhecido como clovane-23,9a-diol isolado pela primeira vez no
género Rauia. Os dados de RMN 'H e "*C estdo apresentados na TABELA 4.1
(p. 101) e no ESQUEMA 4.1 (p. 104) tem-se a proposta de fragmentagédo dos
principais picos observados no espectro de massas de clovane-23,9a-diol (IV).

A analise detalhada (HEYMANN et al., 1994) dos espectos de RMN 'H,
COSY ('H-"H), HSQC ('H-"*C) e HMBC ('H-"*C a longa distancia) confirmaram
a estrutura planar do clovanediol. Sua estereoquimica foi proposta inicialmente
por AEBI et al. (1954 apud HEYMANN et al., 1994) baseado em evidéncias
quimicas e espectroscopicas de infravermelho. HEYMANN et al. (1994)
relataram a reinvestigacao de sua estereoquimica baseando-se nas constantes
de acoplamento de RMN 'H e os resultados de uma série de experimentos de
NOESY. Com a irradiagao do préton metilico H-14 (64 1,04) verificou-se NOE
no sinal relativo a H-5 (&4 1,42). Quando o sinal de H-2 (&4 3,79) foi irradiado
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foi possivel observar NOE também entre os sinais o4 0,86 (H-13) e o4 0,91 (H-
12), respectivamente. Baseados nestas informagdes e na estereoquimica C-12
foi elucidado como tendo uma configuracdo a e o substituinte 2-OH com
configuracéo 3 (HEYMANN et al., 1994).

Com relacao a conformacéao do anel C, observou-se NOE entre o préton
metilénico H-10 em 64 1,99 e o sinal H-5 em dy 1,42 e entre o proton
metilénico H-12 em &y 1,56 e H-11 (64 1,66). Em ambas as conformacdes
cadeira o sinal de H-12 (o4 1,56) e H-11 (o4 1,66) poderiam ter uma
estereoquimica 1,3-diaxial e, portanto apresentar proximidade espacial. Da
mesma forma, H-10 (&4 1,99) poderia ser axial e assim ser espacialmente
proximo do préton 5-metino. Além disso, no espectro de COSY foi possivel
observar o acoplamento entre o proton &y 0,91 (H-12) e o sinal em &4 1,07
(H-11B) e o sinal em &y 3,32 (H-9), respectivamente, que poderia ser explicado
em termos de acoplamento a longa distancia via interagdes W (HEYMANN et
al., 1994).

Baseado nestes resultados e também pela natureza do sinal de H-9
(singleto largo) a estereoquimica do substituinte hidroxi em H-9 foi definido
como a (9 R). No anel B da molécula, a conformacdo bote pode ser
preferencial a conformacao cadeira, os prétons 6- e 10- podem ser forcados
perto uns dos outros, levando entédo a instabilidade devido a fatores estéricos
como racionalizado por AEBI et al. (1954 apud HEYMANN et al., 1994). Desta
forma, os resultados obtidos por HEYMANN et al. (1994) estdo de acordo com

a estereoquimica proposta anteriormente.
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Clovane-2,9a—diol (IV)

TABELA 4.1: Dados de RMN de 'H (CDCI; 400 MHz) e *C (CDCls, 50 MHz/100 MHz)
do clovane-23,9a-diol (IV).

On(ppm), J (Hz) ¢ (ppm)
HIC T Oulppm). J(H2) O (PPM) (HEYMANN et al., 1994)
44 4 44,6
2 |3,78 (dd; 10,1; 5,8) 80,9 3,79 (dd; 10,5; 5,5) 80,8
1,50 (dd; 10,1; 11,8) 1,51 (dd; 10,5; 11,5)
3 47,7 47,5
1,70 (dd; 11,8: 5,8) 1,71 (dd; 11,5; 5,5)
4 37,13 371
5 |1,43(m) 50,6 1,42 (m) 50,6
6 |1,32(m); 1,35 (m) 20,7 1,32 (m); 1,35 (m) 20,7
7 | 1,11 (m); 1,46 (m) 33,3 1,11 (m); 1,50 (m) 33,2
8 *no 34,7
9 |3,31(sl) 75,1 3,32 (sl) 75,1
10 | 1,64 (m); 1,99 (m) 26,2 1,64 (m); 1,99 (m) 26,0
11 | 1,07 (m); 1,66 (m) 26,4 1,07 (m); 1,66 (m) 26,4
0,91 (d; 12,8) 0,91 (dI; 12,5)
12 35,6 35,6
1,53 (d; 12,8) 1,56 (d; 12,5)
13 | 0,84 (s) 25,4 0,86 (s) 25,4
14 | 1,02 (s) 31,5 1,04 (s) 31,4
15 | 0,95 (s) 28,3 0,96 (s) 28,4

*no = nao observado.
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FIGURA 4.5: Espectro de RMN "H do clovane-28,9a-diol (IV) (CDCls, 400 MHz).

EE REgEg GEERE § B2388% 388 DEEEE RRER¥E R &RSE
il TYT YT T=8371 T TT S 17T TEE T-TZTT T9F%ET 70 )
|
H-6

Ml

Ty g
175 170 165 160 152 1.50 1.45 14 135 130 12 120
rPm

FIGURA 4.6: Expansao do espectro de RMN "H da substancia (IV) (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 4.7: Espectro de RMN *C do clovane-2p,9a-diol IV (CDCls;, 50 MHz).
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FIGURA 4.8: a) Cromatograma e espectro de massas (.LE. = 70 e.V.) do
clovane-2,9a-diol (IV, b).
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m/z 182

% H20

m/z 149

CHj3
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CH3CH=CHCHO
+ .
m/z 179

m/z 136

ESQUEMA 4.1: Proposta de fragmentagéo para o clovane-23,9a-diol (IV).

4.4 — Cumarinas

As cumarinas sao substancias amplamente encontradas em plantas,
entretanto espécies pertencentes as familias Rutaceae e Umbelliferae
representam as fontes mais ricas destes metabdlitos, que ocorrem com grande
diversidade estrutural (GRAY e WATERMAN, 1978).
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Quando analisadas por CCDA e expostas a luz ultravioleta (254 nm) as
cumarinas apresentam uma florescéncia azulada, que se constitui uma forte
caracteristica dessa classe de metabdlitos secundarios (GRAY e WATERMAN,
1978).

O espectro de UV das cumarinas mostra bandas de absorcdo em 274 e
311 nm, atribuidas aos anéis benzeno e pirano, respectivamente. A introdugao
de um grupo metil no nucleo da cumarina resulta num pequeno deslocamento
batocromico. A introdugdo de um grupo hidroxil causa deslocamento
batocrémico na principal banda de absor¢ao (274 nm) (MURRAY et al., 1982).
O espectro da umbeliferona, cumarina com a posicdo 7 oxigenada, mostra
bandas com forte absorcdo em 217 e 315-330 nm. Ja as furanocumarinas
lineares (psoralenos) mostram quatro zonas de absorgdes 205-225, 240-225,
260-270, 298-316 nm. As furanocumarinas angulares (angelicinas) podem ser
distinguidas das lineares pela auséncia das bandas 242-245 e 260-270 nm,
caracteristicas da série linear (MURRAY et al., 1982).

O infravermelho (IV) €& uma técnica espectroscopica usada
principalmente para identificar grupos funcionais. As cumarinas séo isbmeras
das cromonas, mas as duas classes diferem consideravelmente em seu
espectro de IV. A freqiéncia do estiramento do grupo carbonil em cumarinas
(a-pironas) & observada na regido de 1700-1750 cm™ enquanto que nas
cromonas (y-pironas) é encontrado em aproximadamente 1650 cm’™’ (MURRAY
et al., 1982). Duas ou trés bandas de fraca a média intensidade podem ser
observadas na regiao de 3025-3175 cm™" devido ao estiramento da vibragdo da
ligacdo C-H do pirano, do benzeno e do anel furano. A frequéncia do
estiramento do grupo pirano-carbonila C=0 € usualmente encontrada na
regido de 1700-1750 cm™ e da ligacdo C=C na regido de 1600-1660 cm™, que
normalmente apresentam trés bandas de forte absorcdo no espectro de IV das
cumarinas (MURRAY et al., 1982).

As cumarinas apresentam caracteristicas bastante comuns em seus
espectros de RMN 'H, facilitando sua caracterizagdo. Quando ndo estdo

substituidas nas posicbes C-3 e/ou C-4 apresentam dois dubletos em
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aproximadamente 84 6,30 e 7,60 (J = 9,5 — 10 Hz), atribuidos aos hidrogénios
H-3 e H-4, caracteristico de hidrogénio de ligacdo dupla cis conjugada com
grupo lactdénico e com anel aromatico (MURRAY et al., 1982). O hidrogénio
H-4 encontra-se sempre mais desblindado que o H-3 devido a contribuicdo da
estrutura de ressonancia com o grupo carbonil, na qual se verifica uma
deficiéncia eletronica sobre o carbono a que este se encontra ligado (MURRAY
et al., 1982). Quando ha substituintes oxigenados na posigéo C-5, o sinal do
dubleto referente ao hidrogénio H-4, que normalmente aparece em dy 7,60,
encontra-se numa regido mais desblindada do espectro, ou seja, acima de
On 8,00. Este fato se deve ao efeito de anisotropia da ligagdo C-O da posigao
C-5 e do efeito de compressao estérica (MURRAY et al., 1982).

Em estudo anterior, (ALBARICI, 2006) foram isoladas de Rauia sp oito
substancias que apresentam o mesmo padrdo de sinais na regido aromatica
do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.9; p. 106), quatro dubletos integrando para
um hidrogénio cada, caracteristicos de sistemas AX. Dois deles em o4 6,1-6,4
e Oy 7,5-8,3 com constante de acoplamento em torno de 9,5 Hz referentes aos
hidrogénios das posigdes 3 e 4, respectivamente e outros dois com constante
de acoplamento de aproximadamente 8,5 Hz em torno de oy 6,6-6,9 e em
oy 7,1-7,5 indicando substituicdo no carbono 8. Um singleto integrando para
trés hidrogénios em aproximadamente oy 3,8 indica a presenca de uma
metoxila na posicdo 7 (MURRAY et al., 1982).

H4 HS5 H6 H3
5 4
6 3
7
HsCO sy~ 80 (0]
R

FIGURA 4.9: Regido aromatica do espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz) de
cumarinas substituidas nas posicoes 7 € 8.

O espectro de RMN '*C de cumarinas substituidas na posicdo 8

apresenta sinais caracteristicos para o esqueleto cumarinico: d¢c 160,8-160,0
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(C-2); &¢c 113,6-112,8 (C-3); &c 143,9-143,3 (C-4); 6¢c 113,6-111,8 (C-4a);
oc 130,0-126,6 (C-5); &¢c 108,1-107,1 (C-6); d¢c 161,6-159,7 (C-7); &c 116,1-
112,1 (C-8); &¢c 154,7-152,0 (C-8a); &c 56,4-55,8 (C-7-OMe) (SUAREZ e
MONACHE, 1991).

Ha relatos na literatura sobre diferentes atividades bioldgicas das
cumarinas. No item 1.6.2 (p. 43) mostrou-se a atividade inseticida das
furanocumarinas sobre larvas de Spodoptera littoralis e Heliothis virescens
(STEVENSON et al.,, 2003). VIEIRA et al. (2001) testou a atividade das
cumarinas escopoletina (79), osthol (80), phebalosina (81) (p. 107) sobre a
forma tripomastigota do Tripanossoma cruzi as quais mostraram valores de
ICs50 de 59, 268 e 1000 pg/mL, respectivamente. Isto demonstra que esta
classe de substancias de produtos naturais possuem atividade inibitéria sobre
a enzima gGAPDH.

X
H,CO N o
HO o N
Escopoletina (79)
)

Osthol (80

Phebalosina (81)

Ha relatos ainda (ITO et al.,, 1999; ITO et al., 2005) sobre o efeito
antitumoral das metoxicumarinas substituidas nas posi¢cdes 7 e 8. No primeiro
estudo, a murrangatina (1), minumicrolina (2) e chloticol (82) mostraram

significante inibicdo das células Raiji (cancerigenas, p. 107).

HyC o

Cl
Murrangatina (1) Minumicrolina (2) Chloticol (82)
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No segundo trabalho verificou-se que as sete cumarinas testadas
apresentaram atividade no ensaio in vitro sobre as mesmas células. As
cumarinas testadas foram: murrayacoumarina A (83), murrayacoumarina B
(84), murrayacoumarina C (85), 5-geraniloxi-7-hidroxicumarina (86), acetato
columbianetina (87), 7-geraniloxi-6-metoxicumarina  (88) e  5,7-
dihidroxicumarina (89) (p. 108).

OH X
=
2 5 Ia 10
. 5 ~ OH O o
o 0
i J
HO~ 7 - o cis H H
OH H
(83)
(85)

(86) AcO (87)
OH
H,CO
)\/\/K/\ o o HO 0
(88) (89)

4.4.1 — Identificagao estrutural da substancia V

A substancia V foi isolada da fragdo d do extrato diclorometanico do
caule (RCDgy) e da subfracao i da fragdo diclorometénica do extrato metandlico
do caule de Rauia sp (RCMD;) como descrito no item 3.6.2 (p. 68) e 3.6.5
(p. 72). Esta substancia apresentou-se como sélido cristalino de coloragéo
branca e sua identificacdo foi realizada através de dados dos espectros de
RMN 'H (FIGURA 4.10, p. 111), RMN *C (FIGURA 4.11, 111) e dados de CG-
EM em comparagdo com dados da literatura (VELOSO et al., 1997, TABELA
4.2, p. 110).
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No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.10, p. 111; TABELA 4.2, p. 110)
verificou-se a presencga de quatro dubletos na regido dos sinais de hidrogénios
aromaticos, caracteristicos do esqueleto cumarinico substituidos na posicao 7
e 8 (MURRAY et al., 1982) conforme discutido no item 4.4 (p. 104). Sendo
assim, os sinais em oy 7,67 (J = 9,4 Hz), dy4 7,45 (J = 8,6 Hz), o4 6,89
(J =86 Hz) e d4 6,34 (J = 9,4 Hz) foram atribuidos a H-4, 5, 6 e 3,
respectivamente. Ainda no espectro de RMN 'H (FIGURA 4.10; p. 111)
observou-se sinais referentes a seis hidrogénios, um sinal em o4 5,10 (1H,
ddq, J = 12,0; 6,0; 2,0 Hz) atribuido a H-5’; sinais em &y 4,85 (1H, dd, J = 10,0;
6,0 Hz) e 84 3,96 (1H, dd, J = 12,0; 10,0 Hz) atribuidos a H-6’ e um dubleto em
oy 2,33 (3H, d, J = 2,0 Hz) referente a H-7". De acordo com os resultados
obtidos, juntamente com a auséncia do sinal da metoxila em aproximadamente
Oy 3,96, pode-se propor que houve ciclizagdo entre os substituintes dos
carbonos 7 e 8.

No espectro de RMN de *C (FIGURA 4.11, p. 111; TABELA 4.2, p. 110)
verificou-se a presenca de 13 sinais relativos a carbonos, no entanto dois
carbonos quarternarios referentes a C-4a e C-2’ ndo foram observados, uma
vez que a substancia foi isolada em pequena quantidade e o tempo de
aquisicao do espectro nao foi suficiente para que os sinais referentes a estes
carbonos quarternarios fossem adquiridos.

O espectro de massas (I.E.) apresentou pico do ion molecular M* 270
(FIGURA 4.12b, p. 112), estando de acordo com sua formula molecular
C+5H100s, confirmando a proposta estrutural para a cumarina V.

A estrutura da substancia V foi definida como a cumarina conhecida
como rauianina, apos andlise dos dados de RMN 'H, de CG-EM e a
comparagdo com dados da literatura (VELOSO et al., 1997), isolada
anteriormente de Rauia resinosa e de Rauia sp (VELOSO et al.,, 1997;
ALBARICI, 2006),. Os dados de RMN "H e '*C estdo apresentados na TABELA
4.2 (p. 110) e no ESQUEMA 4.2 (p. 112) tem-se a proposta de fragmentagao

dos principais picos observados no espectro de massas da rauianina (V).
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Rauianina (V)

TABELA 4.2: Dados de RMN de 'H (CDCls;, 200 MHz) e "*C (CDCls;, 50 MHz) da
Rauianina (V)

On(ppm), J (Hz) ¢ (ppm)
HIC | dulppm). J (H2) O (pPm) (VELOSO et al., 1997)
159,5 159,5
6,34 (d: 9,4) 113,1 | 6,35 (d: 9,6) 113,6
7,67 (d; 9,4) 1433 | 7,73 (d: 9,6) 143,5
4a *no 113,0
5 |7.45(d; 8,6) 131,0 |7,50 (d; 8,6) 131,2
6 |6.89(d:8,6) 113,9 | 6,92 (d: 8,6) 113,9
7 157,3 157,3
8 105,8 105,6
8a 151,5 151,7
2 *no 174,0
3 145,3 145,3
4 123,3 122,9
5 |50 (ddq; 12,0;6,0;2,0) 71,1 | 5,15 (ddq; 11,8,6,0;1,7) 71,0
4,85 (dd; 10,0; 6,0) 4,85 (dd; 10,3; 6,0)
6 69,7 69,5
3,96 (dd; 12,0; 10,0) 3,95 (dd; 11,8; 10,3)
7 |2,33(d; 2,0) 126 |2.32(d:1,7) 12,5

*no = nao observado.
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FIGURA 4.10: Espectro de RMN 'H da rauianina (V) (CDCl;, 200 MHz).
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FIGURA 4.11: Espectro de RMN "C da rauianina V (CDCls, 50 MHz).
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FIGURA 4.12: a) Cromatograma e b) espectro de massas (I.E. = 70 e.V.) da rauianina.
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ESQUEMA 4.2: Proposta de fragmentacéo para a rauianina (V).
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4.4.2 - Identificagao estrutural das substancias VI-VIII

As substancias VI-VIIl foram identificadas na fracdo d do extrato
diclorometéanico do caule (RCDq4) de Rauia sp conforme item 3.6.2 (p. 68) em
mistura.

A identificagdo da cumarina VI foi realizada através de dados dos
espectros de RMN 'H, COSY, HSQC, HMBC e dados de CG-EM em
comparagao com dados da literatura (BARIK et al., 1983; VELOZO, 1995;
KINOSHITA et al., 1996; TALAPATRA et al., 1973).

Através da analise do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.13-4.14, p. 118;
TABELA 4.3, p. 117) observou-se a presenga de uma mistura de compostos
sendo os sinais majoritarios caracteristicos de uma cumarina, de acordo com
discussdo no item 4.4 (p. 104). Os dubletos caracteristicos de cumarinas 7,8-
dissubstituidas foram atribuidos aos hidrogénios H-4, H-5, H-6 e H-3 com seus
respectivos sinais em oy 7,55 (J = 8,4 Hz), o4 7,36 (J = 8,4 Hz), d4 6,80
(J = 8,4 Hz) e & 6,23 (J = 8,4 Hz). No espectro de COSY (FIGURA 4.15,
p. 119) confirmou-se os acoplamentos dos hidrogénios H-3 e 4 do anel
lacténico e H-5 e 6 do anel benzeno. Os hidrogénios H-4, H-5, H-6 e H-3
mostram correlagdo no espectro de HSQC (FIGURA 4.16, p. 119) com os
carbonos em &¢ 146,0 (C-4); 6¢ 133,0 (C-5); ¢ 110,0 (C-6) e &¢ 116,0 (C-3).

736 755 736 7,55
H H
6.80 D 6,23
LH-)'133,o 146,0 H
R (0]
R
COSY HSQC ——>

O mapa de correlagbes HMBC mostra as correlacdes entre os
hidrogénios e os carbonos ligados a duas e trés ligacbes. Através da analise
do mapa de correlagbes HMBC (FIGURA 4.17, p. 120) verificou-se que o
hidrogénio H-5 (&4 7,36) mostra correlagdo com um sinal de carbono em

Oc 163,0 referente a C-7 e com um sinal em &¢c 155,0 atribuido a C-8a. O
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hidrogénio H-6 (o4 6,80) mostra correlagbées com o sinal em d¢c 114,0 relativo
aos carbonos quaternarios C-4a e C-8.
7,36

H
6,80
H
N
@ 155,0
RO o) 0] RO
R

HMBC ——

Observa-se também trés singletos, integrando pra trés hidrogénios
cada, com deslocamentos em &y 3,93; 0oy 2,04 e &y 2,01 (RMN 'H, FIGURA
4.13, p. 118) atribuidos a uma metoxila (OCHs-7) e os outros dois sinais
sugerem a presenga de duas metilas de grupo acetato. No mapa de
correlagbes HSQC (FIGURA 4.16, p. 119) verificou-se a correlagdo dos
hidrogénios da metoxila com o carbono em &¢ 57,0 e dos hidrogénios das duas

metilas com sinal em &¢ 22,0 relativo aos dois carbonos dos grupos acetis.

% o wyrmo w2
R O

Ainda no espectro de RMN 'H (FIGURA 4.13, p. 118) observou-se dois
dubletos em &4 6,65 e 6,05 (J = 9,6 Hz) atribuidos respectivamente a H-1" e
H-2' da unidade isoprénica, e dois multipletos referentes a H-4’ com sinal em
On 4,88 (1H) e d4 4,71 (1H) que indicam a presenga de um grupo metilénico
terminal. No mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.20) observou-se que
estes multipletos se correlacionam com o carbono em &c 118,0 e que H-1’
(6 6,65) e H-2' (&4 6,05) mostram correlagdes com dois carbonos carbindlicos
Oc 70,0 e com O¢c 79,0, respectivamente. Através do espectro de COSY
(FIGURA 4.15, p. 119) verificou-se que o sinal do hidrogénio H-4" (dy 4,71)
apresenta correlagdo com um sinal em &4 1,60 que sugere a presenga de uma
metila a qual foi atribuida a H-5’. No mapa de correlacbes HMBC observou-se

que os hidrogénios H-4’ (&4 4,71) e H-5' (4 1,60) se correlacionam com um
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sinal em &8¢ 79,0 referente a C-2’; o hidrogénio H-5" (&4 1,60) mostra correlagao
também com o carbono em 8¢ 142,0 atribuido a C-3’ (FIGURA 4.17, p. 120).

?\ 4,88*
P

H
1,60 H3—C1420 @8,0
H

20,0

4,71*

A estrutura do diacetato de murrangatina possui dois centros quirais e
desta forma quatro possiveis estereoisbmeros [dois pares de enantibmeros
entre si (R,S)/(S,R) e (R,R)/(S,S)]. Comparando-se as proje¢cdes de Newman
dos estereoisbmeros pode-se verificar que a conformagdo mais estavel é
aquela em que os maiores grupos substituintes possuem menor interagao
repulsiva, ou seja, maior distancia entre os grupos substituintes, e, portanto, os
enantibmeros (R,R) ou (S,S) sdo os mais estaveis. Analisando as
multiplicidades dos sinais de RMN 'H de H-1' e H-2’ para os enantidmeros
(R,S) ou (S,R) observou-se que tém-se dois singletos largos (QUADER et al.,
1992). Por outro lado para os enantidmeros (R,R) ou (S,S) (DAS et al., 1984)
aparecem dois dubletos com grande valor de constante de acoplamento entre
os hidrogénios H-1" e H-2’. Desta forma, de acordo com DAS et al. (1984), a
configuragdo da cumarina (VI) isolada, devido a observagao de dois dubletos
para os hidrogénios H-1’ e H-2" (RMN 1H, FIGURA 4.8; TABELA 4.2), possui
configuracgéao relativa (R,R) ou (S,S).

H Ar

AcO Ar

OAc \

OAc

OAc
R,R) H
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O cromatograma obtido por CG-EM (l.E.) (FIGURA 4.18a, p. 121)
apresentou duas bandas e pico 2 (tr = 21,4) foi caracterizado como aquele
correspondente a cumarina (VI) e nao foi possivel visualizar o seu pico do ion
molecular (M* 360 Daltons; FIGURA 4.18b, p. 121), sendo que o EM mostra
apenas o fragmento de m/z 300 referente a perda de um grupo acetato, sob a
forma de acido acético (C,H40), cuja perda é muito frequente, e desta forma a
cumarina (VI) possui formula molecular C19H2007, a qual confirma a presenca
do diacetato de murrangatina nesta fragao.

Os dados espectroscopicos observados e encontrados na literatura
(QUADER et al., 1992) para a substancia (VI), representados na TABELA 4.3
(p. 117), confirmam a presenga do diacetato de murrangatina na mistura
analisada. Esta cumarina foi isolada anteriormente pelo grupo de Produtos
Naturais da UFSCar por VELOSO (1995) de Rauia resinosa e de Rauia sp por
ALBARICI (2006). No ESQUEMA 4.3 (p. 122) esta representada a proposta
para os principais fragmentos observados para a cumarina (VI) em seu

espectro de massas.

X
H,CO o N0
0 O
- ‘o‘
o) S

Diacetato de murrangatina (VI)

Analisando o espectro de RMN "H original, sem a supress&o do mesmo,
verificou-se o sinal em &y 1.27 em alta intensidade caracterizando um cadeia
longa de metilenos de acidos graxos, assim como o tripleto distorcido em
on 0,90 e o multipleto em &4 2,40 caracterizam a presenca na mistura de acido
graxo. Na anadlise do CG-EM (FIGURA 4.18a, p. 121) da fragdo (RCDy),
verificou-se um pico (tg = 16,9) com ion molecular m/z 256 (FIGURA 4.18c,
p. 121) e fragmentacgao caracteristica de acido graxo, a qual permitiu identifica-

lo como acido hexadecandico ou acido palmitico (VIl) com formula molecular
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C16H3202, de acordo com comparagdes da biblioteca NIST do equipamento e
da literatura.
O

WMOH

Acido hexadecanoico (VII)

TABELA 4.3: Dados de RMN de 'H (CDCI;, 400 MHz/80 MHz) e "*C (CDCl;, 100 MHz
/50 MHz/100 MHz) do diacetato de murrangatina (VI)

OH(ppm), J (Hz) OS¢ (Ppm)
*no 160,2 160,2
6,23 (d; 8,4) 6,23 (d; 9,0) 116,0 1134 113,4
7,55 (d; 8,4) 7,56 (d; 9,0) 146,0 1447 143,8
4a 1140 1104 113,3
7,36 (d; 8,4) 7,36 (d; 8,8) 133,0 130,3 128,6
6,80 (d; 8,4) 6,81 (d; 8,8) 110,0 1051 107,9
163,0 161,0 160,2
7-OMe | 3,93 (s) 3,94 (s) 57,0 56,5 56,3
8 114,0 1147 116,1
8a 155,0 156,0 152,9
1’ 6,65 (d; 9,6) 6,70 (d; 9,0) 70,0 63,4 69,2
2’ 6,05 (d; 9,6) 6,06 (d; 9,0) 79,0 83,0 78,4
3 *no 126,0 143,9
4 4,88 (sl); 4,71 (m) 4,80 (2H, m) 118,0 109,2 113,1
5 1,60 (sl) 1,62 (s) 20,0 17,4 17,4
2x OAc | 2,01 (s); 2,07 (s) 1,99 (s); 2,01 (s)|22,0 20,7
OCOCHs3 172,0  170,3

a) VELOSO, 1995: dados de RMN "*C do diacetato de murrangatina (CDCls, 50MHz )
b) KINOSHITA et al., 1996: dados de ">C da murrangatina (CDCls, 100MHz)

*no: ndo observado
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FIGURA 4.13: Espectro de RMN 'H das substancias VI, VII, VIII (CDCls;, 400 MHz)
com supressao do sinal em 1.26 ppm.
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FIGURA 4.14: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da cumarina VI e alcaléide VIII
(CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 4.18: a) Cromatrograma da fragao contendo a mistura do acido graxo (VII,

banda 1) e da cumarina (VI, banda 2); b) EM do diacetato de murrangatina (VI) e
c) espectro de massas (l.LE. = 70 e.V.) do acido palmitico (VII).
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ESQUEMA 4.3: Proposta de fragmentagéo para o diacetato de murrangatina (VI).

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.13-4.14, p. 118;
TABELA 4.4, p. 104) pode-se verificar também a presenga de um terceiro
composto que apresenta na regido dos sinais para hidrogénios aromaticos do
espectro um duplo dubleto &4 7,60 (H-5, J = 8,0; 1,6 Hz), um tripleto em
On 7,15 (H-6, J = 8,0 Hz) e outro duplo dubleto &4 7,06 (H-7, J = 8,0; 1,6 Hz)
sugerindo a presenga de um anel aromatico trisubstituido.

7,60
H

7,15 H

7,06 H
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Observa-se ainda a presenca de dois singletos em &y 3,89 (3H) e
oy 3,87 (3H) os quais indicam dois grupos metilas ligados a heteroatomos (O
ou N), além de dois sinais de prétons metinicos em &y 4,74 (H-4’), &4 3,79
(H-3’) e dois multipletos na regigo entre 1,0 e 2,0 ppm do espectro de RMN 'H
que sugerem a presenga de duas metilas. Esses dados indicam a presencga de
uma unidade dihidroxidihidropirano fundida a um nucleo 2-quinolona, alcaléide
piranoquinolénico com anel pirano reduzido (CHEN et al., 1997).

A constante de acoplamento, J = 8,0 Hz entre os hidrogénios H-3’ (3,79)
e H-4’ (4,74), sugere a configuragao relativa trans para o sistema diol (CHEN et
al., 1997). No espectro de COSY (FIGURA 4.15, p. 119) verifica-se a
correlagao entre os hidrogénios H-5 (7,60)/H-6 (7,15); H-5 (7,60)/H-7 (7,06); H-
3’ (3,79)IH-4’ (4,74) e H-4’ (4,74)IH-5 (1,60).

A analise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 4.16, p. 119) mostra
as correlagdes dos hidrogénios com os carbonos diretamente ligados: 64 7,60
com 8¢ 118,0 (C-5); &y 3,87 com &¢ 57,0 (OCHs); &4 3,89 com &¢ 36,0 (NCHs5);
On 1,29 com d¢ 24,0 (C-6’) e dy 1,60 com ¢ 26,0 (C-5’). Através da expansao
do mapa de correlagdes HMBC (FIGURA 4.17, p. 120) observou-se a
correlagao do hidrogénio dy 3,87 (OCH3) com o carbono em &¢ 149,0 atribuido
a C-8 e do hidrogénio em &4 1,60 (H-5") com um sinal em &¢ 83,0 referente a
C-2.
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3.87 ' ,
H@{‘;oo 36,53@“3

A andlise dos dados de RMN 'H e C observados e aqueles
encontrados na literatura (CHEN et al.,, 1997) indicaram a presenca do
alcaldide zantodiolina (VIIl) nesta fragéo e estédo representados na TABELA 4.4
(p. 125). Este alcaloide foi isolado também de Rauia sp por ALBARICI (2006).

|
OCH; CHs

Zantodiolina (VIII)
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TABELA 4.4: Dados de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) e "*C (CDCI;, 100 MHz; CDCl;
+ gotas de MeOD, 50 MHz) da zantodiolina (VIII)

H/C On(ppm), J (Hz) ¢ (ppm)
(Vi) CHEN et al., 1997 (Vi) ALBARICI, 2006
2 *no 164,6
*no 105,9
4 *no 154.,8
42 *no 118,1
5 7,60 (dd; 8,0; 1,6) 7,62 (dd; 8,0; 1,4) 118,0 116,1
6 7,15 (t; 8,0) 7,19 (t; 8,0) *no 122,7
7 7,06 (dd; 8,0; 1,6) 7,09 (dd; 8,0; 1,4) *no 114,2
8 149,0 148,0
82 *no 130,7
2’ 83,0 80,9
3 3,79 (d; 8,0) 3,83 (d; 7,8) *no 74,9
4 4,74 (m) 4,73 (d; 7,8) *no 67,8
5’ 1,60 (m) 1,62 (s) 26,0 26,0
6’ 1,29 (m) 1,30 (s) 24,0 19,2
NCH; 3,89 (s) 3,90 (s) 36,0 34,8
OCH;3; 3,87 (s) 3,93 (s) 57,0 56,6

*no = nao observado.

4.4.3 - Identificagao estrutural da substancia IX

A substancia IX foi isolada da fragdo d do extrato diclorometanico do

caule (RCD4) de Rauia sp conforme descrito no item 3.6.2 (p. 68). A

identificacdo desta cumarina foi realizada através de dados dos espectros de
RMN "H e CG-EM em comparagdo com dados da literatura (IMAI et al., 1986;
ITO e FURUKAWA 1990).

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.19, p. 127; TABELA 4.5, p. 128)

observou-se quatro dubletos na regido do espectro de hidrogénios aromaticos,

que indica a presenca de um esqueleto cumarinico conforme discussao no
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item 4.4 (p. 104) (MURRAY et al, 1982). Desta forma atribuiu-se os
deslocamentos &6y 7,64 (J = 9,5 Hz), 64 7,44 (J = 8,6 Hz), 84 6,89 (J = 8,6 Hz) e
Oy 6,22 (J = 9,5 Hz) aos hidrogénios H-4, H-5, H-6 e H-3, respectivamente.
Observou-se também um singleto em o4 3,83 atribuido a uma metoxila, e um
singleto referente a um hidrogénio de aldeido em dy 10,22. Estes dados levam
a supor que nao houve ciclizagao entre os substituintes de C-7 e C-8. O
espectro de RMN 'H (FIGURA 4.19, p. 127) apresentou ainda dois singletos
em Oy 2,43 e 0y 1,79 referentes a duas metilas (H-4’ e H-5’) ligadas a um
carbono sp®. Estas metilas possuem sinais diferentes devido & presenca da
carbonila, pois os elétrons 1 da ligagdo C=0 blindam as zonas cbnicas acima
e abaixo do plano e desblindam as zonas laterais, desta forma o sinal da metila
na posigcao cis a carbonila € mais desblindado (64 2,43) do que o sinal da
metila na posicao trans (&4 1,79) (SILVERSTEIN et al., 1994). Os dados
espectroscopicos de RMN observados e encontrados na literatura (ITO e
FURUKAWA, 1990) para a murralongina (IX) estao apresentados na TABELA
4.5 (p. 128).

O espectro de massas (l.E.) (FIGURA 4.20, p.128) apresentou pico do
ion molecular M™ 258, condizente com sua formula molecular C4sH1404, que
confirma a estrutura de murralongina (IX). No ESQUEMA 4.4 (p. 129) esta
representada a proposta para os principais fragmentos observados para esta
cumarina.

Esta cumarina foi isolada anteriormente de Rauia sp (ALBARICI, 2006)
e em outras plantas da familia Rutaceae, como por exemplo, espécies do
género Murraya (KINOSHITA et al., 1996, ITO e FURUKAWA 1990; IMAI et al.,
1989; KINOSHITA et al., 1989; ITO e FURUKAWA 1987; IMAI et al., 1986;
TALAPATRA et al., 1973a, TALAPATRA et al., 1973b).
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FIGURA 4.19: Espectro de RMN 'H da murralongina (IX) (CDCls, 200 MHz).
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TABELA 4.5: Dados de RMN de 'H da murralongina (IX), CDCl3, 200 MHz.

On (ppm), J (Hz),

H 61 (pPm), J (Hz) (ITO e FURUKAWA., 1990)

3 6,22 (d; 9,4) 6,23 (d; 9,4)

4 7,64 (d; 9,4) 7,65 (d; 9,4)

5 7,44 (d; 8,7) 7,50 (d; 8,7)

6 6,89 (d; 8,7) 6,92 (d; 8,7)

1’ 10,21 (s) 10,22 (s)

4 1,79 (s) 1,79 (s)

5 2,43 (s) 2,43 (s)

7-OCHs3 3,83 (s) 3,83 (s)
Te murralongina 2734348
a)
[ 2
N ‘I‘\._,__J\
& & 8 w0 12 1w % 18 2 24 2% B8 3
Sean# (1982 - 1987 )
Mass Peck # : 154  Ret. Time : ( 20.008 - 20.050 )
Base Peak : 115.10 ( ‘ ‘\_‘84.53)
5 b)
215
83 258
187
199
| 229
| l”|‘||‘\““\|‘|!':?TJ.Z%O‘\.r.||\|..a||\..a\.\.-
150 200 250 300 350 400 450 50(

FIGURA 4.20: a) Cromatrograma da fracdo contendo a cumarina IX; b) espectro de

massas (I.E. =70 e.V.) de IX (murralongina, pico 1).
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ESQUEMA 4.4: Proposta de fragmentacao para a murralongina (I1X).

4.4.4 - Biogénese das cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas em plantas da ordem
Sapindales, principalmente nas familias Rutaceae, Umbeliferae e Apiaceae,
tanto na forma livre como glicosilada. Geralmente as cumarinas desta ordem
sdo oxigenadas na posicdo C-7 e tem sua origem no acido trans-p-
hidroxicinamico (trans-p-cumarico) que provem do caminho chiquimato e
através de diversas transformacdes leva a formagao da 7-hidroxicumarina
(umbeliferona) (GRAY e WATERMAN, 1978).

O caminho chiquimato fornece uma rota alternativa para diversos
compostos aromaticos, particularmente L-fenilalanina, L-tirosina e L-triptofano.

Esta via é utilizada por microorganismos e plantas, mas n&o pelos animais,
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consequentemente, os aminoacidos aromaticos essenciais para 0 homem
devem ser obtidos pela dieta alimentar contendo vegetais. Fenilalanina e
tirosina formam a base das unidades fenilpropano CeC3z encontradas em
muitos produtos naturais, por exemplo, acido cinamico, lignanas, flavondides e
cumarinas, que juntamente com o triptofano sdo precursores de uma vasta
gama de alcaldides. Além disso, é encontrado em muitos derivados simples do
acido benzoico, como por exemplo, acido galico, acido p-benzdico e acido p-
aminobenzdico sdo produzidos através de ramificagdes na via do caminho
chiquimato (DEWICK, 2001).

Na biossintese das cumarinas, inicialmente ocorre a glicosilagdo da
hidroxila em para do acido cinamico, com posterior oxidagao na posi¢ao orto
da cadeia lateral, seguida da glicosilagdo da hidroxila nesta posi¢gao (FIGURA
4.21, p. 131). Ocorre entdo a isomerizagao da dupla ligacdo da cadeia lateral e
uma lactonizagdo levando a formacao da umbeliferona. A oxidagdo com
posterior metilagdo na posicdo 6 da umbeliferona leva a formagdo da
isoescopoletina. Todas as enzimas envolvidas nesta etapa ja foram isoladas e
caracterizadas (DEWICK, 2001, FIGURA 4.21, p. 131).
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FIGURA 4.21: Proposta biogenética para as cumarinas (adaptada de DEWICK, 2001).

Como indicado na FIGURA 4.21 (p. 131) o esqueleto mais simples é o
da umbeliferona e a maior caracteristica de diversificagdo das cumarinas
simples nas familias Rutaceae e Umbelliferae é devido a incorporacdo de
unidades de prenila. As prenilagdes nas posicoes 6 e 8 sdo comuns devido a
presencga da hidroxila na posi¢cao 7, que € um grupo orientador orto (DEWICK,
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2001). Uma vez incorporado ao esqueleto cumarinico, o grupo prenila pode
sofrer um grande numero de modificacbes, geralmente iniciadas com a
epoxidagdao da dupla ligacdo (FIGURA 4.22, p. 132). Em Rutaceae, a
alquilagdo na posicdo 8 pode levar a uma série de estruturas com cadeias
laterais oxidadas de forma estereoespecifica (GRAY e WATERMAN, 1978). Na
FIGURA 4.22 (p. 132) tem-se a proposta biogenética para a formagao das
cumarinas identificadas: rauianina (V), diacetato de murrangatina (VI) e

murralongina (IX).

HaC o

diacetato de murrangatina (V1)

rauianina (V)

FIGURA 4.22: Proposta biogenética para as cumarinas V, VI e IX (adaptada de
DEWICK, 2001).
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4.5 — Flavonoéides

Os flavondides constituem uma grande categoria de metabdlitos
secundarios de plantas encontrados em frutas, vegetais, cereais, plantas
medicinais, nozes, especiarias, cha etc (ZHANG et al., 2008; GATTUSO et al.,
2007). Eles sao responsaveis pela cor, adstringéncia e amargura, por exemplo,
em vinho (WANG e HUANG, 2004).

Sao heterosideos com quinze carbonos em seu esqueleto basico, sendo
substancias fendlicas do tipo Cs-C3-Cs. Apresentam-se como solidos coloridos,
por exemplo, amarelos, ou ainda incolores e concentram-se mais nas partes
aéreas das plantas, ocorrendo em menor propor¢ao nas raizes e rizomas
(DEWICK, 2001).

Os flavonoides estdo divididos em oito subclasses: flavonas, flavonols,
flavanonas, isoflavonas, antocianidinas, flavanonols (flavan-3-ols ou
catequinas), chalconas e dihidrochalconas as quais sao formadas a partir das
variagcbes no arranjo estrutural e posigdes dos grupos funcionais (WANG e
HUANG, 2004; LIN e HARNLY, 2008). As subclasses flavonoidicas e os
padrées de glicosilagdo sdo fortemente correlacionados com a taxonomia da
planta e fornecem uma ampla gama de diferentes propriedades quimicas (LIN
e HARNLY, 2008). As oito subclasses combinadas com glicosilagdo em
multiplos sitios e com uma grande variedade de sacarideos produzem cerca de
4000 diferentes flavondides ja identificados, cuja lista ainda continua crescente
(ZHANG et al., 2005; LIN e HARNLY, 2008).

Embora os flavondides sejam geralmente relacionados como agentes
nao nutrientes, esta classe tem atraido grande atencdo dos pesquisadores
pelas propriedades fisiologicas, farmacolégicas e seus beneficios a saude
humana (ZHANG et al.,, 2005; GATTUSO et al., 2007). Os Estados Unidos
recomendam um consumo diario de 250 mg de flavondides de diferentes
fontes: frutas, vegetais, sucos, suplementos de vitaminas e minerais (LIN e
HARNLY, 2008).

Diante dos beneficios citados acima, existem aproximadamente 13000

relatos (artigos e livros) descrevendo as propriedades quimicas, bioquimicas, o
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papel farmacologico e nutricional dos flavonodides desde 1990 (GATTUSO et
al., 2007). Os flavondides sao usados em alguns remédios devido as suas
propriedades espasmolitica, antialérgica e diurética. Presume-se que estas
funcdes estejam relacionadas a capacidade de formagdo de radical
estabilizado por ressonancia pelas hidroxilas fendlicas. A atividade dos
flavondides é relacionada as variagdes em suas estruturas quimicas como, por
exemplo, hidroxilagdo, metoxilagdo, grau de polimerizacdo e o tipo de
conjugagao (glicosilagao, malonizagao e sulfonagdo) (WANG e HUANG, 2004).

Esta classe mostra grande atividade antioxidante que parece estar
associada com a reducdo do risco de cancer e doencgas cardiovasculares e
exibem ainda atividades antimicrobiana, antiviral e antiinflamatéria. Entretanto,
0 mecanismo de acao in vivo ainda n&o € conhecido (GATTUSO et al., 2007).

As flavonas e os flavonodis séo flavondides de particular importancia por
conterem atividade antioxidante em alimentos, além disso, estudos
epidemioldgicos indicaram que seu consumo diario assegura redu¢ao do risco
de céncer e doencgas cardiovasculares (WANG e HUANG, 2004).

4.5.1 — Nomenclatura dos Flavondides

O esqueleto flavonoidico € composto por dois anéis aromaticos, sistema
benzopiranico (cromona), a partir do qual é iniciada a numeragcdo das
estruturas conforme nomenclatura oficial IUPAC (1971).

As flavonas, por exemplo, apresentam carbonila em C-4 e os dois anéis
aromaticos sdo conectados com um anel pirano. Este sistema passa a receber
a nomenclatura: 4H-1-benzopiran-4-ona. Os substituintes, desde que nao
formem anéis diretamente com o sistema benzopiranico, recebem a

numeracéo e a nomenclatura sistematica (FIGURA 4.23, p. 135).
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OMe O
4H-1-benzopiran-4-ona-2-(3,5-dimetoxi-4-hidroxifenil)-5,7-dimetoxi
FIGURA 4.23: Nomenclatura IUPAC.

Na nomenclatura usual (MARKHAM, 1982) os anéis sao designados
como A, B e C e os atomos de carbono individuais sao referidos por um
sistema que utiliza numeros arabicos para os anéis A e C e numeros marcados
com (‘) para o anel B (FIGURA 4.24, p. 135).

5,7 ,4’-trihidroxi-8-metoxiflavona
FIGURA 4.24: Nomenclatura usual.

Os grupos substituintes recebem um numero de acordo com a posigao

em que se encontram, e a subclasse do flavondide é especificado no final,
conforme ilustra a FIGURA 4.24 (p. 135).

4.5.2 — RMN de flavonas e flavonoéis

As flavonas sédo 2,3-dehidoderivadas das flavanonas. Nas flavonas os
deslocamentos quimicos de C-2 e C-3 sao entre 157,4-165,8 e 102,3-113,7
ppm, caracteristico da presencga da ligagao 2,3 oleofinica. Isto também resulta
no maior deslocamento de C-4 que aparece em torno de 175,2-183,4 ppm
(AGRAWAL, 1989).

As agliconas de flavonas estdo resumidas na TABELA 4.6 (p. 136). A
acacetina (90) e a diosmetina (94) possuem um grupo metoxila na posi¢céo C-

4’, enquanto em crisoeriol (95) o grupo metoxil esta ligado em C-3’. Kampeferol
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(92) e quercetina (93) possuem um grupo hidroxila na posi¢do C-3 (R+) e sdo

frequentemente referidas como flavonéis (GATTUSO et al., 2007).

TABELA 4.6: Resumo das agliconas de flavonas e flavonois

Composto Nome R1 R2 R3 R4
56 Apigenina (p. 47) H H H OH
57 Luteolina (p.47) H H OH OH
90 Acacetina H H OMe
91 Isoescutelareina H OH H OH
92 Kampeferol OH H H OH
93 Quercetina OH H OH OH
94 Diosmetina H H OH OMe
95 Chrisoeriol H H OMe OH

A TABELA 4.7 (p. 137) sumariza um grupo classificado como
polimetoxiflavonas (PMFs) os quais sdo usualmente encontrados como
componentes nos 6leos essenciais das cascas de Citrus (GATTUSO et al.,
2007).
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TABELA 4.7: Polimetoxiflavonas

Composto Nome R1 R2 R3
96 Quercetogetina OMe H OMe
97 3,3’,4’,5,6,7,8-heptametoxiflavona OMe OMe OMe
98 Natsudaidaina OH OMe OMe
99 Nobiletina H OMe OMe
100 Sinensetina H H OMe
101 Tangeretina H OMe H
102 Tetrametilescutelareina H H H

O deslocamento quimico de C-3 para flavonas com as posicdes 2’ e 6’
nao substituidas € em torno de 102,0 e 108,6 ppm, exceto em 5,6,7,8,5'-
pentametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona cujo deslocamento é de 100,4 ppm.
Quando estas posicdes 2’ e 6’ estiverem substituidas por grupo hidroxil ou
metoxil, o deslocamento de C-3 sera entre ¢ 110,0 e 115,5. A presenca da
hidroxila na posicdo C-5 causa um deslocamento de 5,5 ppm em C-4
resultante da interagao intramolecular que ocorre entre o grupo ceto (C-4) e a
hidroxila em C-5 (AGRAWAL, 1989).

Os deslocamentos quimicos de C-6 e C-8 em 5,7-dihidroxiflavonas, por
exemplo, em crisina (49, p. 47) aparece em 99,2 e 94,4 ppm respectivamente,
desta forma verifica-se que C-6 tem deslocamento quimico com uma diferenca
de 4,8 ppm para uma regidao mais desblindada do espectro. A localizagdo do
grupo metoxil nas posicbes C-6 e C-8 em 5,7-dihidroxiflavonas pode ser
diferenciado pela comparagao dos deslocamentos no espectro de RMN 3c

guando estas posicoes estdo sem substituintes (AGRAWAL, 1989).
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Os deslocamentos quimicos dos prétons do anel A de flavonas séo
ligeiramente influenciados pela  substituicdto no anel B. Em
5,7-dihidroxiflavonas os &y sdo na faixa de 6,16-6,25 para H-6 e 6,39-6,56 ppm
para H-8. As metilagdes ou glicosilagcbes em 7-OH deslocam estes sinais para
6,33-6,48 e 6,71-6,93 ppm, respectivamente. Entretanto, com a substituicdo
em 5-OH os efeitos séo diferentes, por exemplo, na luteolina 5-metil éter (103,
p. 138) observa-se 6,37 para H-6 e 6,49 ppm para H-8 enquanto o
correspondente 5-glucoside aparece em 6,69 e 6,79 ppm, respectivamente. O
préton H-3 do anel C é influenciado pelos substituintes dos dois anéis, A e B
(HARBONE, 1994).

OH O
Luteolina 5-metil éter (103)

A hidroxilacédo, C-glicosilacdo ou alquilagdo em C-6 ou C-8 nao causa
grandes mudangas nos deslocamentos quimicos dos protons remanescentes
do anel A. As flavonas sé&o agrupadas de acordo com sua substituigdo no anel
B, pois os valores dos deslocamentos dos prétons sdo bem caracteristicos o
que facilita a identificagao da aglicona. A metilagdo de um grupo hidroxil causa
deslocamento nos sinais dos protons orto e para de 0,15 ppm para uma regiao
mais blindada do espectro. Da mesma forma com glicosilagdo ocorre
deslocamento sinais dos prétons, mas de forma mais pronunciada (0,3; 0,1 e
0,2 respectivamente para os sinais dos prétons nas posigdes orto, meta e para
do anel B). A presenca de substituintes nas posigcdes C-2' ou 6’ assim como
em C-3’ e & pode dificultar a livre rotagcdo do anel B (HARBONE, 1994).

Algumas espécies sao importantes fontes de flavonas C-glicosiladas: os
géneros Setaria e Arrhenatherum (Gramineae), Siphonoglossa (Acanthaceae),

Passiflora (Passifloraceae), Zelkova (Ulmaceae) e com relagdo a familia
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Rutaceae o género Citrus se destaca com uma grande quantidade de
flavondides isolados e identificados (HARBONE, 1994).

As flavonas O-glicosiladas encontradas em sucos de Citrus sao
geralmente 7-O-rutinosides ou 7-O-neohesperidosides, embora uma
3-O-rutinoside também tenha sido reportada, chamada rutina. Em Citrus
também se encontram grandes quantidades de di-C-glicosideos e uma
pequena quantidade de mono-C-glicosideos. Para estes compostos, a
substituicdo ocorre geralmente nas posi¢coes C-6 e C-8 (GATTUSO et al.,
2007).

Vérias atividades bioldgicas tém sido reportadas para esta subclasse de
flavondides, por exemplo, a atividade antimicrobiana de homoorientina
(luteolina 6-glucoside, 104), e atividade de vitexina (apigenina 8-glucoside,
105) sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
e o efeito protetor de luteolina-7-O-glucoside (106) sobre lesdes hepaticas

causadas pelo tetracloreto de carbono em ratos (ZHANG et al., 2008, p. 139).

OH (0] OH O OH o

Homoorientina (104) Vitexina (105) Luteolina-7-O-glucosideo (106)

A identificagdo dos glucosideos pode ser realizada através de dados de
ressonancia magnética nuclear de 1D e 2D. O sinal em torno de &4 5,0 ppm é
caracteristico de hidrogénio anomérico que, juntamente com os sinais na faixa
de 6y 4,0 e dy 3,0 ppm, indicam a presenga de um glucosideo. Um dubleto
com deslocamento de aproximadamente d4 1,0 ppm (J = 6,0 Hz) relativo ao
sinal de deslocamento quimico de uma metila, indica a presenga de uma
unidade de raminose (HARBONE, 1994). Os espectros de RMN '*C confirmam
estas caracteristicas com os sinais de deslocamentos quimicos em torno de

Oc 100,0 ppm caracteristico de carbono anomérico de uma ligagdo C-O
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glicosidica e para uma ligacdo C-glicosidica tem-se o carbono em
aproximadamente &¢c 73,0 ppm, os carbonos em torno de &c 61,0-70,0 ppm
que sao caracteristicos de unidades de glicosideos e o carbono em
O0c 17,0 ppm (metila) confirma a presenga de uma unidade de raminose
(AGRAWAL, 1989). A constante de acoplamento dos sinais dos hidrogénios
anoméricos frequentemente indica a configuragdo do glicosideo ligado a
aglicona. A TABELA 4.8 (p. 140) indica algumas destas constantes de
acoplamento e as estereoquimicas especificas das ligagdes entre os
glucosideos e a aglicona estdo indicadas na FIGURA 4.25 (p. 141)
(HARBONE, 1982).

TABELA 4.8 — Configuracao dos glicosideos (HARBONE, 1982)

Grupo Glicosideo Configuragao J (Hz)
Piranosideo D — glicose, galactose, xilose -B- 7-8

D — glicose, galactose, xilose -Q- 3-4

L — ramnose -B- 1

L — raminose -0- 2

L — arabinose -B- 2,5

L — arabinose -0- 8
Furanosideo D — glicose, galactose, xilose -B- 0-2

D — glicose, galactose, xilose -0- 4-45

L — arabinose -B- 4

L — arabinose -Q- 1

Além dos monossacarideos citados acima que ocorrem em associagao
com flavonas e flavonols tem-se no grupo das pentoses a apiose, no grupo das
hexoses a alose e os acidos D-galacturdnico e D-glucurbnico e este numero

aumentou de nove para dez com a reinclusdo da mannose (HARBONE, 1994).
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OH oH ,OH
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OH OH
3-D-glicopiranosil 3-D-galactopiranosil B-L-rhamnopiranosil B-D-xilopiranosil
OH OH JOH
H 0
HO
OH
a-D-glicopiranosil a-D-galactopiranosil a-L-rhamnopiranosil a-L-arabinopiranosil
OH OH —OH OH OH ,—OH OH OH OH OH
OH H OH H OH OH
(0] (0] O O
H OH H OH
B-D-glicofuranosil a-D-glicofuranosil a-D-galactofuranosil B-D-galactofuranosil
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H
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B-D-X|I0furan05|l o-D-xilofuranosil B-L-arabinofuranosil o-L-arabinofuranosil

FIGURA 4.25: Estruturas dos glicosideos

Para distinguir a posicdo na qual o glicosideo esta ligado pode-se
utilizar o deslocamento quimico do sinal do hidrogénio anomérico. A TABELA
4.9 (p. 142) mostra alguns destes deslocamentos quimicos para C-glicosideos
e a TABELA 4.10 (p. 142) descreve os dissacarideos encontrados em flavonas
e flavonols no periodo de 1985 a 1991 (HARBONE, 1982).
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TABELA 4.9 — Deslocamentos quimcos e constantes de acoplamento H1/H2 de
hidrogénios anoméricos de glicosideos de flavonoides (DMSO-ds) (HARBONE, 1982

Glicosideo Primario Ou ((F;_Ipzr)';) [ gﬁ,onségﬁz Su (ppm) [J (Hz)]

6-C-B-D-Glucoside 4,58 — 4,90 [10]
4,70 26.0-a-L-Manosil 4,30 [2]
4,77 — 4,81 (2°-O-Acetilado)

6-C-a-L-Raminoside 4,85 —-5,26

6-C-a-L-Arabinoside 4,67 [8,2]

8-C-B-D-Glucoside 4,64 — 4,88 [10]
4,69 2G-O-Apiofuranosil 4,98 [1,8]
4,89 26-0-0-L-raminosil 5,00 s
4,76 6°-O-Apiofuranosil 4,79 [3]
4,88 4,92 (2°-O-Acetilado)

8-C-B-D-Xiloside 5,04 [8]

8-C-B-L-Arabinoside 551s

8-C-a-L-Arabinoside 4,78 — 4,89[9]

6,8-Di-C-B-D-Glucoside 4,84 sl

6,8-Di-C-a-L-

Arabinoside 4,70-4,8319,9]
4,52 — 4,66 [9,5]

A letra G indica unidade de glicose e o numero indica a posigdo na qual o segundo glicosideo esta ligado.

TABELA 4.10 — Dissacarideos de flavonas e flavonols glicosilados !HARBONE, 19942

Estrutura Nome Trivial Estrutura - Nome Trivial
Pentose-hexose 6-0O-p-D-galactosil-D-glicose
2-0O-a-L-raminosil-D-glicose Neohesperidose | 6-O-B-D-glicosil-D-galactose
3-0-a-L-raminosil-D-glicose Rungiose 4-0-B-D-galactosil-D-galactose
6-O-a-L-raminosil-D-glicose Rutinose 6-O-p-D-galactosil-D-galactose
2-O-B-D-xilosil-D-glicose Sambubiose Hexose-pentose
6-O-B-L-arabinosil-D-glicose Vicianose 2-0-a-D-glicosil-L-raminose
6-O-B-L-raminosil-D-galactose Robinobiose 3-0-a-D-glicosil-L-raminose
6-O-p-L-arabinosil-D-galactose 4-0O-a-D-glicosil-L-raminose
6-O-B-D-xilosil-D-glicose 2-O-B-D-glicosil-D-xilose
2-0O-B-D-xilosil-D-galactose Latirose 3-0O-a-D-galactosil-L-raminose
2-0O-a-D-apiofuranosil-D-glicose 4-0-a-D-galactosil-L-raminose
2-0O-a-D-apiofuranosil-D-galactose Pentose-pentose
2-0O-a-L-raminosil-D-galactose 4-O-a-L-raminosil-D-xylose
Hexose-hexose 3-0O-a-D-xylosil-L-raminose
2-0O-B-D-glicosil-D-glicose Sophorose 4-0-a-D-xylosil-L-raminose
3-0O-B-D-glicosil-D-glicose Laminaribiose 2-0O-a-L-raminosil-L-raminose
6-O-p-D-glicosil-D-glicose Gentiobiose 3-O-a-L-raminosil-L-raminose
4-0-B-D-galactosil-D-glicose Lactose 4-0O-a-L-raminosil-L-raminose
2-O-B-D-manosil-D-glicose 2-0O-a-L-raminosil-L-abinose
2-0O-B-D-manosil-D-alose 2-0-a-D-apiofuranosil-D-xylose
2-O-3-D-alosil-D-glicose
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O espectro de "H-RMN de flavondides C-glicosilados é particularmente
interessante devido a presenga de dois rotameros, resultado da livre rotagao
ao redor da ligagao C-glicosilica. Este fato produz duplicagdo de picos nos
espectros de RMN a temperatura ambiente, na qual um dos rotdmeros é
majoritario e o outro minoritario (RAYYAN et al., 2005; CARISTI et al., 2003).
Os sinais podem ser facilmente atribuidos aos respectivos flavondides através
do experimento de RMN com variacdo de temperatura (VT-RMN), como
mostra a FIGURA 4.26 (p. 143), nos quais se verifica que os sinais
encontrados sao referentes aos dois conférmeros e ndo de compostos
diferentes (CARISTI et al., 2003). Além disso, € interessante observar que os
niveis de energia rotacional dos isébmeros sao frequentemente diferentes
(FERRERES et al., 2004).

70 °C
Lvm l | OH
‘ |
v I\ OMe
vm'/d ,«M’JI St by R
‘ HO @)
50°C

ol s
_J‘MMJJ | Ry=R;= Ho&

uuuuuuuuuu

78 72 6.8 pprm 6,8-di-C-glucapiranosildiosmetina (107)

FIGURA 4.26: Espectro de RMN com variagdo da temperatura da flavona (107) di-C-
glicosilada em DMSO a 300 MHz.

4.5.3 -1V, UV e EM de flavonoides

O espectro de infravermelho de todos os flavondides e isoflavondides

apresenta uma banda de absorgao na regidao 1500-1600 cm™ devido a ao anel
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aromatico, juntamente com a banda da carbonila em 1620-1670 cm’
(AGRAWAL, 1989).

O espectro no infravermelho das flavonas contendo hidroxila na posigao
5 apresenta uma banda caracteristica do estiramento das carbonilas a-
insaturadas em torno de 1650 cm™ e também uma banda intensa na regido de
3500-3000 cm™, referente ao estiramento da ligacdo O-H (MARKHAM, 1982).

A natureza glicosidica de um flavondide é refletida por bandas largas
entre 3250 e 1060 cm™. Entretanto, embora estas bandas de absorcdo estejam
presentes na maioria dos flavondides glicosilados, elas podem ocorrer nos
espectros dos polihidroxiflavonéides (AGRAWAL, 1989).

A TABELA 4.11 (p. 144) apresenta a faixa de absor¢do no UV
caracteristica para as bandas | e |l das diferentes subclasses dos flavondides.
A maior vantagem deste método € a pequena quantidade de flavondide
requerida para a analise (0,1 mg) (AGRAWAL, 1989).

TABELA 4.11: Faixa de absor¢édo no UV-Vis para flavondides

Banda Il (nm) Banda | (nm) Tipo de flavonoéide
250-280 310-350 Flavona
250-280 330-360 Flavonol (3-OH substituido)
250-280 350-385 Flavonol (3-OH livre)
245-275 310-330 curto Isoflavonas
pico em 320 Isoflavonas
275-295 300-330 curto Flavanonas e Dihidroflavonois
230-270 (baixa intensidade) 340-390 Chalconas
230-270 (baixa intensidade) 380-430 Auronas
270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas

O espetro de UV de flavanonas e elas glicosiladas apresenta duas
bandas com forte absorcao referentes a banda | (300-380) e banda Il (240-
280). A banda | esta associada com a presenca do sistema cinamoil do anel B
e a absorcao da banda Il ao sistema benzoil do anel A (FIGURA 4.27, p. 145).
Substituicdes no anel A ou B podem produzir deslocamentos hipsocrémicos ou
batocrémicos das bandas de absorcao no UV, as quais podem ser uteis para o
esclarecimento da estrutura (GATTUSO et al.,, 2007; FIGUEIRINHA et al.,
2008).
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FIGURA 4.27: Espectro de UV da flavanona C-glicosilada.

A FIGURA 4.28 (p. 145) mostra o espectro de UV da quercetina (93),
quercetina 3-O-glucoside (109) e quercetina 3,4’-di-O-glucoside (110)
(flavonois). A banda | do composto (109) apresenta diminuicao da absorgao de
aproximadamente 20 nm quando comparada com a quercetina devido ao efeito
hipsocrémico causado pela substituicdo na posicdo C-3. O deslocamento

hipsocrdmico aumenta com a substituigao 3,4’ (GATTUSO et al., 2007).
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FIGURA 4.28: Espectro de UV da quercetina (93), quercetina 3-O-glucoside (109) e
quercetina 3,4’-di-O-glucoside (110).

145



Resultados e Discussio

Sendo assim a absorcado espectrofotométrica no UV pode ser usada
como auxiliar na identificacdo do tipo de flavondide, indicando o padrdo de
oxigenagao. Além disso, de forma indireta, esta técnica pode ser usada para
determinar a localizagdo de glicosideo ou do grupo metil substituindo uma
hidroxila (MARKHAM, 1982).

O espectro de massas de flavondides glicosilados tem um padrao
caracteristico, que depende principalmente do numero ou natureza do
sacarideo e sua ligagdo C- ou O-glucosideo. Na maioria dos casos, a
fragmentacdo comega com a clivagem da ligagdo O-glucosideo, este
comportamento é util para identificar a aglicona. A perda dos fragmentos com
massa bem definida a partr do ion pseudomolecular pode fornecer
informagdes precisas sobre o sacarideo (GATTUSO et al., 2007).

A hesperidina uma flavanona substituida com um O-dissacarideo (108,
FIGURAS 4.29a, p. 147 e 4.27, p. 145) possui o fragmento m/z 463 gerado
pela perda de uma unidade de acucar (raminose) a partir do ion
pseudomolecular [M-H]" (m/z 609). Em seguida, ocorre a perda de uma
segunda unidade de acgucar (glicose) gerando o ion m/z 301, referente a
aglicona (GATTUSO et al., 2007).

O espectro no modo positivo de 108 mostra um padrao diferente de
fragmentacdo (FIGURA 4.29b, p. 147). O ion pseudomolecular [M-H]" sofreu
um rearranjo parcial junto com um caminho de fragmentag&o peculiar para este
tipo de composto. Este rearranjo leva a perda de um glicosideo “interno” do
dissacarideo (glicose, no exemplo abaixo) demonstrado pela presenga do ion
[M+H-162]". Esta fragmentacdo, de qualquer forma é concomitante com o
caminho esperado, ou seja, a perda da unidade de raminose (GATTUSO et al.,
2007).
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FIGURA 4.29: Espectro de massas da hesperidina (108) no modo negativo (a) e no

modo positivo (b).

O experimento EM-EM é muito util para a identificacdo da aglicona de
um dado flavondide. A analise do padrdao de fragmentagdo possibilita a
elucidagao precisa da estrutura da aglicona juntamente com comparag¢ao dos
dados de RMN da literatura, a FIGURA 4.30 (p. 147) mostra o espectro EM-EM
no modo negativo da aglicona da hesperetina (111) (GATTUSO et al., 2007).
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FIGURA 4.30: Espectro de massas da hesperetina (111) no modo negativo.
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O espectro EM-EM dos flavondides C-glicosilados, como por exemplo,
da 6,8-di-C-glucopiranosildiosmetina (107, FIGURA 4.26, p. 143) também
apresenta um padrao tipico de fragmentacdo (FIGURA 4.31, p. 148) que se
inicia a partir do sacarideo, e segue com uma série bem definida de ions
caracteristicos: [M-H-18T, [M-H-60T, [M-H-90T, [M-H-120T,
[M-H-120-907", [M-H-120-120]" (CARISTI et al., 2006; FERRERES et al.,
2003).
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FIGURA 4.31: Espectro de EM-EM da diosmetina 6,8-di-C-glucoside (107) no modo
negativo.

Alguns autores, como por exemplo, PICCINELLI et al. (2008),
FIGUEIRINHA et al. (2008), MARCH et al. (2006), GATTUSO et al. (2006),
KAZUNO et al. (2005), WARIDEL et al. (2001), HUGHES et al. (2001),
discutem a diferenciacdo de isébmeros de flavonoides glicosilados por
espectrometria de massas. Esses autores avaliaram a diferenca na
fragmentagdo dos isdbmeros variando-se a energia de colisdo, o modo de
ionizagao (positivo ou negativo) e o tipo de experimento Q-TOF-MS", IT-MS" e
Tandem Massa, por exemplo (FIGURA 4.32, p. 149).
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FIGURA 4.32: Espectro Q-TOF-MS-MS e IT-MS-MS com [M+H]" como ion precursor

(m/z 433).

Os autores citados acima puderam concluir que ha diferenca nas

intensidades de alguns picos o que possibilita diferenciar os respectivos

isémeros, tanto os isbmeros 6-C e 8-C glicosilados (PICCINELLI et al., 2008;
GATTUSO et al., 2006; MARCH et al., 2006; KAZUNO et al., 2005; WARIDEL

et al., 2001), podendo diferenciar os flavondides naringenina (113, flavanona,
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p. 150), apigenina (56, flavona, p. 47), galangina (114, flavona, p. 150),
genisteina (115, isoflavona, p. 150) (HUGHES et al., 2001) além dos isbmeros
apigenina 7-O-glucoside (116, p. 150) da apigenina 8-C-glucoside (vitexina,
105, p. 139) da genisteina 7-O-glucoside (117, p. 150) tanto com a molécula
protonada como deprotonada dentre outros isémeros citados por MARCH et al.
(2006).

OH 0]

OH 0]

Glc

OH )

Apigenina 7-O-glucoside (116) Apigenina 8-C-glucoside (105) Genisteina (117)

Além disso, é possivel diferenciar a glicose da galactose (MARCH et al.,
2006) e uma pentose de uma hexose (FIGUEIRINHA et al., 2008). Estudos
computacionais também auxiliam no estudo da fragmentacao desta classe de
compostos, através da melhor visualizagdo das interagdes intramoleculares e
das diferentes rotacbes do anel B como mostrado na FIGURA 4.33 (p. 151)
(MARCH et al., 2006).
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0 C() 0 Cm
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FIGURA 4.33: Estruturas computacionais de luteolina 7-O-glucosideo (106, p.
139) (a) protonada, (b) neutra, (c) deprotonada (d) luteolina. As setas indicam o

angulo diedro para o anel B.

Estes estudos evidenciam que a espectrometria de massas € uma
poderosa ferramenta para a identificacdo de flavondides, principalmente os

glicosilados.

4.5.4 — Determinacao estrutural das substancias X

Através do estudo fitoquimico da fragdo hidroetandlica do extrato
metandlico do caule de Rauia sp verificou-se grande quantidade de flavonoides
glicosilados, sendo este o primeiro relato na literatura desta classe de
metabdlitos secundarios neste género.

A substéancia X foi isolada na forma de dois isdmeros conformacionais
(ou rotameros) da subfracdo B da fragdo hidroetandlica do caule (RCMHg)
como descrito no item 3.6.6 (p. 73), apresentando-se como solido amarelo. A
identificacao destes isdmeros foi realizada através de RMN em uma e duas
dimensbes, CL-EM e comparacdo com dados da literatura (RAYYAN et al.,
2004; VELOZO et al., 2009).
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O experimento CL-EM foi realizado para obter mais dados sobre os
flavondides constituintes da subfracdo B e observou-se neste estudo que a
propor¢cao dos dois é aproximadamente de 60 : 40 (FIGURA 4.34a, p. 153) a
qual foi confirmada pelo espectro de RMN 'H. Os espectros de UV (DAD,
FIGURA 4.34b-c, p. 153) dos dois constituintes da mistura s&o iguais
(N = 215,7; 271,7; 338,7 nm) e condizentes com os da flavona apigenina (56,
p. 47; A = 268,5; 336,2 nm; LI et al., 2007), assim como também sao iguais os
espectros de massas cuja massa pseudomolecular obtida para os dois
conférmeros foi de 739 Daltons [M-H], conforme mostra a FIGURA 4.34d-e
(p. 153). Os valores de A absor¢ado obtidos no espectro de UV quando o
glicosideo esta na posicdo C-4° sdo menores, pois ocorre deslocamento
hipsocrémico na absor¢ao da banda | e para a posi¢cao C-7 as absor¢gdes sao
aproximadamente A = 267,0; 337,0 nm [rhoifolina = apigenina 7-O-
neohesperidoside (118, p. 152)] (GATTUSO et al., 2007).

GATTUSO et al. (2007) isolaram um composto com massa molar 740
Da [rhoifolina 4’-glucoside (119, p. 152)] cujas absorgbes no espectro de UV
foram A = 268; 324 nm, compativel com substituinte na posicdo C-4’ no
esqueleto da apigenina. O espectro de massas apresentou no modo positivo
[M+H]" 741 Daltons e mostrou os fragmentos 595, 433 e 271 (aglicona)
resultante da perda sucessiva de uma unidade de raminose e duas unidades
de glicoses, tipico de um tri-O-glicosil flavonoide. O composto foi identificado

como uma apigenina 7-O-neohesperidoside-4’-O-glicoside.

HO

Rhoifolina (118) Rhoifolina 4'-glucoside (119)
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FIGURA 4.34: a) Cromatograma da subfracdo B b) Espectro de UV flavona Xa
(tr = 2,53 min); c¢) espectro de UV da flavona Xb (tx = 4,45 min); d) Espectro de
massas no modo negativo [M-H]™ da flavona Xa (ir = 4,45 min); e) e da flavona Xb
(tr = 2,5 min).
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Desta forma, com os resultados obtidos no espectro de massas
(FIGURA 4.34d-e, p. 153) pode-se confirmar através da fragmentagcéo que se
trata de C-diglicosil flavonas, uma vez que os fragmentos caracteristicos de O-
diglicosil flavondides s&o [M-H-162-146]" como pico base; [M-H-162]" e
[M-H-146]" que sdo as perdas dos glicosideos com a transferéncia do
hidrogénio e retencédo da carga na unidade da aglicona (FIGURA 4.35, p. 154).
Os outros fragmentos sao inexistentes ou abaixo de 10% (CUYCKENS et al.,
2001; BECCHI e FRAISSE 1989). Sendo assim, pode-se excluir a
possibilidade que os glicosideos estejam nas posi¢cées C-4’, C-5 e C-7. Estes
dois autores citados acima, dentre outros, apresentam guias de identificagao
para flavondides C-glicosilados, O-glicosilados, C,O-glicosilados e também
uma discussdo sobre a identificagcdo de ligagdes interglicosidicas, a qual
permite por exemplo, distinguir uma rutinose (rha 1—6 glc) de uma
neohesperidose (rha 1 —2 glc).

A natureza (1—2) da ligagao interglicosidica pode ser sugerida pela
evidencia de que o fragmento [M-H-308] € mais abundante que o fragmento
[M-H-146]". A presenca do dissacarideo composto pela raminose e glicose &
demonstrada pela perda consecutiva de 146 e 162 unidades de massa
(GATTUSO et al., 2007).

CH0OH

OH

OH
H

FIGURA 4.35: Fragmentacao de O-glicosideos.

Além disso, a presenga dos fragmentos Agl. + 113 (m/z 383,4) e
Agl. + 83 (m/z 353,0) indicam a presenga de C-diglicosil (FIGURA 4.34d-e,
p. 153). Outra possibilidade ainda para verificar se a ligagdo da unidade de

agucar na aglicona é via O-glicosideo ou C-glicosideo é a realizagao de uma
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hidrolise acida e em seguida faz-se novamente a medida de absor¢ado no UV.
As flavonas C-glicosiladas séo resistentes a hidrolise acida enquanto que os
O-glicosideos sao facilmente hidrolisadas em meio acido e assim apresentam
variagdo da absor¢do maxima no espectro de UV (GATTUSO et al., 2007;
DJOUKENG et al., 2008).

Varios autores (CUYCKENS et al.,, 2004; BECCHI e FRAISSE 1989;
WARIDEL et al., 2001, dentre outros) discutem também a diferenciacdo de
6C-glicosideo e 8C-glicosideo. WARIDEL e colaboradores (2001), por
exemplo, observou que a intensidade do fragmento [M+H-120-18]" é diferente
nos isdbmeros, sendo que o 6C-isbmero possui alta intensidade relativa
enquanto que a o 8C-isbmero €& abaixo de 10 % de intensidade. Estes
isdmeros apresentam outras importantes perdas de moléculas pequenas que
sao especificas de cada isdmero. Foi possivel observar também que a
intensidade do ion molecular é maior que 50 % para o isémero 6-C glicosilado.
Como o tipo de experimento realizado por esses autores foram diferentes (LC-
APCI-MS ou LC-ES-MS no modo negativo e positivo) dos realizados neste
trabalho, os resultados ndo puderam ser perfeitamente comparados aos
obtidos no espectro de massas (FIGURA 4.34d-e, p. 153).

Os espectros de massas (FIGURA 4.34d-e, p. 153) exibem o mesmo
tipo de fragmentagao tipica de C-glicosilflavonas conforme descrito no item
4.5.3 (p. 143) e discutido acima, os quais a partir do ion molecular [M-H]"
verificou-se a perda dos fragmentos [M-H-90]"; [M-H-120]"; [M-H-146-18]"
caracteristicos de di-C-glicosilflavonas. Pode-se observar também a saida de
[M-H-146-18]" a partir dos ions pseudomoleculares de m/z 649,6 e também de
m/z 619,7 sendo que a partir deste tem-se o pico base (m/z 455,5). Ainda no
espectro de massas verificou-se o fragmento m/z 335,5 referente a perda de
[M-H-120]" a partir do pico base (m/z 455,5). Os fragmentos obtidos sdo todos
das unidades glicosidicas. Nao se observa fragmentacbes na aglicona
apigenina (m/z 270). No ESQUEMA 4.5 (p. 173) no item 4.5.5 tem-se a
proposta de fragmentacdo para a substancia Xl, sendo que os fragmentos

obtidos e o caminho de fragmentagao sao iguais ao da substancia X.
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A andlise do espectro de RMN 'H permitiu observar um sinal em
o 13,72 (s, 1H; FIGURA 4.36, p. 162) caracteristico de hidrogénio de hidroxila
quando esta se encontra quelada na posigao C-5. A presencga de um singleto e
OH 6,66 (s, 1H; FIGURAS 4.37, p. 162 e 4.38, p. 163) que se correlaciona com
um carbono em &¢ 102,3 (HSQC, FIGURAS 4.39, p. 164 e 4.40, p. 164) é um
sinal caracteristico do hidrogénio H-3 de flavona. No mapa de correlagtes
HMBC (FIGURAS 4.41, p. 164 e 4.42, p. 165) observou-se que este singleto
(4 6,66) se correlaciona com os carbonos em &¢ 121,8; d¢c 163,6 e o¢c 99,7

atribuidos a C-1’; C-2 e C-10, respectivamente.

13,70
—> HSQC —> HMBC

Ainda no espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.37, p. 162 e 4.38, p. 163)
tém-se um par de dubletos integrando para dois hidrogénios com
deslocamentos em &y 8,01 (H-2°, H-6’) e &4 6,95 (H-3' e H-5’) com constante
de acoplamento orto (J = 9,2 Hz) os quais sdo quimicamente equivalentes
devido a livre rotacado do anel B. No espectro de HSQC (FIGURAS 4.39, p. 163
e 4.40, p. 164) verificou-se que estes dois hidrogénios se correlacionam com
os carbonos &¢ 128,7 (C-2’, C-6’) e &¢ 116,1 (C-3’ e C-5’) e no espectro de
HMBC (FIGURAS 4.41, p. 164 e 4.42, p. 165) observou-se a correlagdo do
hidrogénio em &y 8,01 (H-2’, H-6’) com os carbonos &¢c 163,6 (C-2); d¢c 128,7
(C-2', C-6’) e &¢c 161,5 (C-4’); o hidrogénio o4 6,95 (H-3' e H-5’) mostra
correlagao com os carbonos em &¢ 116,1 (C-3’ e C-5’) e 6¢ 121,8 (C-1’). Esses
dados sugerem a presenga da aglicona da apigenina com as posi¢coes C-6 e

C-8 do anel A substituidas. A observagao de sinais na regiao entre o4 3,0-5,0
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do espectro (RMN 'H, FIGURAS 4.37, p. 162) indicam a presenga de

glicosideos.

J=9,2Hz 6,95
P
8,01 H._""8
H 6,95

H —

8.01 J=9,2Hz
CosY e | H3eHs

—> HsQC ——> H-2'eH6'

Através da andlise do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.37, p. 162 e
4.38, p. 163) verificou-se a presenga de trés hidrogénios anoméricos em &y
5,29 (d, J = 2,4 Hz, 1H); &4 5,09 (d, J = 9,2 Hz, 1H) e &4 5,02 (d, J = 10,0 Hz,
1H) a qual confirma a discuss&o acima com os dados do espectro de massas.
O dubleto em &4 0,61 (3H, H-6"", J = 9,2 Hz) é caracteristico de metila de uma
unidade de raminose e este se correlaciona com o hidrogénio em &4 5,29 no
espectro de COSY (FIGURAS 4.43, p. 165 e 4.44, p. 166), sugerindo entdo a
presenca de duas unidades de glicoses e uma unidade de raminose. Estes
hidrogénios mostram correlagdo com os carbonos (HSQC, FIGURAS 4.39, p.
163 e 4.40, p. 164) em &¢c 74,8 (C-1"); &¢c 72,3 (C-1") e ¢ 99,7 (C-1"") a qual
permite supor que as duas glicoses estao ligadas diretamente na aglicona e
que a raminose esta ligada em uma das duas glicoses, ou seja, dois C-

glicosideos e um O-glicosideo.
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O espectro em 2D de correlagdo homonuclear de COSY 'H x 'H
(FIGURA 4.44, p. 166, TABELA 4.12, p. 162) foi usado para a confirmacao das
interagcdes spin-spin dos atomos de hidrogénios das duas glicoses e da
raminose, e dessa forma pode-se atribuir os valores de deslocamentos dos
mesmos.

Para se determinar a posi¢cdo na qual os glicosideos estao ligados na
aglicona utilizou-se as correlagbes do espectro de HMBC (FIGURA 4.42,
p. 165) e observou-se que o hidrogénio em &y 5,09 se correlaciona com os
carbonos em d¢c 159,3 e &c 74,7 atribuidos a C-5 e C-2”; o hidrogénio em
Oy 5,02 se correlaciona com o sinal em 6¢c 107,6 (C-8) e oy 5,29 se
correlaciona com os sinais em &¢ 69,8 (C-5"); &¢ 71,5 (C-2"") e &¢ 70,5 (C-3™).
A ligacdo interglicosidica entre a raminose e a glicose na posicao C-6 foi
confirmada no carbono C-2 da unidade de glicose pelo valor do deslocamento
quimico do mesmo (6¢ 74,7), a qual apresenta um sinal de carbono com valor
mais desblindado (efeito a), assim como pela desblindagem nos carbonos
viscinais C-1 e C-3 (&¢ 72,3 e d¢ 80,9) os quais apresentam deslocamentos
mais altos (efeito B; HUSSEIN et al., 1997) quando comparados aos carbonos
correspondentes C-2” (8¢ 71,09); C-1" (d¢c 74,35) e C-3” (&6¢c 78,72) da
6-C-glicosilapigenina (isovitexina, DMSO; RAYYAN et al., 2004).

741 HO 715

Através dos experimentos de HSQC (FIGURAS 4.39, p. 163 e 4.40, p.
164) e HMBC (FIGURAS 4.41, p. 164 e 4.42, p. 165) pode-se atribuir todos os
carbonos da substancia Xa (majoritaria) que com a analise do conjunto de
dados em comparagao com a literatura (RAYYAN et al., 2004 e VELOZO et al.,
2009, TABELA 4.13, p. 161) indicaram ser a flavona apigenina 6-C-(2"-O-0-L-
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raminopiranosil-B-D-glucopiranosil)-8-C-B-D-glucopiranoside  ou  apigenina
6-C-neohesperidosil-8-C-glucopiranoside.

O conférmero (rotdmero) minoritario Xb apresentou no espectro de
RMN "H (FIGURAS 4.37, p. 162 e 4.38, p. 163) o singleto 5y 6,61 (H-3) que se
correlaciona com o carbono em &¢c 104,5 (HSQC, FIGURA 4.39, p. 163) e 0
hidrogénio &y 13,79 atribuido a hidroxila em C-5, sendo estes sinais
caracteristicos de uma flavona. Observou-se também os dubletos &4 7,90 (2H,
J =8,4 Hz,); 64 6,93 (2H, J = 8,4 Hz,) e b4 5,30 (1H, J = 2,4 Hz,) atribuidos a
H-2', H-6’; H-3', H-5'; o ultimo sinal é referente ao hidrogénio anomérico da
raminose e através do espectro de COSY (FIGURA 4.44, p. 166) foi possivel
determinar a sequéncia dos hidrogénios H-2"” (6y 3,59); H-3" (4 3,45); H-4"
(®n 3,14), H-5"" (dn 2,15) e H-6"" (dn 0,68) os quais mostram correlagdes no
espectro de HSQC com os carbonos em &¢ 100,5; ¢ 71,3; &¢c 72,1; &¢c 74,8;
O¢c 69,0 e &¢c 18,0, respectivamente. Esses dados confirmam a presenga do
rotamero Xb.

Os experimentos de RMN de 1D e 2D foram realizados em MeOD para
melhor definicdo e atribuicdo dos sinais da regido glicosidica, ja o experimento
de C foi realizado em DMSO uma vez que a fragdo B & muito polar e
solubiliza melhor quando em altas concentragbes no segundo solvente citado.
Assim ha uma pequena diferenga nos valores de deslocamentos quimicos
nestes dois solventes tanto para carbono quanto para préton (TABELAS 4.12,
p. 160 € 4.13, p. 161).

Apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-glucoside (X)
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TABELA 4.12: Dados de RMN de 'H de apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-
glucopiranoside (Xa e Xb) e modelos utilizados na determinagdo da estrutura [Lit: a)
RAYYAN et al., 2004; rotamero majoritario; b) VELOZO et al., 2009; c) RAYYAN et al.,

2004; rotamero minoritario].

84 (ppm), J (Hz)'

H Lit. a Lit. b Lit. c
Xa 2"-O-raminosil- Vicenin Il Xb 2"-0O-raminosil-
MeOD, 400 MHz isovitexina MeOD, 400 MHz isovitexina

MeOD, 600 MHz DMSO 500 MHz DMSO 600 MHz

2
3 6,66 (s) 6,70 (s) 6,70 (s) 6,61 (s)
4
5 13,72 (s) 13,70 (s) 13,72 (s)
6
7
8 6,62 (s) 6,48 (s)
9
10
1,
2,6  801(d 92) 7,94 (d, 8,8) 8,00 (d, 8,9) 7,90 (d, 8,4)
3,5 695(d 92) 7.02 (d, 8,8) 6,90 (d, 8,9) 6,93 (d, 8,4)
4!
17 5,09 (d, 9,0) 4,03 (sl) 4,75 (d, 9,8) 4,66 (d, 9,7)
g A3 éds)’ 8.0 4,36 (m) 3,86 (m) 417 (t, 9,5)
3” 3,63 (m) 3,66 (M) 3,29 (m) 3,36 (m)
4” 3,43 (m) 4,66 (m) 3,29 (m)
5” 3,30 (m) 3,47 (m) 3,30 (m) 3,11 (m)
6a”/b a 3,95 (m) a 3,97 (m) a 3,50 (m) a 3,68 (m)
b 3,78 (m) b 3,81 (m) b 3,78 (m) b 3,41 (m)
1 5,02(d, 10,0) 4,88 (d, 9,8)
2 3,61 (m) 3,86 (m)
K 3,42 (m) 3,38 (m)
4 3,35 (m) 3,42 (m)
5 3,40 (m) 3,25 (m)
s a 3,92 (m) a 3,50 (m)
67alb 375 (m) b 3,78 (m)
17 5,29 (d, 2,4) 5,32 (sl) 5,30 (d, 2,4) 5,02 (sl)
2" 3,85 (m) 3,96 éd;)’ 18 3,59 (m) 3,61 (m)
3 3,31 (m) 3,51 (m) 3,45 (m) 3,09 (m)
47 3,11 (m) 3,21 (t, 9,7) 3,14 (m)
5" 2,13 (m) 2,64 (m) 2,15 (m)
6" 0,61 (d, 9,2) 0,84 (sl) 0,68 (d, 8,0) 0,59 (d, 6,1)
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TABELA 4.13: Dados de RMN de C de apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-
glucopiranoside (Xa e Xb) e modelos utilizados na determinagdo da estrutura [Lit: a)
RAYYAN et al., 2004; rotamero majoritario; b) VELOZO et al., 2009; c) RAYYAN et al.,

2004; rotdmero minoritario].

&¢c (ppm)
c Xa(®o (H;(SC) Lit. a Lit. a Litb  Xb(®C) Lit.c
DM;‘:I’;% MeOD DMSO MeOD DMSO  DMSO, DMSO
125MHz 150 MHz 150 MHz 125MHz 125MHz 150 MHz
2 163,6 167,0 163,2 166,2 163,9
3 102,3 103,8 102,8 103,9 102,4 1045
4 181,8 181,4 184,1 182,0 182,5
5 159,3 157,0 161,3 164,6 158,3 160,5  160,0
6 105,5 109,0 109,6 108,3 108,7
7 160,5 161,5 162,6 164,8 161,3 163,5
8 107,6 109,0 93,0 95,1 105,1 94.3
9 157,0 155 4 156,2 158,8 155,1 156,4
10 99,7 103,0 103,8 105,5 102,4 103,5
1 121,8 122,5 121,1 123,1 121,4
2,6 1287 130,0 128,4 129,5 128,8 129,2
3,5  116,1 117,0 116,1 117,0 115,9 117,0
4 161,5 163,0 161,1 162,8 161,3
17 72,3 735 713 735 743 712
27 747 75,8 74.6 775 71,9 75.8
3" 80,9 81,0 80,0 81,4 78,8 79.7
4” 70,8 70,9 772 70,3 70,9
57 80,5 81,4 82,4 81,4 815
6” 61,5 61,9 62,9 61,1 613
T 74.8 75.9 73,9
2 71,1 71,9
3 80,4 78,8
4 72,0 70,5
5™ 81,9 81,8
6" 61,8 60,7
17 99,7 101,0 100,4 101,9 1005 1007
27 715 715 723 72,0 713 70,6
3" 70,5 70,0 72,0 723 72.1 703
4 74.1 73,1 73.9 74.8
57 69,8 69,0 69,9 69,7 69,0
6" 17,8 18,0 18,0 18,0 17,7
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FIGURA 4.37: Espectro de RMN 'H da flavona (X) (MeOD 400 MH z).
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FIGURA 4.39: Mapa de correlacdes HSQC da flavona (X) (MeOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.42: Ampliagcdo do mapa de correlagdo HMBC da regidao dos agucares da
flavona (X) (MeOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.43: Espectro de COSY da flavona (X) (MeOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.44: Ampliagdo do espectro de COSY da regido dos agucares da flavona
(X) (MeOD, 400 MHz).
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4.5.5 — Determinacgao estrutural da substancia XI

A substancia Xl foi isolada na forma de dois isbmeros conformacionais
da subfracdo C (RCMHc) conforme descrito no item 3.6.6 (p. 73), a qual
apresentou-se como solido amarelo. Esta substancia foi identificada através de
RMN "H, RMN C, HSQC, HMBC e LC-MS e comparacdo com dados da
literatura (RAYYAN et al., 2004; VELOZO et al., 2009).

Através da analise do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.48-4.40, p.
175) desta subfragcdo C verificou-se a presenca de dois constituintes com
sinais de deslocamentos quimicos de flavonas glicosiladas na mesma e com
predominancia de um deles. Quando o espectro RMN 'H (FIGURA 4.49, p.
175) foi adquirido em MeOD verificou-se a propor¢ao 9 : 1, ja para o espectro
RMN "H (FIGURA 4.48, p. 175) adquirido em DMSO a proporgao observada foi
de 8: 2.

Este comportamento foi descrito por RAYYAN et al. (2004) no qual
verificou-se que a presenga de rotdmeros leva a duplicagdo de sinais no
espectro de RMN nas flavonas que contém substituintes 8-C-hexosil. Isto
ocorre devido as interagdes entre o anel B da flavona e o substituinte 8-C-
hexosil que levam a rotagao restrita do anel B e/ou da hexose dando a mistura
de dois rotameros distinguiveis no espectro de RMN (MARKHAM et al., 1987
apud RAYYAN et al., 2004).

No caso das flavonas com 6-C-glicosideos pode ser observada apenas
quando o substituinte possui um grupo glicosil que €& volumoso. Pode-se
observar também a presenca de rotdmeros para 6-C-glicosilflavonas nos casos
em que a posicdo C-7 tenha como substituinte um grupo metoxila ou um
O-glicosil (DAVOUST et al., 1980; CHENG et al., 2000; LEWIS et al., 2000;
NORBAEK et al., 2000 apud RAYYAN et al., 2004).

Ao introduzir uma segunda unidade de agucar (raminosil) na posigao 2”
do grupo 8-C-glicosil da flavona, verificou-se que a proporgao relativa diminuiu
consideravelmente (de 0,06 para 0,26 do rotdmero minoritario) quando mudou-
se o solvente de DMSO para o solvente MeOD, o que indica baixa barreira de

energia rotacional no equilibrio dos dois rotameros em MeOD comparado com
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DMSO. Para a apigenina 6-C-neohesperidoside (120) observou-se uma
proporgao relativa dos rotdmeros de 1.00 : 0.88 quando solubilizada em DMSO
e no solvente MeOD nao detectou-se sinais distintos para os rotdmeros
(RAYYAN et al., 2004).

T oo
He £ Apigenina 6-C-neohesperidoside (120)

HO

Para obter mais dados sobre os rotameros presentes na fragdo C
realizou-se o experimento CL-EM, conforme indicado no item 3.6.6 (p. 73), e
observou-se neste estudo que a propor¢ao dos dois € aproximadamente de
83 : 17 (FIGURA 4.46a, p. 169). Esta propor¢cdo pode ser confirmada no
espectro de RMN 'H (DMSO, FIGURA 4.49). Os espectros de UV (DAD,
FIGURA 4.47b-c, p. 169) dos dois constituintes da mistura sao iguais
(N = 215,7; 271,7; 339,7 nm) e condizentes com a apigenina (56, p. 47,
A = 268,5; 336,2 nm; LI et al., 2007), assim como também s&o iguais 0s
espectros de massas cuja pseudomolecular obtida para os dois conférmeros
foi de 739 Daltons, conforme mostra a FIGURA 4.46a-b (p. 169).
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FIGURA 4.46: a) Cromatograma da subfragédo C b) Espectro de UV da flavona Xla
(tr = 2,53 min); c) espectro de UV da flavona Xlb (tgr = 4,33 min).

Nos espectros de massas (FIGURA 4.47a-b, p. 170) pode-se verificar
fragmentacao caracteristica de di-C-glicosilflavonas conforme discussdao nos
itens 4.5.3 (p. 143) e 4.5.4 (p. 151). Analisando a FIGURA 4.34d-e (p. 170) do
item anterior (4.5.4, p. 151) pode-se observar ainda que os espectros de
massas destas duas subfra¢des (B e C) sdo muito parecidos, diferenciando-se
apenas pela intensidade de alguns picos, dentre eles o pico do ion molecular
[M-H]” o que indica a presenca de isbmeros de posi¢ao entre as subfracdes B
e C. No ESQUEMA 4.5 (p. 173) tem-se a proposta de fragmentagcao da flavona
(XI).
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FIGURA 4.47: a) Espectro de massa no modo negativo [M-HJ™ [ion pseudomolecular]
da flavona Xla (tr = 4,45 min); b) da flavona Xlb (tg = 2,5 min).

Analisando os espectros de RMN 'H (FIGURA 4.48-4.49, p. 175)
observou-se um sinal em oy 13,70 (s, 1H) caracteristico de hidrogénio de
hidroxila quando esta se encontra quelada, posicionada em C-5. Os dubletos
em oy 8,11 (d, J = 9,2 Hz, 2H) e &4 6,98 (d, J = 9,2 Hz, 2H) foram atribuidos
aos hidrogénios H-2', H-6’ e H-3’ e H-5’ 0s quais devido a livre rotagao do anel
B sdo quimicamente equivalentes. A presenca de um singleto em &4 6,89 (s,

1H) € um sinal caracteristico do hidrogénio H-3 em flavonas.

13,70

No espectro de HMBC (FIGURA 4.50, p.
correlacdo do sinal &4 8,11 correspondente a H-2'/H-6’, com o sinal em
Oc 161,6 referente a C-4’; d¢ 164,4 (C-2) e d¢ 130,0 (C-2'/C-6). O sinal &4 6,98

(H-3'/H-5’) mostra correlagdo com o sinal d¢c 121,6 atribuido a C-1". O

176) foi observada a
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hidrogénio H-3 (&4 6,89) se correlaciona com os carbonos &¢c 121,6 (C-1°);
0c 107,4 (C-10) e &¢c 164,4 (C-2).

Analisando ainda, o espectro de HMBC (FIGURA 4.50, p. 176) verificou-
se as correlagdes do hidrogénio anomeérico H-1” (dy 4,86, d, J = 9,6 Hz) com os
carbonos &¢ 71,8 (C-2"); d¢c 107,4 (C-10); ¢ 105,4 (C-6); d¢c 160,5 (C-5) e
Oc 158,9 (C-7) e no espectro de HSQC (FIGURAS 4.51, p. 176 € 4.52, p. 177)
este hidrogénio mostra correlagdao com o carbono &¢ 74,0 (C-1”) e desta forma
verificou-se que este glicosideo esta ligado diretamente na posicédo C-6 da
flavona.

O outro hidrogénio anomérico com sinal em &4 4,88 (d, J = 8,8 Hz)
mostra correlagdo com o carbono 6¢ 71,8 (C-1"; HSQC, FIGURAS 4.51, p. 176
e 4.52, p. 177); ¢ 74,5 (C-27); d¢c 155,1 (C-9); d¢c 107,4 (C-10) no espectro de
HMBC (FIGURA 4.50, p. 176). Estes dados indicam que esta glicose esta
ligada diretamente na posicdo C-8, e as duas glicoses apresentam
configuracao B devido a constante de acoplamento como mostra a TABELAS
4.8 (p. 140) e 4.9 (p. 142).

A terceira unidade de agucar apresenta um singleto largo em &y 5,10
(RMN "H, FIGURA 4.49, p. 175) e mostra correlacdo no espectro de COSY
(FIGURA 4.53, p. 177) com o dubleto em &4 0,50 (3H, J = 6,0 Hz) os quais sao
caracteristicos de uma unidade de raminose. Este hidrogénio anomérico
mostra no espectro de HSQC (FIGURAS 4.51, p. 176 e 4.52, p. 177)

”n

correlagdo com carbono &¢ 99,8 (C-1"") a qual indica uma ligagado O-glicosideo.

No espectro de HMBC (FIGURA 4.50, p. 176) mostra correlagdo com os
carbonos &¢ 74,5 (C-2); &¢c 71,5 (C-2"); &¢c 70,6 (C-3") e d¢c 69,8 (C-57).
Estes dados indicam a presenca de uma neohesperidose (rha 1—2 glu) na
posicao C-8 da flavona apigenina.

OH

705 L59.7 fe)

HO 82,2 OH
HO
80,2 745 71,8 70,8 {612 o
HO 80,9
HO

71,8
77,8 OH 74,0
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Através dos experimentos de RMN (FIGURAS 4.48 a 4.54, p. 175 a
178) pode-se atribuir todos os deslocamentos quimicos da substancia Xl que
com a analise do conjunto de dados de CL-EM em comparagdo com a
literatura (RAYYAN et al., 2004; VELOZO et al., 2009; TABELA 4.14, p. 174)
indicaram ser a flavona apigenina 6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-(2"-O-a-L-
raminopiranosil-B-D-glucopiranoside) ou apigenina 6-C-glucopiranosil-8-C-
neohesperidoside.

O conférmero (rotdmero) minoritario Xlb apresentou no espectro de
RMN 'H (FIGURAS 4.48-4.49, p. 175) o singleto &y 6,79 (H-3) que se
correlaciona com o carbono em d¢ 104,5 (HSQC, FIGURAS 4.51, p. 176 e
4.52, p. 177) e o hidrogénio &y 13,79 atribuido a hidroxila em C-5, sendo estes
sinais caracteristicos de uma flavona. Observou-se também os dubletos
on 7,93 (2H, J = 8,4 Hz,); 64 6,95 (2H, J = 8,4 Hz) e 64 0,68 (J =8,4 Hz) e 0
multipleto &4 5,15 (m) atribuidos a H-2’/H-6’; H-3’/H-5’ ao sinal da metila e ao
hidrogénio anomérico da raminose. O espectro de HSQC (FIGURAS 4.51, p.
176 e 4.52, p. 177) mostra a correlagdo do sinal em oy 7,93 (H-2’/H-6’) com o
sinal em &¢ 130,0 (C-2°/C-6’), do hidrogénio em &y 6,95 (H-3’/H-5’) com o
carbono em &¢ 116,0 (C-3’/C-5’). Os sinais em 6y 0,68 (H-6"") e &4 5,15 (H-1"")
mostram correlacdo com os carbonos &¢c 17,8 (C-6"") e &¢ 100,1 (C-1"),
respectivamente (HSQC, FIGURAS 4.51, p. 176 e 4.52, p. 177). Esses dados

confirmam a presencga do rotamero Xib.

OH @)

Apigenina 6-C-glicosil-8-C-neohesperidoside (XI)
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ESQUEMA 4.5: Proposta de fragmentagao da flavona (XI).
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TABELA 4.14: Dados de RMN de 'H e ™C apigenina 6-C-glucopiranosil-8-C-
neohesperidoside (Xla, DMSO 400/100 MHz; Lit: a) RAYYAN et al., 2004, MeOD
600/300 MHz; b) VELOZO et al., 2009, DMSO, 500/125 MHz).

5u (ppm), J (HZ) 5c (ppm)
H/C Lit. a Lit. b
Xla 2”-O-raminosil- Vicenin Il Xla Lit. a Lit. b
vitexina
2 164,42 166,53 163,91
3 6,89 (s) 6,66 (s) 6,70 (s) 102,67 103,53 102,40
4 182,44 183,99 182,01
5 13,70 (s) 13,70 (s) 160,50 162,56 158,27
6 105,41 99,81 108,27
7 158,86 164,12 161,28
8 104,08 105,52 105,09
9 155,08 157,77 155,09
10 107,42 105,89 102,40
1 121,57 123,42 121,40
2,6 8,11 (d; 9,2) 8,04 (d; 8,7) 8,00 (d; 8,9) 130,0 129,89 128,76
3,5 6,98 (d; 9,2) 7.02 (d; 8,7) 6,90 (d; 8,9) 116,0 116,91 115,94
q 161,61 162,56 161,28
1” 4,86 (d; 9,6) 4,75 (d; 9,8) 73,98 74,32
2” 3,60m 3,86 m 71,76 71,87
3” 3,38 m 3,29 m 77,76 78,76
4” 3,46 m 3,29 m 70,79 70,32
5” 3,43 m 3,30m 80,88 81,41
6a”’lb a3,84mb3,59m a3,50mb3,78m |61,23 61,07
17 4,88 (d; 8,8) 5,12 (d; 9,9) 4,88 (d; 9,8) 71,76 73,59 73,86
4,34 (dd; 9,9; 3,86 m
2” 4,11 (t; 8,8) 8.6) 74,50 78,04 71,87
3” 3,53 m 3,74 m 3,38 m 80,21 81,48 78,84
4" 3,56 m 3,74 m 3,42 m 70,48 72,12 70,54
5" 3,30 m 3,55 m 3,25m 82,21 82,68 81,78
6”alb a382mb358m a4,06mb3,89 a350mb3,78m |59,68 63.01 60.66
m
17 5,10 (s) 5,32 sl 99,85 102,37
3,96 (dd; 1,8; 71,50
2" 4,70 m 72,37
3,2)

37 3,10 m 3,51 m 70,63 71,84

4" 3,02m 3,21 (t;9,7) 74,45 73,43

5"” 1,96 m 2,64 m 69,83 69,84

6”” 0,50 (d; 6,0) 0,84 sl 17,78 17,97
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FIGURA 4.48: Espectro de RMN "'H da flavona (XI) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.49: Espectro de RMN 'H da flavona (XI) (DMSO, 400 MHz).




Resultados e Discussio

Ao bl L

JW

-—w

L1}

.‘

-

F 70
8L 95
' = 80
- 85
- 90
- 95
. F100
F105
F110
115

=120

F130
135
k140
STH
150
L155
L 160
165
F170
F17s

F180

T T T LS 185

2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
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FIGURA 4.52: Ampliacdo do mapa de correla¢gdes HSQC da flavona (XI) (DMSO, 400
MHz).
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FIGURA 4.53: Espectro de COSY da flavona (XI) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.54: Espectro de °C da flavona (XI) (DMSO, 400 MHz).

4.5.6 — Identificagao estrutural da substancia XIi

A substancia Xll apresentqou-se como solido amarelo, isolada da
subfragdo H (RCMHd-4) como descrito no item 3.6.6 (p. 73) a qual foi
identificada através de RMN 'H, RMN '*C, HSQC, HMBC e LC-MS e
comparados com dados da literatura (RAYYAN et al., 2004, TABELAS 4.15, p.
187; 4.16, p. 188).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.55, p. 181) apresentou um dubleto
Oy 8,01 (d, 2H) e outro dubleto em &4 6,97 (d, 2H) com constante 10,0 Hz
indicando acoplamento orto entre esses hidrogénios. Esses sinais foram
atribuidos a H-2', H-6’, H-3' e H-5’, respectivamente, cuja equivaléncia é
ocasionada pela livre rotacdo do anel B. O dubleto correspondente a H-3' e
H-5" aparece mais protegido em relagdo aquele correspondente a H-2’ e H-6’

devido ao efeito de protegdo do substituinte em C-4’. No espectro de COSY
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(FIGURA 4.56, p. 181) pode-se confirmar o acoplamento orto entre os
higrogénios H-2’-H-3’ e H-5’-H-6’.

COSsYy

8,01

O espectro de HSQC (FIGURA 4.57, p. 182) mostra a correlagdo dos
hidrogénios em &y 8,01 e o4 6,97 com os carbonos em &¢c 134,0 (C-2'/C-6’) e
oc 121,0 (C-3'/C-5), respectivamente. A analise do espectro de HMBC
(FIGURA 4.58, p. 182) mostra a correlagao do sinal em &y 6,97 com o carbono
em O¢c 127,0 atribuido a C-1" e do dubleto em o4 8,01 com os carbonos em
Oc 134,0 (C-2'/C-6’) e d¢c 167,0 (C-2) sendo este ultimo um deslocamento de
carbono-B de uma carbonila a-B insaturada o que evidencia a presenca de

uma flavona.

— > HMBC - H-2/H-6'

—— HMBC - H-3/H-5'

No espectro de RMN 'H (FIGURA 4.55, p. 181) confirmou-se a
presenca da flavona pelo singleto em &y 6,69 (1H) caracteristico do hidrogénio
H-3; tém-se ainda os singletos &y 6,13 (1H) atribuido a H-6, indicando a
presenca de um anel A pentasubstituido e d4 13,09 (s, 1H) do hidrogénio da
hidroxila que se encontra quelada, posicionada em C-5. Através do espectro
de HSQC (FIGURA 4.57, p. 182) pode-se verificar a correlagédo do hidrogénio
em Oy 6,69 com o carbono em d¢ 107,0 e Oy 6,13 com &¢ 104,0.
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— > HSQC

A presencga de sinais na regidao entre &y 3 e 5 ppm no espectro de
RMN 'H (FIGURA 4.55, p. 181) sugerem a presenca de unidades de acucar,
as quais foram confirmadas pela presenca de dois protons anoméricos em
Oy 4,97 (sl, 1H) e 0y 4,79 (d, 1H, J = 8,8 Hz) o que indica uma unidade de
glicose e uma unidade de raminose cuja presenga é evidenciada pelo dubleto
da metila em &4 0,49 (d, 3H, J =7,2 Hz).

A configuracao das unidades glicosidicas foram determinadas de acordo
com as constantes de acoplamento e comparacido com dados da literatura
(HARBONE, 1994), sendo entdo uma B-glicose (J = 8,8 Hz) e uma a-raminose
devido a baixa constante de acoplamento entre o préton anomérico e o H-2".

No espectro de HSQC (FIGURA 4.57, p. 182) observa-se que o dubleto
em Oy 4,79 referente a B-D-glicose se correlaciona com o carbono &¢ 77,0
caracteristicos de um flavonodide C-glicosilado e o sinal em oy 4,97 se
correlaciona com o carbono &¢ 105,5 a qual indica uma ligagao O-glicosideo.
Diante dos dados obtidos pode-se propor que a glicose esta ligada na posi¢ao
C-8 da aglicona e a raminose ligada na glicose ou nas posigdes com hidroxilas
(C-4’, C-5, C-7). Os dados de RMN de uma e duas dimensdes foram
insuficientes para a determinacio exata da posicao da raminose.

Desta forma realizou-se o experimento LC-MS conforme indicado no
item 3.6.6 (p. 73) a fim de obter mais dados sobre esta substancia. No
espectro de RMN 1D e 2D visualizou-se apenas um composto, entretanto no

LC-MS verificou-se que trata-se de uma mistura isomérica.
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FIGURA 4.55: Espectro de RMN "H da 2”-O-raminosilvitexina (XIl) (DMSO, 400 MHz);
os sinais em verde sao referentes a glicose e os sinais em azul a raminose.
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FIGURA 4.56: Espectro de COSY da 2”-O-raminosilvitexina (XIl) (DMSO, 400 MHz);
os sinais em verde sao referentes a glicose e os sinais em azul a raminose.
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FIGURA 4.57: Mapa de correlagbes HSQC da 2"-O-raminosilvitexina (XIlI) (DMSO,
400 MHz); os sinais em verde sao referentes a glicose e os sinais em azul a raminose.
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FIGURA 4.58: Mapa de correlagbes HMBC da 2"-O-raminosilvitexina (XII) (DMSO,
400 MHz); os sinais em verde sao referentes a glicose e os sinais em azul a raminose.
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Neste estudo verificou-se que a proporcdo dos dois € aproximadamente

de 83 : 17 (FIGURA 4.59a, p. 183). Esta propor¢do nao pode ser confirmada

no espectro de RMN 'H uma vez que no mesmo os sinais de agua do solvente

e do mesmo foram muito intensos e os sinais de um dos confébrmeros nao
pode ser integrado. Os espectros de UV (DAD, FIGURA 4.59b-c, p. 183) dos

dois constituintes da mistura s&o iguais (A = 215,7; 271,7; 330,7 nm) e

condizentes com a absor¢cdao da flavona 2”-O-raminosilvitexina (A = 223 sh;

269; 330 nm; NIKOLOV et al.,, 1982), assim como também sdo iguais os

espectros de massas cuja molecular obtida para os dois conférmeros foi de
578 Daltons, conforme mostra a FIGURA 4.60a-b (p. 184).
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FIGURA 4.59: a) Cromatograma da subfragdo H b) espectro de UV flavona Xlib
(tr = 2,54 min); c) espectro de UV da flavona Xlla (tg = 5,35 min).

No espectro de massas (FIGURA 4.60a-b, p. 184) pode-se verificar uma

fragmentacao caracteristica de C-glicosil flavonas como descrito no item 4.5.3
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(p. 143), na qual ocorrem perdas neutras, sendo inicialmente da unidade
glicosilica mais externa [M-H-164] referente a raminose. Em seguida, tem-se a
saida do fragmento neutro [M-H-120]" através de um rearranjo na unidade de
glicose (FIGURA 4.60b-c, p. 184). Pode-se observar também que estas perdas
neutras podem ocorrer de forma inversa, ou seja, primeiro ocorre a saida do
fragmento [M-H-120]" e depois de [M-H-164]". Outro fragmento observado é
[M-H-146]" como mostra o ESQUEMA 4.6 (p. 186).
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4135 1.13e5
100,
a)
577.6
& 2935
3115 457.4
0 |
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FIGURA 4.57: a) Espectro de massa no modo negativo [M-H]” como ion molecular da
flavona Xlla (tg = 5,35 min) e b) da flavona XllIb (tr = 2,54 min).

Os dados do espectro de massas (FIGURA 4.60, p. 184), comparados
aos da literatura (RAYYAN et al., 2004), revela a presenca de dois isdbmeros
conformacionais criados pelo impedimento rotacional na ligagdo C(sp®)-C(sp?)
entre o agucar e a flavona. O que indica a presencga dos conférmeros e nao de
isdmeros de posi¢cao, como discutido no item 4.5.3 (p. 143), cuja intensidade
dos picos para as duas bandas cromatograficas € a mesma. Esse tipo de
isomeria € caracteritico de sistemas onde a rotacio livre em torno de uma
ligacdo simples é impedida (GRILLI et al., 2004), sendo frequentemente
observado em flavonas C-glicosiladas com substituicado na posi¢ao C-8 ou C-6
(RAYYAN et al., 2004).
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De acordo com as correlagcdes observadas nos espectros RMN
(FIGURA 4.55-4.58, p. 181 e 182; TABELAS 4.15, p. 187 e 4.16, p. 188) para
substancia Xll e com as informag¢des dos fragmentos gerados pela dissociagao
induzida por colisdo (CID) no experimento LC-MS conforme descrito no item
3.6.6 (p. 73) pode-se atribuir a seguinte estrutura ao sacarideo: rha (1—2) glc
ligada a aglicona por uma ligacdo C-glicosidica na posi¢ao C-8 (WARIDEL et
al., 2001). Desta forma pode-se afirmar que se trata da flavona

2”-O-raminosilvitexina.

OH O
2"-O-raminosilvitexina (XII)

Ha dados na literatura (YING et al., 2008) sobre a grande atividade
antioxidante de 2"-O-raminosilvitexina (XIl), o que evidencia, segundo estudos,
um papel preventivo sobre patogenidades humanas como, por exemplo,

prevenir o aparecimento de células cancerigenas para este composto.
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H\HAOH m/z 457,4 mlz 457,4
° - OH
\/ HO. OH HO.
N— X
v Hoﬁ OH
HO
CH, o
Equilibrio
ceto-endlico
m/z 311,5 m/z 293,5

ESQUEMA 4.6: Fragmentag&o da 2”-O-raminosilvitexina (XII).

186




Resultados e Discussio

TABELA 4.15: Dados de RMN de 'H de 2”-O-raminosi-vitexina [Xlla, conférmero mais
abundante, Xllb, conférmero menos abundante DMSO, 400 MHz; Lit: a) RAYYAN et

al., 2004, MeOD, 600 MHz; b) DOYAMA et al., 2005, DMSO, 200 MHz].

Sy, J (Hz)
H Xlla RAYYAN et DOYAMA et Xllb RAYYAN et
al., 2004 al., 2005 al., 2004
2
3 6,69 (s) 6,66 (s) 6,66 (s) 6,69 (s) 6.67 (s)
4
5 13,09 (s) 13,13 (s) 12,90 (s)
6 6,13 (s) 6,36 (s) 6,36 (s) 6,45 (s) 6,35 (s)
7
8
9
10
1!
2 @ 8,01 (d, 8,04 (d, 8,04 (d, 7,90 (d,J = 7,89 (d,
’ J=10,0) J=8,7) J=28,7) 10,0) J=8,7)
3 B 6,88 (d, 7,01 (d, 7,01(d,J= 6,88 (d,J = 7,00 (d,
’ J=10,0) J=8)7) 8,7) 10,0) J=28,7)
4!
Gle-1” 4,79 (d, 5,12 (d, 5,12 (d, 4,79 (d, 5,21 (d,
C-
J=28,8) J=9,9) J=9,9) J=28,8) J=9,9)
4,06 (dd, 4,34 (dd, 4,34 (dd,
2 4,14 (m) 4,32 (t, 3 =9,0)
J=8;8,8) J=9,9; 8,6) J=9,9; 8,6)
3” 3,16 (m) 3,74 (m) 3,74 (m) 3,16 (m) 3,78 (m)
4” 3,44 (m) 3,74 (m) 3,74 (m) 3,44 (m) 3,78 (m)
5” 3,16 (m) 3,55 (m) 3,55 (m) 3,16 (m) 3,64 (m)
63”6 b" a 3,75 (m) a4.06 (m) a4.06 (m) a 3,75 (m) a4.03 (m)
a’ =
b 3,57 (m) b 3,89 (m) b 3,89 (m) b 3,57 (m) b 3,88 (m)
5,19 (d, 5,19 (d, 5,29 (d,
Rha-1"" 4,97 (sl) 5,08 (sl)
J=1,8) J=1,8) J=1,8)
3,94 (dd, 3,94 (dd, 3,88 (dd,
2™ 3,57 (m) 3,57 (m)
J=1,8; 3,2) J=1,8; 3,2) J=1,8; 3,2)
3,49 (dd, 3,49 (dd,
3™ 3,16 (sl) 3,16 (sl) 3,16 (m)
J=3,2;9,5) J=3,2;9,5)
4 2,90 (t) 3,21(t,J=95) 3,21(t,J=9,5) 3,50 (m) 3,16 (m)
2,53 (dd, 2,53 (dd, 2,40 (dd,
5™ 2,20 (m) 2,52 (m)
J=9,5;6,3) J=9,5;6,3) J=6,3;9,5)
0,49 (d, 0,73 (d, 0,73 (d, 0,87 (d,
6™ 0,55 (m)
J=7.2) J=6,3) J=6,3) J=26,3)
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TABELA 4.16: Dados de RMN de C de 2”-O-raminosilvitexina [Xlla, conférmero
mais abundante, Xllb, conférmero menos abundante DMSO, 100 MHz; Lit: a)
RAYYAN et al., 2004, MeOD, 300 MHz; b) DOYAMA et al., 2005, DMSO, 50 MHZz].

c 8¢, J (Hz)
RAYYAN et al, DOYAMAetal., Xllb - RAYYAN
Xlla 2004 2005 et al., 2004
2 167,0 166,7 163,9 165,7
3 107,0 103,6 102,3 103,5
4 184,1 181,9 -
5 162,8 160,5 162,5
6 104,0 99,8 98,2 101,1
7 164,1 162,1 164,5
8 105,8 104,3 105,4
9 157,8 155,7 156,6
10 105,9 104,1 105,9
1 127,0 123,4 121,5 123,4
2', 6’ 134,0 129,9 128,9 -
3,5 121,7 116,9 115,8 -
4 160,0 162,6 161,0 162,5
Glicosil 77,0 73,6 71,4 74,9
2” 80,0 78,4 75,0 77,9
3” 87,0 81,5 79,8 81,2
47 85,0 72,1 70,3 71,6
5” 87,0 82,6 81,7 82,7
6a”-6 b” 66,2 63,0 61,1 62,5
Raminosil 105,5 102,4 100,2 -
2 75,2 72,4 70,3 72,0
3™ 75,0 71,8 71,4 71,9
4 76,7 73,4 70,3 73,1
5" 73,5 69,8 68,1 69,9
6™ 23,0 18,0 17,6 17,9
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4.5.7 — Identificagao estrutural da substancia XIlI

A substancia XIlll foi obtida em mistura com a substancia XIV da
subfragdo K (RCMHk) conforme descrito no item 3.6.6 (p. 73) a qual foi
identificada através da analise dos espectros de RMN 'H, RMN "*C, HSQC e
HMBC e comparados com dados da literatura (PENG et al., 2008).

Os dois dubletos em &4 7,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H) e 64 6,97 (d, J = 8,8 Hz,
2H) observados no espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.61-4.62, p. 193)
possuem constante de acoplamento orto, confirmada pela correlagao
apresentada no espectro de COSY (FIGURA 4.64, p. 194), atribuidos aos
hidrogénios H-2’ e H-6', H-3' e H-5, quimicamente equivalentes conforme
relatado na determinacgao estrutural das flavonas anteriormente, indicando se
tratar da aglicona apigenina. No espectro de HSQC (FIGURA 4.66, p. 195)
verificou-se correlagdes dos hidrogénios oy 7,91 (H-2'/H-6) e &y 6,97 (H-3'/H-
5’) com os carbonos &¢c 128,0 e &¢c 115,9, respectivamente. No espectro de
HMBC (FIGURA 4.67, p. 196) foi observada a correlagdo do sinal &4 7,91
(H-2'/H-6’) com o sinal em &c 160,0 referente a C-4’; com o carbono em
Oc 163,2 correspondente a C-2 e &¢ 128,0 (C-2/C-6’) e também o sinal para o
hidrogénio em &y 6,97 (H-3’/H-5’) com o carbono em &¢ 121,0 (C-1).

J=88Hz

6,97

H

7,91 H’\ﬁs,g

128,0

115,9

( H 6,97

H

7.91 J=88Hz
COSY

—> HMBC

—> HSQC

No espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.61-4.62, p. 193) observou-se um
sinal em &y 13,47 (s, 1H) caracteristico de hidroxila quando esta se encontra
quelada, na posicdo C-5 e a presenga de um singleto em &y 6,70 (s, 1H)

evidencia a presenca de uma flavona sendo este um sinal caracteristico do
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hidrogénio H-3. Este singleto (H-3) se correlaciona com os carbonos &¢ 102,2
(HSQC, FIGURA 4.66, p. 195), ¢ 163,2; 6¢c 181,2 e 8¢ 102,5 (C-2, C-4, C-10;
HMBC, FIGURA 4.67, p. 196).

13,47

Ainda no espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.61-4.62, p. 193 e 4.63, p.
194) foi observada a presenga de um hidrogénio anomérico (H-1") de
glicosideos, sendo que o sinal mais intenso oy 4,64 (d, J = 9,0, 1H) refere-se
ao composto majoritario da mistura de flavondides e se correlaciona com o
sinal em &¢ 72,5 no espectro de HSQC (FIGURA 4.66, p. 195). A posi¢ao na
qual este glicosideo esta ligado a aglicona foi atribuida através de suas
correlagdes no espectro de HMBC (FIGURA 4.67, p. 196), no qual o hidrogénio
H-1" se correlaciona com os carbonos em &¢ 70,0; &¢c 78,8; d¢ 81,0; &¢ 108,5
O0c 160,0 e &¢ 165,0 correspondentes a C-2”, C-3”, C-5”, C-6, C-5 e C-7,
através de uma ligacdo C-glicopiranosideo evidenciada pelo baixo
deslocamento de C-6 (6¢ = 108,5) para ser um O-glicosideo, e muito alta para
ser uma ligagdo C-H que é esperado estar entre ¢ 94,0 e 99,0 como discutido
no item 4.5.2 (p. 135).
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A suposig¢ao acima foi confirmada também pelas correlagbes do singleto
em Oy 6,51 (1H), correspondente entdo a H-8, com o carbono em &¢ 94,0 no
espectro HSQC (FIGURA 4.66, p. 195) e com os carbonos &¢c 102,5, ¢ 108,5
e Oc 156,1 referentes a C-10, C-6 e C-9 respectivamente, no espectro HMBC
(FIGURA 4.67, p. 196).

Através dos experimentos de RMN 1D e 2D (FIGURAS 4.61-4.68, p.
193 a 196), pode-se atribuir todos os hidrogénios e carbonos da substancia XIll
que com a analise do conjunto de dados em comparagdo com a literatura
(PENG et al., 2008; TABELA 4.17, p. 192) indicaram ser a flavona Isovitexina.

OH o)

Isovitexina (XIII)
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TABELA 4.17: Dados de RMN de 'H e ®*C da Isovitexina (XIlI; DMSO 400/100 MHz;
Lit: PENG et al., 2008; DMSO 500/125 MHz)

HiC Su (ppm), J (H2) &c (ppm)
X PENG et al., 2008 xm  PENGetal
2 1632 1635
3 6,70 (s) 6,78 () 1022 1028
4 1812 181,9
5 13,47 (s) 13,55 (s) 160,0 1612
6 1085 1089
7 1650 1633
8 6,51 (s) 6,51 (s) 94,0 93,6
9 156,  156,2
10 1025 1034
1 1210 121,14
2,6 7,91 (d; 8,8) 7,91 (d; 8,8) 1280 1285
3,5 6,97 (d; 8,8) 6,91 (d; 8,8) 1159 1160
& 160,0  160,7
6-C-Glc  4.23-325 (6H, m)  4,03-3,11 (6H, m)

17 4,64 (d; 9,0) 4,58 (d; 9,0) 72,5 73,6
2" 4,12 (sl) 70,0 71,2
3" 3,27 (m) 78,8 78,9
4 4,48 (m) 69,5 70,6
5” 3,25 (m) 81,0 81,6
6a”/6b” a 3,72 (m) b 3,52 (m) 61,0 61,5
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FIGURA 4.61: Espectro de RMN 'H isovitexina (XIIl) e vitexina (XIV) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.62: Expans3o do espectro de RMN "H das flavonas XlIl e XIV (DMSO, 400
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FIGURA 4.63: Expansao da regido do agticar do espectro de RMN 'H das flavonas
Xl e XIV (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.64: Espectro de COSY das flavonas Xlll e XIV (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.65: Expanséao da regido do agucar do espectro de COSY das flavonas XIlI

e XIV (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.66: Mapa de correlacdes HSQC das flavonas Xlll e XIV (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.68: Espectro de RMN "*C das flavonas XlII e XIV (MeOH, 400 MHz).
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4.5.8 — Determinacgao estrutural da substancia XIV

O flavonoide XIV, que foi isolado em mistura com XIlll, apresentou no
espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.61-4.62, p. 193) dois dubletos com
constante de acoplamento orto (J = 8,8 Hz) em &4 8,00 (d, 2H) e &y 6,97 (d,
2H) que foram atribuidos aos hidrogénios H-2" e H-6’, H-3' e H-5,
respectivamente, os quais sao quimicamente equivalentes. No espectro de
HSQC (FIGURA 4.66, p. 195) verificou-se correlagao do hidrogénio em &4 8,00
com o carbono em 0&c¢ 128,5, enquanto que o hidrogénio em oy 6,97 se

correlaciona com o carbono em 6¢ 115,9.

J=88 6,97
H
8,00 H
H 6,97
H
8,00 J=8,_8
COoSsYy

No anel C observou-se um sinal em &y 13,05 (s, 1H) caracteristico de
hidroxila quando esta se encontra quelada, posicionada em C-5. Verifica-se a
presenca de uma flavona através do sinal caracteristico desta, o hidrogénio
H-3, um singleto em &y 6,70 (1H). Os trés singletos apresentados no espectro
de RMN "H (FIGURAS 4.61-4.62, p. 193) sdo referentes aos hidrogénios: H-3,
H-6 e H-8, dentre os quais apenas dois sdo da flavona XIV. O sinal de H-3 é o
que esta na regido mais desblindado do espectro e o sinal H-6 o mais blindado
devido ao efeito protetor dos substituintes em C-5 e C-7.

Desta forma o sinal em &y 6,24 (s, 1H) foi atribuido a H-6 que se
correlaciona com o carbono d¢ 98,8 e o sinal em dy 6,70 com o carbono &¢
102,2 (HSQC, FIGURA 4.66, p. 195) e com o carbono ¢ 103,0 (HMBC,
FIGURA 4.67, p. 196). Sendo assim verifica-se que o glicosideo esta ligado

entdo no anel A na posicéao C-8.
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OR

Observou-se a presenca de um hidrogénio em o4 4,78 (d, J = 10,0, 1H)
que se refere a H-1" do composto minoritario da mistura (XIV) se
correlacionando com o carbono &¢c 73,0 (HSQC, FIGURA 4.66, p. 195). O
deslocamento apresentado para este hidrogénio (H-1") é caracteristico de uma
ligacdo 8-C-B-D-glicopiranosideo (RMN 'H, FIGURA 4.63, p. 194) conforme a
TABELA 4.18 (p. 199).

De acordo com os dados do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.63, p.
194), com o espectro de COSY (FIGURA 4.65, p. 195) e o mapa de
correlagdes de HSQC (FIGURA 4.66, p. 195) na regido dos sinais de
hidrogénios referentes aos glicosideos comparados com as constantes de
acoplamento e deslocamento quimico com os das TABELAS 4.8 (p. 140) € 4.9
(p. 142) juntamente com dados da literatura para '>C de glicosideos
(AGRAWAL, 1989) pode-se confirmar a proposta.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos nao hidrogenados foram
estabelecidos pelo mapa de correlagbes de HMBC por meio das correlagoes
heteronucleares. De acordo com a analise do conjunto de dados em
comparagao com a literatura (PENG et al., 2008; TABELA 4.18, p. 199) pode-
se atribuir todos os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos da

substancia XIV os quais indicaram ser a flavona Vitexina.
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Vitexina (XIV)

TABELA 4.18: Dados de RMN de 'H e *C da Isovitexina (XIV; DMSO 400/100 MHz;
Lit: PENG et al., 2008; DMSO 500/125 MHz)

e &1 (ppm), J (Hz) &c (ppm)
XIV PENG et al., 2008 XIV PE"'ZGooe; al.,

2 164,0 164,0
3 6,70 (s) 6,76 (s) 102,2 102,5
4 181,2 182,2
5 13,05 (s) 13,15 (s) 160,0 160,5
6 6,24 (s) 6,27 (s) 98,8 98,3
7 *no 162,7
8 *no 104,1
9 *no 156,1
10 103,0 104,7
1’ 121,0 121,7
2,6 8,0 (d; 8,8) 8,01 (d; 8,7) 128,5 129,0
3,5 6,97 (d; 8,8) 6,88 (d; 8,7) 115,9 115,9
& 160,0 161,2
8-C-Glc 3,81-3,27 (6H, m)  3,85-3,22 (6H, m)

17 4,78 (d; 10,0) 4,58 (d; 9,0) 73,0 73,5
2” 3,27 (m) 70,3 70,9
3” 3,48 (m) 78,8 78,7
4” 3,52 (m) 69,9 70,6
5” 3,30 (m) 81,2 81,7
6” 3,48 (m) 61,0 61,4

*no= nao observado.
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4.5.9 — Determinacgao estrutural dos constituintes da subfragao G

A subfracdo G (RCMHg) foi obtida da fragdo hidroetandlica do extrato
metandlico do caule de Rauia sp, a qual foi refracionada em 5 fragbées (G1 a
G5), conforme descrito no item 3.6.6 (p. 73). A FIGURA 4.69 (p. 200) mostra
os cromatogramas no modo analitico e preparativo com as cinco fragdes
obtidas. Através do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.70, p. 200) pode-se

verificar que na fragéo G era constituida por flavondides glicosilados.

al b

FIGURA 469 Cromatograma da subfragao G a) modo analitico — HPLC A =219
(rosa); 249 (azul); 336 (vermelho) nm; b) modo preparativo — Akta; A = 217 (azul); 254
(vermelho); 336 (rosa) nm.
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FIGURA 4.70: Espectro de RMN "H da fragdo G (DMSO, 400 MHz).
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Os flavondides ocorrem em maior propor¢édo como O-glicosilados, em
que um ou mais grupos hidroxila da aglicona estdo ligados a um acucar,
formando uma ligacdo hemicetal que € labil em presenca de acido. A
glicosilagédo torna os flavondides menos reativos e mais soluveis em agua, e
assim, isto pode ser considerado como uma forma de protecdo em plantas
para prevenir danos as células citoplasmaticas (CUYCKENS e CLAEYS,
2004).

Os monossacarideos mais encontrados sdo: glicose, galactose,
raminose, xilose e arabinose e o0s acgucares manose, frutose, acidos
glucurdnicos e galactbnicos sao raros (CUYCKENS e CLAEYS, 2004). Os
flavonoides O-diglicosilados também sao freqlientemente encontrados na
analise fitoquimica de extratos de plantas. Os dois dissacarideos mais
comumente encontrados contém glicose e raminose, por exemplo, rutinose
[raminosil-(1—6)-glicose] e neohesperidose [raminosil-(1—2)-glicose] a qual
difere apenas pelo tipo de ligagdo interglicosidica entre os dois tipos de
monossacarideos (MA et al., 2001).

A espectroscopia de RMN C é geralmente utilizada para
caracterizagdo da ligagao interglicosidica quando se tem disponivel uma
quantidade relativamente grande (2-10 mg) de material disponivel. Em analises
fitoquimicas, no entanto, normalmente ndo ha disponibilidade de grandes
quantidades de flavondides glicosilados. Um método alternativo de
diferenciagcdo entre as ligagbes interglicosidicas 1—2 e 1—6 € o método
possivel para amostras metiladas baseado no método convencional de
espectrometria de massas por impacto eletronico (EI)-MS, a qual permite a
tentativa de assinalar o tipo de ligagdo. Entretanto, a derivatizagao
frequentemente forma uma mistura de compostos parcialmente derivatizados a
qual requer posterior purificacao (MA et al., 2001). Desta forma novos métodos
tém sido desenvolvidos e amplamente discutidos no mundo académico para
diferenciagao de flavondides glicosilados. Dentre eles, verifica-se a utilizagao
da espectrometria de massas como uma ferramenta para a identificagao tanto

das ligacgdes interglicosidicas de dissacarideos como também diferenciacao de
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um C e O glicosideo ou C, O glicosideo de di-C glicosideo dentre outras
possibilidades.

Uma ferramenta utilizada neste trabalho para a identificacdo de
flavondides em mistura foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. A TABELA 4.19 (p. 202) mostra qual a massa
molar das flavonas presentes em cada fragcdo com as respectivas
porcentagens (medidas pela area no cromatrograma — DAD, FIGURA 4.71, p.
203) em cada fragao, cujo experimento esta descrito no item 3.6.6 (p. 73). A
identificacdo destas flavonas presentes em cada fragcdo sera discutido nos
préoximos itens (4.5.9.1 2 4.5.9.3, p. 209 a 255).

TABELA 4.19: Massa molar e porcentagem (%) das flavonas em cada fragao (G1-G5).

Fracao
MM G-1 G-2 G-3 G-4 G-5

Composto

725,6 343 10,0
(XV, XVI)

593,4 61,2 73.3 10,4 17
(XVII)

739,5 45 16,6 65,7 8,1
(X; XI)

563,5
(XVII; XIX, XX, 23,9 60,9 0,1
XXI)

577,5 Xl - 89,1
(X11; XXI1) 29,3 XXII'-10,8

A TABELA 4.20 (p. 204) traz um levantamento bibliografico dos
isdmeros com as massas molares iguais aos isdmeros isolados neste trabalho
cujas massas moleculares estdo indicadas e todas as flavonas citadas

possuem esqueleto da aglicona apigenina.
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TABELA 4.20: Isbmeros com esqueleto flavonoidico da apigenina.

593,4 725,6 739,5 563,5 577,5
XVII XV, XVI XeXl XVIII, XIX, XX, Xl e XXII
XXI
Vicenin-2 (121) Schaftoside 4’-O- Rhoifolina 4’-O- Neoschaftoside Rhoifolina (118)
EL-MOUSALLAMY glucoside (139) glucoside (119) (162) GATTUSO et al.,
etal., 2000 BATISTA e GATTUSO et al., BESSON et al,, 2007
GOMES, 1993 2007 1985
Isovitexina 2”-O- = Schaftoside 6”-O- Vitexina 7-O- Schaftoside (163) @ Isorhoifolina (185)
glucoside (122) glucoside (140) raminosil BESSON et al., GATTUSO et al.,
ZERIHUN et al., BOUILLANT et al., glucoside (154) 1984 2007
1986 1984 *WILLIAMS et al.,
1973
Isovitexina 2”-O- Isochaftoside 4’- Vitexina 4’-O- Isochaftoside Vitexina 2”-0O-
galactoside (123) = O-glucoside (141) raminosil (164) raminoside (186)

*DELLAMONICA et
al., 1983

Isovitexina 7-O-
glucopiranoside
(124) (saponarin)
OSTERDAHL,
1979

Isovitexina 7-O-
galactoside (125)
(neosaponarin)
WAGNER et al.,
1979

Isovitexina 4’-O-
glucopiranoside
(126)
(isosaponarin)
*JURD et al., 1957

Isovitexina 6”-O-
arabinoside (127)
*HOSTETTMANN
e JACOT-
GUILLARMOD,
1976

Vitexina 2”-0O-
glucoside (128)
HEINSBROEK et

al., 1980

BATISTA e
GOMES, 1993

Isovitexina 7-O-
glucosil 2”-0-
arabinoside (142)
*VAN
BREDERODE e
NIGTEVECHT
1972

Isovitexina 7-O-
xilosil 2”-O-
glucoside (143)
*STEYNS et al.,
1983

Isovitexina 7-O-
galactosil 2”-O-
arabinoside (144)
*VAN
BREDERODE e
NIGTEVECHT
1972

Isovitexina 7-O-
arabinosil 2”-O-
glucoside (145)
*MASTENBROEK
etal.,, 1983

Isovitexina 4’-O-
glucosil 2”-0O-
arabinoside (146)
*BAEVA et al.,
1974

glucoside (155)
*LEWAK, 1966

Vitexina 4’-O-
glucosil 2”-0-
raminoside (156)
ESCOBAR et al.,
1983

Isovitexina 7-O-
raminosil
glucoside (157)
*AYANOGLU et al.,
1982

Isovitexina 7-O-
glucosil 27-0-
raminoside (158)
*VAN
BREDERODE e
NIGTEVECHT
1972

Isovitexina 7-O-

galactosil 2”-O-

raminoside (159)

WAGNER et al.,
1979

X-O-Hex-2"-O-
Rha-C-Hex-
Apigenina (160)
FERRERES et al.,
2007

JAY et al., 1984

Neoisochaftoside
(165)
OSTERDAHL,
1979

Corimboside
(166)
*BESSON et al.,
1979

Isocorimboside
(167)
CHOPIN et al.,
1977b

Neocorimboside
(168)
*CHABOUD et al.,
1988

Vicenin 1 (169)
DUBOIS e
MABRY, 1971

JHOO et al., 2007

Vitexina 7-O-
rhaminoside (187)
VEITCH e
GRAYER, 2008

Vitexina 4”-O-
raminoside (188)
*BATYUK et al.,
1966

Vitexina 6”-O-
raminoside (189)
*BATYUK et al.,
1966

Isovitexina 2”-O-
raminoside (120)
PARKER et al.,
1979

Isovitexina 7-O-

raminoside (190)

*HILSENBECK et
al., 1984
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Vitexina 2”-O-§3-
galactopiranoside
(129)
VEITCH e
GRAYER, 2008

Vitexina 4’-O-
glucosil (130)
ESCOBAR et al.,
1983

Vitexina 7-O-
glucopiranoside
(131)

KIM et al., 2004

Vitexina 6”-O-
glucoside (132)
LIN et al., 2008

Apigenina 7-O-
cellobioside (133)
VEITCH et al.,
1998

6-C-B-D-
glucopiranosil-
8-C-B-D-
galactopiranosil
apigenina (134)
DUBOIS. et al.,
1984

7,4’-di-O-glucosil
apigenina (135)
VEITCH et al.,
1998

3,6-di-C-
glucosilapigenina
(136)
*MATSUBARA et
al., 1985a

Isovitexina 6”-O-
xilosil 4’°-O-
glucoside (147)
VEITCH e
GRAYER, 2008

Isomollupentina
7,2”-di-O-
glucoside (148)
*BOUILLANT et al.,
1979

6-C-B-
galactopiranosil
apigenina 2”-O-3-
xilopiranosil
glucopiranosil
4’-O-glucoside
(149)
VEITCH e
GRAYER, 2008

X-O-Hex-6-C-Hex-
8-C-Pent-
Apigenina (150)
FERRERES et al.,
2007

7,2”-di-O-Glc-6-C-
Arab-Apigenina
(151)
FERRERES et al.,
2007

X-O-Hex-2”-O-
Pent-6-C-Hex-
Apigenina (152)
FERRERES et al.,
2007

X-O-Hex-2”-0O-
Pent-8-C-Hex-
Apigenina (153)
FERRERES et al.,
2007

X-O-Hex-2"-O-
Rha-8-C-Hex-
Apigenina (161)
FERRERES et al.,
2007

Vicenin 3 (170)
LIN e KONG, 2006

7-O-glucosil-

cerarvensina
171)

DUBOIS et al.,
1982

2”-0-arabinosil-
6-C-
glucosilapigenin
(172)
JAY e ISMAILI,
1989

X”-0-glucosil-8-C-
pentosilapigenina
(173)

JAY e ISMAILI,
1989

6-C-
galactopyranosil
-8-C-
arabinopiranosil
apigenina (174)
WAGNER et al.,
1980

Isovitexina 4-O-
arabinoside (175)
*SMITH et al.,
1998

Isovitexina 2”-O-
xiloside (176)
*MATSUZAKI et
al., 1990

Isovitexina 7-O-
xiloside (177)
*MASTENBROEK
e BREDERODE,
1986

Violantina (191)
CARNAT et al.,,
1998

Isoviolantina
(192)
*CHOPIN et al.,
1974

Violarvensina
(193)
CARNAT et al.,
1998

Isofurcataina
(194)
*MARKHAM et al.,
1982
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3,8-di-C- Isovitexina 2”-O-
glucosilapigenina arabinoside (178)
(137) *CHOPIN et al.,
*MATSUBARA et 19772
al., 1986
6,8-di-C- Vitexina 2”-O-
galactopiranosil xiloside (179)
apigenina (138) GIL et al., 1998
HILSENBECK e
MABRY, 1990
Vitexina 6”-O-

xiloside (180)
*DARMOGRAI et
al., 1968

Isomollupentina
4’-O-glucoside
(181)
*DUBOIS et al.,
1985

Isomollupentina
2”-0O-glucoside
(182)
*DUBOIS et al.,
1985

Isomollupentina
7-O-glucoside
(183)
*DUBOIS et al.,
1985

Mollupentina X”-
O-glucoside (184)
JAY e ISMAILI,
1989

* (apud HARBONE, 1994)
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Ap R1 R2 R3 R4 Ap R1 Rz R3 R4
121 glc H glc H 141 ara H glc glc
2”_0_ y
122 gle-glc H H H 142 | 2’-O-glc-glc glc H H
123 | 270 H H H | 143| 2m-0-glcglc xyl H H
gal-glc gicg y
124 glc glc H H 144 | 2’-O-ara-glc gal H H
125 glc gal H H 145 | 2’-O-glc-glc ara H H
126 glc H H glc | 146 | 2"-O-ara-glc H H glc
127 | 8O- H H H | 147 6-0xyl-glc H H glc
ara-glc
128 H H 2-0- y |48 ara 2-O-gle- H
glc-glc glc
120 H H 2-0- | 449 gal H Ho 20Xy
gal-glc glc
130 H H glc glc | 150 | X-O-Hex-Hex H Pent H
131 H glc glc H | 151 ara 2”-3?'6- H H
6"-O- X-O-Hex-2"-
132 H H gle-glc H 152 O-Hex-C-Hex H H H
X-O-
47-0O- Hex-2"-
133 H gle-glc glc H 153 H H O-Hex- H
C-Hex
134 glc gal H 119 H Nh H glc
135 H glc H glc | 154 H O-rha-glc glc H
136 glc H H H 155 H H glc O-rha-glc
2"-0O-
137 H H glc H 156 H H tha-glc glc
138 gal H gal H 157 | 2’-O-rha-glc glc H H
139 glc H ara glc | 158 | 2"-O-rha-glc gal H H
10| 87O H ara H | 159 | X-O-Hex-2" H H H
glc-glc

O-rha-C-Hex
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OR,

Ap R1 Rz R3 R4 Ap R1 R2 R3 R4

X-O-

Hex-
160 H H 2"-0- H 178 H H 2"-O-xyl-glc ~ H

rha-C-

Hex
161 glc H a-ara H 179 6”-O-xyl-glc
162 glc H B-ara H 180 ara H H glc
163| aara H pgc H | 181 | 2709 H H H

ara
164 B-ara H B-glc H 182 ara glc H H
165 oara H Bl H | 184 H H X 'grf'c' H
166 B-gal H a-ara H 118 H Nh H H
167 B-ara H B-gal H 185 H Ru H H
168 | xyl H  Gal H | 186 H H 2 'gl'gha' H
169 gal H Xyl H 187 H rha glc H
170 | xyl H Gl H | 188 H H 4 '(gl'éha' H
171 | #0ara- oy H | 189 H H 6-O-rha-
glc glc
172 gal H A H 120 | 2 'gl'gha' H H H
173 glc H Ara H 190 glc rha H H
174 glc H H ara 191 glc H rha H
175 | 2 'gl'cxy" H H H | 192 ]  rha H gl H
193 | deoxigluco

176 glc H H xyl piranoside H glc H
177 | 2 -gl-:ra- H H H | 194 tha glc H H

208




Resultados e Discussio

4.5.9.1 — Determinacao estrutural dos constituintes da fracao G1 e G2
(substancias X, XI, XV, XVI e XVII)

As substancias X, XI, XV, XVI e XVIlI foram obtidas em mistura nas
fracbes G1 e G2 (RCMHg1,62), sendo que as substancias, X, Xl e XVII foram
obtidas também nas fracbes G3 e G4. Os compostos foram identificados em
mistura através da analise dos espectros dos espectros RMN 'H e *C, HSQC,
HMBC e CL-EM em comparagédo com dados da literatura (FIGUEIRINHA et al.,
2008; FERRERES et al.,, 2007; VELOZO et al., 2009; XIE et al., 2003,
PICCINELLI et al., 2008).

Nas fracbes G1 e G2, através dos dados obtidos por CL-EM, verificou-
se a presenca de trés flavondides com massas pseudomoleculares 739,7;
725,7 e 593,6 Daltons que terdo suas estruturas discutidas neste item. De
acordo com as massas moleculares correspondentes tém-se as respectivas
féormulas moleculares C33zH40019; C32H38019 € Co7H30045. Os compostos com
massa pseudomolecular 739,7 Daltons foram identificados anteriormente na
subfracdo C (RCMHc), sendo estes os compostos X e Xl, conforme descrito
nos itens 4.5.4 (p. 151) e 4.5.5 (p. 167). Estes flavondides estdo em menor
concentracdo na mistura na fracdo G1 e foram determinados de forma
qualitativa de acordo com a sua banda cromatografica e pela integral do sinal
caracteristico da metila da raminose em &4 0,51 (d, J = 6,0 Hz; 3H).

A diferencga das fragdes G1 e G2 é a concentragao dos trés flavonodides
em discussdo. O composto com massa pseudomolecular 593,6 Daltons (XVII)
esta em maior concentracdo em ambas as fragdes. As substancias XV e XVI
parecem nao ter variagao, ja o composto com massa pseudomolecular 739,7
Daltons aumenta sua concentragao de G1 para G2 cujo tempo de retengao é
11,37 minutos (G2).

Através do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.77 a 4.80, p. 220 e 221)
pode-se verificar a presenga da aglicona apigenina de acordo com o0s sinais
oy 8,08 (d, J = 9,6 Hz) e d4 6,96 (d, J = 9,6 Hz) caracteristicos do anel B
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p-substituido. A presenca de apenas um singleto em &4 6,81 (H-3) indica a
presenca de uma flavona com substituintes nas posi¢des C-6 e C-8.

Na analise do espectro de hidrogénio pode-se observar também que
nas fragcdes G1 e G2 existem varias unidades de acgucares, as quais dificultam
a atribuicdo dos deslocamentos quimicos das mesmas, devido a grande
sobreposi¢ao de sinais na mistura.

Os substituintes das posi¢coes C-6 e C-8 sdo agucares, com relagao aos
flavondides com massa pseudomolecular 725,7 (XV, XVI) verifica-se a saida
dos fragmentos neutros: [M-H-120]7, [M-H-120-150]", [M-H-120-150-120]"
referentes a saida de unidades glicosidicas (FIGURA 4.72, p. 211). Estes
fragmentos sdo caracteristicos de 6,8-di-C-glicosil flavonas conforme
discussdo no item 4.5.3 (p. 143). De acordo com esses fragmentos pode-se
verificar ainda que trata-se de duas hexoses e uma pentose, que devido a
perda do fragmento [M-H-150]" pode-se supor que a pentose esta ligada na
hexose por uma ligagdo O-glicosidica (FIGUEIRINHA et al., 2008). Através da
analise do cromatograma (FIGURA 73a-b, p. 212) juntamente com o espectro
de massas (FIGURA 74a-b, p. 212) pode-se propor também que trata-se de
isbmeros de posicao devido as diferengas nas intensidades do pico do ion
pseudomolecular. Os espectros de UV destes compostos (XV e XVI; DAD,
FIGURA 75a-b, p. 213) sao iguais (A = 216,7; 271,7; 336,7 nm) e condizentes
com o da flavona apigenina (56, p. 47, A = 268,5; 336,2 nm; LI et al., 2007).
Diante destes valores obtidos no espectro de UV é possivel descartar a ligagao
de substituintes em C-4’ e C-7 conforme discussdo no item 4.5.3 (p. 143) e
454 (p. 151) e também na posicado C-5 devido a presenga do singleto em
On 13,79 caracteristico de hidroxila quelatogénica.

FERRERES et al. (2007) verificaram que a perda do fragmento com
m/z 150 [M-H-132-18]" é tipico de derivados de 2”’-O-pentosil flavonas. Quando
ocorre a perda de um fragmento com m/z 164 o glicosideo € uma raminose e
com m/z 180 tem-se uma glicose. Além disso o ion da clivagem interna da
unidade de agucar de C-glicosilagdo derivados de arabinosil corresponde a

perda de —60/-90 e para derivados de C-hexosil tem-se perdas de —90/-120.
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Neste estudo foi possivel observar também que essas perdas citadas acima
sao diferentes nas posi¢coes de C-glicosilagdo, na qual a abundancia relativa é
maior quando o glicosideo esta ligado na posicdo C-6 do que quando esta
ligado na posi¢cado C-8 da aglicona. Os ions [aglicona + 41] e/ou [aglicona + 71]
indica uma mono-C e [aglicona + 83] e/ou [aglicona + 113] indica um di-C
flavondide, cuja abundancia relativa pode ser um critério para diferenciar a
posigao de C-glicosilagéo (C-6/C-8) (FERRERES et al., 2007).

TAT_GE1_LCDIN725a 244 (8.428) Sm (Mn, 2x1.00); Cm (232:249-(256:276+199:224)) 1: Daughters of 725ES-

2.09¢4
100+ 725.7 e

%

455.7

605.5
335.6

o bbbk b i il mlJ...m.L.l. bl L dufiakt

0 L L B I R A L AR B LA AR WMWW m/z
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FIGURA 4.72: Espectro de massas no modo negativo [M-H]™ (ion pseudomolecular)
das flavonas XV e XVI (g = 8,55 min, G1) experimento de scan com ion filhos do
composto com MM 725,6. Observacgdo: nao ha resolugdo cromatografica suficiente
para realizar este experimento e verificar a fragmentacao dos dois isdbmeros, uma vez
que eles estdo com tempo de retencdo muito proximo, ou seja, praticamente

coeluindo.
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TAT_GE1_LCFSNa4 225 (9.124) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (225:232-(212:223+237:253)) 1: Scan ES-
7255 1.3de5
100
341.3
TAT_GE1_LCFSNa4 219 (8.881) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (216:219-(221:238+204:210)) 1: Scan ES-
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FIGURA 4.73: Espectro de massa no modo negativo [M-H]™ (ion pseudomolecular)
das flavonas a) XVI (tr = 9,12 min, G1) e b) XV (ir = 8,88 min, G1), experimento de

scan com ion pseudomolecular de 725,6.
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FIGURA 4.74: a) Cromatograma (A = 330 nm) da subfragdo G1; b) Cromatograma
(A =330 nm) da subfracao G2;
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FIGURA 4.75: a) espectro de UV das flavonas XV e XVI (tr = 8,55 min, G1);
b) espectro de UV da flavona XVIII (tg = 9,43 min, G1)

Através da analise do espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.77-4.78, p. 220,
G1) verifica-se sinais caracteristicos de uma C-glicosilaggo com um
O-glicosideo ligado na mesma. Os sinais em oy 4,74 (m) e oy 4,82 (M)
correspondem as glicoses ligadas diretamente na aglicona devido aos sinais
de seus carbonos em &c 71,0 e d¢c 71,5 respectivamente (HSQC, FIGURA
4.84, p. 223, G1). O hidrogénio em dy 4,74 correlaciona-se com o hidrogénio
Oy 4,40 (COSY, FIGURA 4.81, p. 222, G1). No espectro de HSQC, (FIGURA

4.84, p. 223, G1) verifica-se que o hidrogénio H-2"” da glicose (64 4,40) se
correlaciona com o carbono em &c 72,5. Através do espectro de COSY
(FIGURA 4.81, p. 222, G1) observou-se que o hidrogénio em &y 4,82
correlaciona-se com o hidrogénio em 6y 3,62 (H-2") e este se correlaciona o
carbono em &¢ 72,5 (HSQC, FIGURA 4.84, p. 223, G1).

Ainda no espectro de RMN H (FIGURAS 4.77-4.78, p. 220, G1) foi
possivel observar os anoméricos da arabinopiranoside, cujos sinais de
hidrogénios em &y 5,31 (sl) e d4 5,06 (sl) se correlacionam com os carbonos
em &c 108,0 e ¢ 109,0 respectivamente (HSQC, FIGURA 4.84, p. 223, G1).
De acordo com os deslocamentos observados para estes anoméricos pode-se
supor que a respectiva configuragcdo dos mesmos seja B, pois quando se tem
uma C-a-Ara o sinal do hidrogénio possui deslocamento quimico abaixo de

Oy 5 como um dubleto de constante alta (~ 9,4 Hz), ja uma C-B-Ara aparece
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acima de o4 5 ppm na forma de singleto largo (XIE et al., 2003, TABELAS 4.8
(p. 140) e 4.9 (p. 142).

Com os experimentos de 1D e 2D obtidos das fracbes G1 e G2 nao é
possivel atribuir exatamente a qual flavona XV e XVI correspondem estes
valores de hidrogénios dos glicosideos e se sdo relativos a posigdo C-6 ou C-8
da flavona. Entretanto, de acordo com os dados de CL-EM juntamente com o
conjunto de dados dos experimentos de RMN em comparagao com a literatura
(FIGUEIRINHA et al., 2008; FERRERES et al., 2007; VELOZO et al., 2009; XIE
et al., 2003) pode-se propor que a flavona XV ¢é apigenina 6-C-B-D-

bRR)

glucopiranosil-8-C-(2"”-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside) e a flavona
XVl é a apigenina 6-C-(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-3-D-
glucopiranoside, que pelo levantamento realizado na literatura sédo inéditas. No
ESQUEMA 4.7 (p. 215) tem-se a proposta de fragmentacéo para a flavona XV.
Neste experimento foi possivel verificar a presenga par isomérico XV e XVI e
observar ainda a diferenca na intensidade do pico do ion pseudomolecular
para cada um dos isdbmeros de posicdo, sendo que o de maior intensidade
corresponde isdbmero XV, no qual o diglicosideo esta ligado na posigdo C-6 da
aglicona e no isbmero XVI o diglicosideo esta ligado na posi¢ao C-8 da flavona
cuja intensidade do pico do ion pseudomolecular € menor comparado ao seu

isdmero de posicédo XV.

Apigenina 6-C-p-D-glucopiranosil-8-C-(2"'-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside) (XV)
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m/z 335,7 m/z 455,7

ESQUEMA 4.7: Fragmentagdo da flavona XV.

A regido aromatica dos espectros de RMN 'H (FIGURAS 4.77-4.80, p.
220 e 221) das fragdes G1 e G2 correspondente a flavona XVII apresenta o
sistema AA’XX’ correspondente aos hidrogénios 2°/6’ (6 8,14; d, J = 9,6 Hz) e
3'/5 (5y 6,97; d, J = 9,6 Hz). O espectro de RMN "*C (FIGURA 4.90, p. 226,

G2) confirma o esqueleto de flavona através dos deslocamentos quimicos da
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carbonila em &¢ 182,3 (C-4) e dos carbonos oleofinicos C-2 e C-3 em &¢ 164,3
e d¢c 102,6, respectivamente. Observa-se no espectro de RMN 'H (FIGURA
4.79-4.80, p. 221, G2) a presenca dos singletos referentes ao H-3 (&4 6,82) da
flavona e do hidrogénio HO-5 (&4 13,79; hidroxila quelatogénica) sugerindo um
anel A completamente substituido.

A observacgao dos dois dubletos em &y 4,85 (J = 10,0 Hz) e em &4 4,89
(J = 10,0 Hz) e do multipleto entre dy 3,1-4,2 sugerem a presenca de residuos
de unidades glicosidicas (RMN "H, FIGURA 4.79-4.80, p. 221, G2). O mapa de
correlagdes HSQC (FIGURA 4.85-4.86, p. 224, G2) mostra a correlacédo destes
hidrogénios com os carbonos em &¢ 71,7 (C-1"); &¢ 71,8 (C-1") o que indica a
presenca de duas unidades C-glicosidicas. Desta forma pode-se supor que
estes glicosideos estdo ligados nas posigdes C-6 e C-8 da aglicona, uma vez
que nao se observa os sinais de hidrogénios referentes a estas posicoes.
Através das correlagdes no espectro de COSY (FIGURA 4.82, p. 222 e 4.83, p.
223, G2) e mapa de correlagdes HSQC (FIGURAS 4.85-4.86, p. 224, G2) em
comparagao com dados da literatura (VELOZO et al., 2009) pode-se atribuir
todos os sinais das unidades glicosidicas. As configuragdes 3 para as mesmas
foram definidas com base no valor da constante de acoplamento (J = 10,0 Hz)
dos dubletos relativos a H-1" e H-1”, o qual sugeriu um acoplamento di-axial
entre H-1"/H-2" e H-1"/H-2"".

O espectro de UV do composto XVII (A = 216,7; 271,7; 336,7 nm; DAD,
FIGURA 75a-b, p. 213) confirma a presenca de um derivado de flavona com
um grupo hidroxila no anel B (trihidroxiflavona; A = 268,5; 336,2 nm; LI et al.,
2007). O espectro de massas (ESI-MS, FIGURA 4.76, p. 217) mostra o ion
pseudomolecular 593,6 [M-H]". Através da analise do espectro (MS/MS,
FIGURA 4.76, p. 217) verifica-se a saida dos fragmentos [M-H-90]", [M-H-90-
12017, [M-H-90-120-90]°, [M-H-90-120-90-120] sendo esta fragmentagao
caracteristica de 6,8-di-C-hexosil flavonas (PICCINELLI et al., 2008). No
espectro de massas (FIGURA 4.76, p. 217) verificou-se ainda a perda de H,0
[M-H-18]" a qual foi observada também por CARISTI et al. (2003). Os ions de
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m/z 353 ([aglicona + 83]") e m/z 353 ([aglicona + 113]") indicam a aglicona

trinidroxiflavona (apigenina; PICCINELLI et al., 2008).

1: Daughters of 593ES-
2.64e4
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FIGURA 4.76: Espectro de massa no modo negativo [M-HJ™ (ion pseudomolecular) da

flavona XVIII (tg = 9,92 min, G1).

O conjunto de dados de UV e CL-EM, citados acima juntamente com os
dados dos espectros de RMN de 1D e 2D (FIGURAS 4.77-4.90, p. 220 a 226,
TABELA 4.21, p. 219) em comparagao com dados da literatura (VELOZO et
al., 2009; PICCINELLI et al., 2008) indicam que o composto XVII é a flavona

conhecida como vicenin-2

(apigenina 6,8-Di-C-B3-D-glucopiranoside).

No

ESQUEMA 4.8 (p. 218) tem-se a proposta de fragmentacao para esta flavona

(XVII).

OH O
Vicenin-2 (XVII)
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m/z 473,5

Equilibrio
ceto-endlico

m/z 383,6

m/z 353,6

Equilibrio
ceto-endlico

ESQUEMA 4.8: Fragmentagao da vicenin-2 (XVII).
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TABELA 4.21: Dados de RMN de 'H e ®*C de Vicenin-2 (XVII, DMSO 400/100 MHz;
Lit: VELOZO et al., 2009, DMSO, 500/125 MHz).

H/C 54 (ppm), J (H2) 5c (ppm)
XVII VELOZO et al., 2009 XVl VELOZO
et al., 2009
2 164,3 163,9
3 6,88 (s) 6,70 (s) 102,6 102,4
4 182.3 182,0
5 13,79 (sl) 161,5 158,3
6 107,4 108,3
7 163,0 161,3
8 105,3 105, 1
9 155,0 155,1
10 102,6 102,4
1 1215 121,4
2,6 8,14 (d; 9,6) 8,00 (d; 8,9) 128,9 128,8
3,5 6,97 (d; 9,6) 6,90 (d; 8,9) 116,1 115,9
4 161,3 161,3
1”7 4,85 (d; 10,0) 4,75 (d; 9,8) 71,7 74,3
2” 3,95 (m) 3,86 (m) 74,1 71,9
3” 3,35 (m) 3,29 (m) 77,6 78,8
4” 3,17 (sl) 3,29 (m) 70,8 70,3
5” 3,40 (m) 3,30 (m) 80,9 81,4
6a”/b [a3,81(m)b3,65(m) a3,78(m)b 3,50 (m) 61,3 61,1
17 4,89 (d; 10,0) 4,88 (d; 9,8) 71,8 73,9
2’” 4,10 (m) 3,86 (m) 74,4 71,9
3 3,50 (m) 3,38 (m) 78,9 78,8
4 3,40 (m) 3,42 (m) 70,5 70,5
5 3,25 (m) 3,25 (m) 80,2 81,8
6’a/lb |a3,80 (m)b 3,58 (m) a3,78(m)b 3,50 (m) 61,9 60,7
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FIGURA 4.77: Espectro de RMN "H da fragdo G1 (DMSO, 400 MHz).

FIGURA 4.78: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da fracdo G1 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.79: Espectro de RMN "H da fragdo G2 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.80: Espectro de RMN "H da fragdo G2 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.81: Espectro de COSY da fragdo G1 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.82: Espectro de COSY da fragdo G2 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.83: Expansao da regido do agucar do espectro de COSY de G2 (DMSO,
400 MHz).
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FIGURA 4.84: Mapa de correlagdes HSQC de G1 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.85: Mapa de correlagdes HSQC de G2 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.87: Mapa de correlagao de HMBC de G1 (DMSO, 400 MHz)
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FIGURA 4.89: Espectro de RMN *C de G1 (DMSO, 100 MHz).
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4.5.9.2 — Determinacgao estrutural dos constituintes da fracao G3 e G4
(substancias XVIII, XIX, XX e XXI)

Na fragdo G3 (RCMHg3) ha a mistura das substancias XVII (massa
pseudomolecular 593,6), X, Xll (massa pseudomolecular 739,7), XVIII, XIX, XX
e XXI (massa pseudomolecular 563,6) e a fragdo G4 (RCMHg4) contém as
substancias citadas para G3 e também as flavonas Xl e XXIl (massa
pseudomolecular 577,6) conforme descrito na TABELA 4.19 (p. 202).

Uma vez que a proposta de estruturas para as substancias XVII, X, Xll e
XXl ja foram discutidas em itens anteriores, neste item sera discutido a
determinacao estrutural das substancias XVIII, XIX, XX e XXI que possuem
massa pseudomolecular 563,6. Esta determinagdo foi realizada através da
analise dos espectros RMN 'H e *C, HSQC, HMBC e CL-EM em comparagao
com dados da literatura (XIE et al., 2003).

No espectro de RMN "H (FIGURA 4.94, p. 238, G3) observou-se um
singleto em dy 6,78 (H-3) e dois dubletos em &4 8,06 (d, J = 8,8 Hz; 2H) e
On 6,84 (d, J = 8,8 Hz; 2H) caracteristicos do anel B p-substituido. Estes dados
sugerem a presenca da aglicona apigenina (56, p. 47). Através da analise do
espectro de hidrogénio pode-se observar também que nas fragdes G3 e G4 ha
varias unidades glicosidicas as quais devem estar presentes como
substituintes das posigbes C-6 e C-8, visto que estdo ausentes os singletos
entre &y 6,16 e dy 6,56 referentes a H-6 e H-8. A presengca de uma grande
quantidade de compostos dificultou a atribuicdo dos deslocamentos quimicos
dos respectivos valores de seus acucares a cada uma das flavonas
glicosiladas devido a grande sobreposigao de sinais na mistura.

Neste contexto, os espectros de massas destas fragdes (G3 e G4,
FIGURAS 4.92, p. 229; 4.93, p. 230) auxiliaram na determinagdo de quantas
unidades glicosidicas estdo presentes em cada uma das flavonas e se é uma
pentose e/ou uma hexose e determinar também se sao ligagbes
C,O-glicosidicas. Como as posi¢cdes C-6 e C-8 estdo substituidas e as massas

pseudomoleculares dos compostos XVII, XIX, XX, XXI é 563,6 Daltons
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(FIGURAS 4.92, p. 229; 4.93, p. 230) pode-se propor inicialmente que se trata
de 6,8-di-glicosilflavonas com uma pentose e uma hexose como substituintes.
Além disso, os espectros de UV (DAD, FIGURA 91b-c, p. 228) dos dois
constituintes da mistura sdo iguais (A = 215,7; 271,7; 330,7 nm) e condizentes
com a apigenina (56, p. 47, A = 268,5; 336,2 nm; LI et al., 2007) em que as
posicoes C-4’ e C-7 estdo com hidroxilas livres, conforme discutido no item
4.5.3 (p. 143).
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FIGURA 4.91: a) Cromatograma da subfragcdo G3; b) Cromatograma da subfragao
G4; c) espectro de UV flavona XX e XXI (g = 11,76 min, G3); d) espectro de UV da
flavona XVIII e XIX (tr = 13,35 min, G3).

Ha varios estudos que investigam métodos espectrais de massas para
determinar o tipo de acgucar substituinte nas posicbes C-6 e C-8 em 6,8-di-C-
glicosilflavonas. No modo de ionizagéo negativo pode-se explorar a preferéncia
da clivagem interna dos agucares da posicado C-6 comparada a posicao C-8.
Neste estudo verificou-se que o par isomérico possui ions com abundancias
relativas diferentes nos espectros de massas na qual os agucares possuem
posicoes diferentes (KITE et al., 2006).
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Os compostos XVIII e XIX apresentaram nos espectros de massas
(FIGURA 4.92b-c, p. 229) os principais fragmentos 563 (100) [M-H]", 503,6 (5)
[M-H-60], 473,4 (10) [M-H-90]", 443,5 (31) [M-H-120], 383,5 (40)
[(M-H-90-90); (M-H-120-60)]", 353,4 (40) [(M-H-90-120); (M-H-120-90)]" o que

indica a presenca de uma unidade C-hexosil e uma unidade C-pentosil.
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FIGURA 4.92: a) Cromatograma da subfragdo G3; b) espectros de massas no modo
negativo [M-H]™ da fracdo G3 com o ion pseudomolecular 563,6 da flavona XVIII; c) de
seu isébmero XIX, d) e da flavona XX.

Para os compostos XX e XXI (FIGURAS 4.92d, p. 229 e 4.93b, p. 230)
verificou-se os fragmentos 563 (66) [M-HJ", 503 (27) [M-H-60]", 473,6 (39) [M-
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H-90]", 443,0 (31) [M-H-120]", 423,0 (24) [M-H-140]", 383,5 (71) [(M-H-90-90);
(M-H-120-60)]7, 353,4 (100) [(M-H-90-120); (M-H-120-90)]" (FIGURA 4.92d, p.
229). Estes dados estdo de acordo com a observacao de KITE et al. (2004).
De acordo com estas diferencas apresentadas nas intensidades dos picos
pode-se supor que estdo presentes na mistura isbmeros de posigao, ou seja,
as unidades de pentose e hexose estdo variando nas posi¢cdes C-6 e C-8 na

aglicona apigenina.
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FIGURA 4.93: a) Cromatograma da subfragcdo G4; b) espectros de massas no modo
negativo [M-H]™ da fracdo G4 com o ion pseudomolecular 563,6 das flavona b) XXI;
c) XVIII, d) XIX e) e XX.
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FERRERES et al. (2003) notou que schaftoside (apigenina 6-C-3-D-
glucopiranoside-8-C-a-L-arabinopiranoside) e isochaftoside (apigenina 6-C-a-L-
arabinopiranoside-8-C-B-D-glucopiranoside) podem ser diferenciadas usando o
experimento MS/MS no modo negativo (Agilent, ion trap) a partir da diferencga
apresentada na abundancia relativa do ion caracteristico da unidade de
pentose [(M-H)-60]". Como a fragmentagao é preferencial na posi¢gao C-6, o
ion [(M-H)-60] apresenta uma abundancia relativa de mais de 70% em relagcao
ao espectro de isochaftoside comparado a menos de 10% no espectro de
schaftoside. Em outro estudo utilizando um equipamento diferente (Finigan, ion
trap) obteve-se abundancia relativa do ion [(M-H)-60]" de mais de 80% para
isochaftoside e 30% para schaftoside.

Quando utilizou-se triplo quadrupolo no modo negativo para o par
isomérico verificou-se que os espectros de schaftoside e isoschaftoside
apresentaram maior fragmentacdo de modo que as diferengas entre os
espectros dos mesmos foram sutis (LI et al., 1991 apud KITE et al., 2006).

Os espectros obtidos no modo positivo (ion trap) apresentaram maior
distingdo entre os isbmeros do que no modo negativo. Os ions m/z 451, 457 e
469 no espectro de schaftoside estavam em baixa abundancia ou nao
observados, ja no espectro da isoschaftoside o ion m/z 427 é o pico base
sendo que no espectro de schaftoside estava presente com abundancia
relativa de apenas 15%. Neste estudo verificou-se ainda que o espectro da
neoschaftoside (apigenina 6-C-B-D-glucopiranoside-8-C-B-L-arabinopiranoside)
foi indistinguivel do espectro de schaftoside, ndo foi realizado o experimento
com a neoisochaftoside (apigenina 6-C-B3-L-arabinopiranoside-8-C-p-D-
glucopiranoside) pela falta de padrdo disponivel, mas acredita-se que o
resultado seja similar ao da flavona isochaftoside (FERRERES et al., 2003).

FIGUEIRINHA et al. (2008) observou a presenga de uma unidade
C-hexosil devido a presenca do fragmento de m/z 473 [(M-H)-90]" e m/z 443
[(M-H)-120]". A presencga dos fragmentos m/z 473 [(M-H)-90]" como pico base
e a alta abundéancia relativa do ion com m/z 503 [(M-H)-60]" indicam a

presenca unidade 6-C-pentosil. Os ions de m/z 353 (aglicona + 83) e m/z 383
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(aglicona + 113) sugerem que trata-se da aglicona apigenina (270 Daltons) e
desta forma o composto foi identificado como correspondente a 6-C-pentosil-8-
C-hexosil apigenina.

Estes dados citados acima sao similares aos obtidos no presente
estudo. Desta forma, como a abundancia relativa do fragmento [(M-H)-60]" é
maior para os compostos XX e XXI e os fragmentos sdo similares pode-se
propor que se trata da isochaftoside e/ou neoisochaftoside uma vez que os
espectros desses isdbmeros sdo similares (FERRERES et al., 2003;
FIGUEIRINHA et al., 2008) e assim os compostos XVIII e XIX s&o schaftoside
e/ou neoschaftoside.

O isbmero da flavona XX identificado como o composto XXl foi
observado apenas na fracdo G4 como mostra a FIGURA 4.93a-b (p. 230).

No espectro de RMN "H (FIGURA 4.94, p. 238, G3) observou-se os dois
prétons anoméricos referentes a cada par de isbmeros das flavonas cujos
sinais aparecem em 0oy 4,77 (d, J = 10,4 Hz) e &y 5,48 (sl) referentes a
glucopiranoside e arabinopiranoside das flavonas majoritarias na mistura (XVIII
e XIX) e os sinais das flavonas XX e XXI (minoritarias na mistura) aparecem
em Oy 5,08 (sl) e dy 4,60 (m) atribuidos a arabinopiranoside e glucopiranoside.
Estes valores observados estdo de acordo com os dados observados nos
espectros de massas (FIGURAS 4.92, p. 229; 4.93, p. 230) discutidos acima,
no qual verificou-se a presenca de duas unidades acucares diferentes devido
as perdas de 60 e 90 Da referentes a fragmentagdo da arabinopiranoside e
120 Da a partir da fragmentacao da glucopiranoside.

A possibilidade da presenca da xilopiranoside foi descartada de acordo
com comparagao dos dados de deslocamento quimico na literatura, na qual
XIE et al. (2003) observaram que para 8-C-3-Xyl o sinal aparece em 64 4,75 (d,
J = 9,8 Hz) e para 6-C-B-Xyl em &4 4,57 (d, J = 9,8 Hz) e para uma 2"-O-xilosil
flavona o sinal aparece em &y 3,87 (d, J = 7,0 Hz, GIL et al., 2003), ou seja, o
deslocamento da xilopiranoside aparece numa regido mais blindada do
espectro enquanto que o sinal do anomérico arabinopiranoside aparece acima
de 84 5,00 no espectro de RMN 'H.
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A unidade de glicose esta ligada na posigdo C-6 da flavona majoritaria
(XVII) a qual foi confirmada pela correlagao entre H-1" da glicose oy 4,77 € 0
carbono C-6 da aglicona &¢c 108,2 que se correlaciona também com os dois
carbonos em &¢ 161,5 e d¢c 161,1 atribuidos a C-5 e C-7, respectivamente
(HMBC, FIGURA 4.103, p. 242, G3). O hidrogénio anomérico H-1" da
arabinopiranose (04 5,08) da flavona minoritaria na mistura (XX) mostra
correlagdo no espectro de HMBC (FIGURA 4.103, p. 242, G3) com o0s
carbonos 8¢ 107,3 (C-6) e d¢c 161,1 (C-5) e ao hidrogénio anomérico da glicose
(O 4,60) mostra correlagdo com os carbonos ¢ 105,3 (C-8) e d¢c 161,1 (C-7).
A diferenca da flavona XVIII comparada a XIX e da flavona XX comparada a
XXI é a configuragcao da arabinopiranoside que provavelmente possuem (XIX,
XXI) configuragdo a cujos sinais dos hidrogénios anoméricos em o4 4,80 o4 e
4,62, respectivamente, estdo de acordo com dados da literatura (XIE et al.,
2003) mas nédo possuem definicdo suficiente para verificar a constante de
acoplamento (~ 9,4 Hz) uma vez que o sinal esta proximo dos sinais dos
anoméricos da glicose. O sinal de H-1" da schaftoside (8-C-a-Ara) esta em oy
4,80 (d, J = 9,5 Hz) enquanto que da isoschaftoside esta em (6-C-a-Ara) dn
4,61 (d, J = 9,4 Hz). Os outros sinais sdo muito semelhantes e desta forma nas
TABELAS 4.22 (p. 236) e 4.23 (p. 237) foram colocados como referentes aos
dois pares de isbmeros com configuragdes a e 3.

Através dos experimentos de RMN (FIGURAS 4.94 a 4.106, p. 238 a
244), pode-se atribuir todos os deslocamentos quimicos das substancias XVIII
a XXI que com a analise do conjunto de dados de CL-EM em comparagao com
a literatura (XIE et al., 2003; OSTERDHAL, 1979; TABELAS 4.22, p. 236 e
4.23, p. 237) indicaram serem as flavonas neoschaftoside (apigenina 6-C-3-D-
glucopiranosil-8-C-B-L-arabinopiranoside, XVIIl), schaftoside (apigenina 6-C-B-
D-glucopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranoside, XVIII), neoisochaftoside (apigenina
6-C-B-L-arabinopiranosil-8-C-B-D-glucopiranoside, @ XX) e isochaftoside
(apigenina 6-C-B-L-arabinopiranosil-8-C-a-D-glucopiranoside, XXI). @)
ESQUEMA 4.9 (p. 235) mostra a fragmentacao da neoisoschaftoside (XX) e/ou
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isoschaftoside (XXI) sendo que o caminho de fragmentacdo das outras

flavonas (XVIII, XIX) é o mesmo.

OH O OH O

OH O
Neoisoschaftoside (XX) Isoschaftoside (XXI)
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ESQUEMA 4.9: Fragmentag&o da neoisochaftoside (XVIII).
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TABELA 4.22: Dados de RMN 'H de neoschaftoside, schaftoside, neoisochaftoside e
isochaftoside (XVIII, XIX, XX e XXI; DMSO, 400; Lit: XIE et al.,, 2003; DMSO 400
MHz).

84, J (H2)
H Neoschaftoside Isoschaftoside
XVIII - XIX XIE et al., 2003; XX - XXI XIE et al., 2003;
DMSO DMSO

2

3 6,78 (s) 6,77 (s) 6,76 (s) 6,66 (s)

4

5-OH 13,66 (s) 13,58 (sl) 13,64 (s)

6

7

8

9

10

1’

2,6 8,06 (d; 8,8) 7,97 (d; 8,8) 7,93 (d; 8,0) 7,97 (d; 8,4)

3,5 6,84 (d; 8,8) 6,90 (d; 8,8) 6,90 (d; 8,0) 6,89 (d; 8,4)
&

6C-1” 4,77 (d; 10,4) 4,61 (d; 9,8) 5,08 sl 4,62 (d; 9,4)

2” 3,80 (m) 4,12 (m) 3,60 m 4,00 (m)

3” 3,28 (m) 3,20 (m) 3,28 sl 3,42 (m)

4” 3,45 (m) 3,11 (m) 2,90 (t; 9,6) 3,77 (m)
5a”/5b” 3,25 (m) 3,15 (m) 3,70 (m); 3,50 (m) 3,79 (m); 3,57 (m)
6a”/6b” 3,75 (m); 3,51 (m) 3,68 (m); 3,40 (m) - -
8C-1"” 5,48 (sl) 5,51 (sl) 4,60 m 4,81 (d; 9,9)

2" 4,05 (m) 3,78 (m) 4,10 (m) 3,89 (m)

3 3,60 (m) 3,88 (m) 3,20 (m) 3,30 (m)

4” 3,45 (m) 4,01 (; 9,5) 3,40 (m) 3,36 (m)
5a’”’I5b™" 3,54 (m); 3,40 (m) 3,74 (m); 3,64 (m) 3,12 (m) 3,27 (m)

6a’’/6b’”’ - - 3,68 (m); 3,40 (m) 3,74 (m); 3,52 (m)

236



Resultados e Discussio

TABELA 4.23: Dados de RMN "*C de neoschaftoside, schaftoside, neoisochaftoside e
isochaftoside (XVIII, XIX, XX e XXI; DMSO, 100 MHz; Lit: XIE et al., 2003; DMSO, 125
MHz; OSTERDHAL, 1979; DMSO 100 MHz).

8¢, J (Hz2)
c XIE et al., 2003 ?S)S_,LI)ERDHAL, )z((I)Ig :;et al., ?S,S_,'I;ERDHAL,
Xvill XX
XIX XXI
Neoschaftoside  Schafoside Isoschafoside
2 163,9 163,7 163,7 163,8
3 102,6 101,9 102,1 102,4 102,0 102,4
4 182,3 181,9 181,7 182,0
5 161,5 160,8 1611 160,9
6 108,2 108,8 107,3 108,0
7 161,1 161,7 161,1 161,1
8 104,0 103,9 105,3 104,4
9 155,3 154,0 154.,9 154.,8
10 103,3 103,3 103,15 102,9
1 121,7 121,1 121,5 121,4
2’,6° 1289 128,0 128,6 128,9 128,7 128,5
3,5 1161 115,5 115,7 115,9 115,7 115,7
4 161,1 159,2 161,1 158,4
6C-1” 70,7 72,8 73,3 70,5 741 74,3
2”7 711 69,7 70,5 69,6 69,0 74,0
3” 78,9 78,7 78,4 68,9 74,0 70,9
4” 70,2 70,5 70,0 61,8 68,5 69,6
5” 81,9 81,2 81,0 67,8 69,7 68,6
6a”’/6b” 61,4 61,3 60,7 - - -
8C-1” 711 71,0 74,8 73,4 73,8 73,3
2" 70,7 721 74,3 70,8 71,0 70,7
3 70,5 69,6 70,8 81,2 78,8 78,9
4 61,8 62,8 68,9 70,9 70,4 70,5
5" 69,0 66,7 68,5 81,5 81,5 82,0
6"’ - - - 61,2 61,0 61,4
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FIGURA 4.95: Espectro de RMN 'H G4 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.96: Espectro de COSY G3 (DMSO, 400 MHz).

FIGURA 4.97: Ampliacao do espectro de COSY G3 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.98: Espectro de COSY G4 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.99: Ampliacao do espectro de COSY G4 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.100: Mapa de correlagdes HSQC da G3 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.101: Ampliacdo do mapa de correlagées HSQC da G3 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.103: Mapa de correlagdes de HMBC da G3 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.104: Mapa de correlagdes de HMBC da G4 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.105: Espectro de RMN *C da G3 (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.106: Espectro de RMN *C da G4 (DMSO, 400 MHz).

4.5.9.3 - Determinagao estrutural dos constituintes da fragcao G5
(substancias Xll e XIX)

Na fracdo G5 os constituintes majoritarios apresentaram-se como solido
amarelo, na forma de dois isbmeros de posicdo como mostra a TABELAS 4.24
(p. 249) e 4.25 (p. 250). Estes foram isolados como descrito no item 3.6.6 (p.
73) e identificados através de RMN 'H e ®C, HSQC, HMBC e CL-EM e
comparagao com dados da literatura (DOYAMA et al., 2005 , RAYYAN et al.,
2004).

Através da analise do espectro de massas (FIGURA 4.107, p. 245)
verificou-se a presenca de substancias com massa molar (578 Daltons) igual a
de um composto ja identificado anteriormente (XIl) no item 4.5.6 (p. 178).
Analisando as fragmentag¢des pode-se diferenciar os isbmeros de posi¢do nos

quais a unidade de acgucar (neohesperidose) esta na posicao C-6 (XXII) ou na
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posicdo C-8 (XIl). Uma das diferengcas que possibilitou diferencia-los foi a
intensidade do pico do ion pseudomolecular cuja intensidade € maior quando o

substituinte encontra-se na posigdao C-6 da aglicona da flavona.

TAT_GES5_LCDINS77a 565 (19.479) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (545:585-(600:624+519:537)) 1: Daughters of 577ES-
577.6 3.04e3
1007 )
a)
457.6
m =
353.4 383.5
487.7
440.1
101.0 163.4 189.8 256.4 3264 512.5573.2| 623.2 6545 7356 7926 g494
0
TAT_GES5_LCDIN577a 490 (16.897) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (466:505-(513:536+416:450)) 1: Daughters of 577ES-
293.4 3.37e4
1007 )
b)
4135
=
59.3
1032 311.4 577.6
[ 353.4 457.4
o ‘l‘l‘ . , . . IR _l‘l‘(‘x‘ " ‘l‘ . . . ) . . . . . . . . X ! \ miz
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850

FIGURA 4.107: a) Espectros de massas no modo negativo [M-H]” como ion

pseudomolecular das flavonas XXI (g = 19,05 min); e b) XIlI (ir = 16,43 min).

Na analise do espectro de RMN 'H (FIGURA 4.109, p. 252) desta fracéo
G-5 observou-se que a propor¢gao dos constituintes da mesma é de
aproximadamente 8 : 2 enquanto que no cromatograma observou-se 9 : 1
sendo que o 2”-O-raminosilvitexina (XIl) estd em maior proporgdo (FIGURA
4.108, p. 246). A elucidagao estrutural do composto maijoritario foi descrita no
item 4.5.6 (p. 178) e a diferenca é que na fragdo H estao presentes isdbmeros
conformacionais da flavona 2°-O-raminosil-vitexina e na fracdo G-5 séo
isbmeros de posigdo, ou seja, 2’-O-raminosilvitexina (XIl) e

2”-O-raminosilisovitexina (XXII).
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FIGURA 4.108: a) Cromatograma da subfragcao G5 b) espectro de UV da flavona Xll e
(tr = 16,43 min); c) espectro de UV da flavona XXII (tg = 19,05 min).

O espectro de RMN H (FIGURA 4.109-4.110, p. 252) apresentou para

o isbmero XXII dubletos em &4 7,88 (d, J = 9,2, 2H) e em &4 6,93 (d, J = 9,2,

2H) cuja constante indica acoplamento orto entre esses hidrogénios H-2’ e H-6,

H-3’ e H-5" respectivamente, devido a livre rotagdo do anel B. A correlagao

entre esses hidrogénios foi confirmada pelo espectro de COSY (‘H — 'H,

FIGURA 4.112, p. 253)
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COSY

Através da analise do mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.114, p.
254) verificou-se a correlacdo do sinal em &4 6,93 com o carbono em &¢ 116,3
(C-3’ e C-5) e do dubleto em &4 7,88 com o carbono em &¢ 128,5 (C-2' e C-6").
O mapa de correlagdées HMBC (FIGURA 4.115, p. 255) mostra a correlagao do
hidrogénio em &y 7,88 (H-2’) com os carbonos em &¢c 128,5 (C-2" e C-6');
Oc 164,0 (C-2) e d¢ 163,2 (C-4’), e o hidrogénio em &4 6,88 (H-3’) com os
carbonos em &¢ 116,3 (C-3’ e C-5'); &¢ 163,2 (C-4’) e &¢c 121,1 (C-1').

—> H-3'e H-5'
HMBC
—> H-2'e H-6'

No espectro de RMN 'H (FIGURAS 4.109-4.110, p. 252) observou-se a
presenca de trés singletos com sinais em dy 6,76 (1H) caracteristico do
hidrogénio H-3 de flavona, em &4 6,50 (1H) atribuido a H-8 o que sugere a
presenca de um anel A com substituinte na posicdo C-6 e em &y 13,54 (1H)
relativo ao hidrogénio da hidroxila quelada na posigdo C-5 do esqueleto
flavonoidico. Através do mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.114, p. 254)
pode-se verificar a correlagcdo do hidrogénio em &y 6,76 com o carbono em

Oc 102,8 e o4 6,50 com O¢c 93,2 e através do mapa de correlagbes HMBC
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(FIGURA 4.115, p. 255) observou-se a correlagdo de H-3 (o4 6,76) com os
carbonos &c 104,3 (C-10); &c 164,0 (C-2) e &c 182,0 (C-4) e o sinal
correspondente a H-8 (&4 6,50) se correlaciona com os carbonos &¢c 163,5
(C-7); 6¢c 162,6 (C-5) e d¢c 104,6 (C-10).

—> HMBC

A presenca de sinais na regido entre 54 3,0 e 5,0 no espectro de 'H
(FIGURA 4.111, p. 253) sugere a presenga de unidades de agucar, as quais
foram confirmadas pela presenga de dois sinais caracteristicos de proétons
anoméricos em oy 5,08 (sl, 1H) e d4 4,60 (d, 1H, J = 11,2 Hz) que indicam uma
unidade de glicosil e outra de raminosil cuja presencga é evidenciada pelo sinal
dubleto da metila em &4 0,52 (d, 3H, J = 6,4 Hz).

A configuracdo das unidades de acgucares foram determinadas de
acordo com as constantes de acoplamento e comparacdo com dados da
literatura (HARBONE, 1994), sendo entdo uma B-glicose (J = 11,2 Hz) devido
ao alto valor da constante de acoplamento entre o préton anomérico e o H-2" e
desta forma para a raminose tem-se uma configuragao a.

O mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.114, p. 254) mostra
correlagdo do sinal em &y 4,60 referente a 3-D-glicose com o carbono &¢ 71,1
caracteristico de um flavondide C-glicosilado e o sinal em &y 5,08 se
correlaciona com o carbono em &¢c 100,9 o que sugere uma ligagao O-
glicosideo devido ao alto valor do deslocamento quimico do carbono. O sinal
em Oy 4,60 (H-1") também mostra correlagdo (HMBC, FIGURA 4.115, p. 255)
com os carbonos 6¢c 100,9 (C-1""); &¢ 109,2 (C-6); &¢c 163,5 (C-7); d¢c 76,0
(C-2"); d¢c 79,2 (C-3") e d¢c 81,5 (C-5"). O sinal em &y 5,08 (H-1") se
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correlaciona com os carbonos ¢ 76,0 (C-2"); &¢ 70,6 (C-2); d¢c 68,4 (C-5") e
o sinal referente a metila da raminose (&4 0,52) se correlaciona com os
carbonos &¢ 70,0 (C-3"); &¢ 71,5 (C-4"") e ¢ 68,4 (C-5"). Diante dos dados
obtidos pode-se propor que a glicose esta ligada na posigdo C-6 da aglicona e
a raminose esta ligada na glicose pela posi¢céo C-2”.

— > HMBC - H-1" anomerico glc

—> HMBC - H-1" anomérico rha

0,52

2,90 H H 3,60

Através dos experimentos de RMN 1D e 2D (FIGURAS 4.109-4.116, p.
252 a 255, TABELAS 4.24, p. 250 e 4.25, p. 251), pode-se atribuir todos os
hidrogénios e carbonos das substancias Xll e da substancia XXIl que, com a
analise do conjunto de dados de CL-EM e comparagdo com a literatura
(DOYAMA et al., 2005 , RAYYAN et al., 2004) indicaram ser as flavonas 2”-O-
rhaminosilvitexina [apigenina 8-C-(2”-O-a-raminopiranosil-B-glucopiranoside),
Xll] e 2"-O-rhaminosilisovitexina [apigenina 6-C-(2”-O-a-raminopiranosil-f-
glucopiranoside), XXII].
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OH

2"-O-rhaminosilisovitexina (XXII)

TABELA 4.24: Dados de RMN 'H de 2”-O-raminosil-vitexina (XIl) e 2”’-O-raminosil-
isovitexina (XXII) (DMSO 400; Lit: DOYAMA et al., 2005, DMSO 200 MHz; RAYYAN et
al., 2004, DMSO 600 MHz).

By, J (Hz)
H XIl DOYAMA et al., XXII RAYYAN et al.,
2005; DMSO 2004; DMSO
3 6,78 (s) 6,78 (s) 6,76 (s) 6,76 (s)
5-OH 13,13 (s) 13,13 (s) 13,54 (s)
6 6,25 (s) 6,25 (s)
8 6,50 (s) 6,50 (s)
2, 6’ 8,04 (d; 8,4) 8,04 (d; 9,0) 7,88 (d; 9,2) 7,91 (d; 8,7)
3, 5’ 6,92 (d; 8,4) 6,89 (d; 9,0) 6,93 (d; 9,2) 6,91 (d; 8,7)
Glu-1” 4,77 (d; 11,2) 4,76 (d; 10,0) 4,60 (d; 11,2) 4,61 (d; 9,8)
2" 4,05 (dd; 8,0; 8,8) 4,38 (dd; 8,0;8,8) 4,37 (t; 9,5)
3" 3,16 (m) 3,16 (m) 3,32 (m)
4” 3,45 (m) 3,45 (m) 3,12 (m)
5" 3,10 (m) 3,10 (m) 3,16 (m)
6a”/b” 3,78 (m); 3,49 (m) 3,71 (m); 3,53 (m) 3,69 (m); 3,35 (m)
Rha-1"" 5,00 (sl) 4,97 (sl) 5,08 (sl) 5,08 (sl)
2 3,61 (m) 3,60 (m) 3,59 (m)
3" 3,10 (m) 3,28 (m) 3,12 (m)
4™ 2,89 (t; 9,6) 2,90 (t; 9,6) 2,91 (m)
5" 2,11 (m) 2,33 (m) 2,31 (m)
6" 0,47 (d; 6,4) 0,46 (d; 6,0) 0,52 (d; 6,4) 0,51 (d; 6,1)
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TABELA 4.25: Dados de RMN de "C de 2’-O-raminosil-vitexina (XIl) e 2’-O-
raminosil-isovitexina (XXII) (DMSO 100 MHz; Lit: DOYAMA et al., 2005, DMSO 50
MHz; RAYYAN et al., 2004, DMSO 300 MHz).

c O¢, J (H2)
XIl DOYAMA et al., XX RAYYAN et al.,
2005; DMSO 2004; DMSO

2 164,1 163,9 164,0 163,2
3 102,5 102,3 102,8 102,8
4 182,1 181,9 182,0 181,4
5 161,5 160,5 162,6 161,3
6 98,6 98,2 109,2 109,0
7 161,5 162,1 163,5 162,6
8 104,1 104,3 93,2 92,7
9 156,0 155,7 156,5 156,2
10 104,6 104,1 104,3 103,8
1 121,7 121,5 121,1 121,1
2,6 129,1 128,9 128,5 128,4
3,5 116,1 115,8 116,3 116,0
4 160,8 161,0 163,2 161,1
Glu-1” 71,7 71,4 711 71,3
2”7 75,3 75,0 76,0 74,6
3” 80,1 79,8 79,2 80,0
4” 70,4 70,3 70,5 70,9
5” 81,9 81,7 81,5 81,4
6a”’/b” 61,4 61,1 61,9 61,8
Rha-1""’ 100,5 100,2 100,9 100,4
2" 70,7 70,3 70,6 70,6
3 70,9 71,4 70,0 70,9
4 71,9 70,3 71,5 71,6
5" 68,4 68,1 68,4 68,3
6™’ 17,9 17,6 17,8 17,7
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FIGURA 4.109: Espectro de RMN 'H 2’-O-raminosilvitexina (XIl) e
2”-O-raminosilisovitexina (XXII) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.110: Expansdo do espectro de RMN 'H de 2”-O-raminosilvitexina (XIl) e
27-O-raminosilisovitexina (XXII) (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.113: Expanséo da regido do agucar do espectro de COSY (DMSO, 400 MHz)
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4.5.10 — Biossintese dos flavonodides

Os flavonodides sédo formados por uma série de reagdes de condensacao
entre o acido cinamico (atomos de carbono 2 e 3 do anel B e 4 do anel C) e
residuos malonil (anel A), a qual forma a estrutura de substancias fendlicas do
tipo Ce-C3-Cs, sendo heterosideos com quinze carbonos em seu esqueleto
basico. Os trés carbonos que fazem a ponte entre o anel fenil sdo comumente
ciclizados para formar um terceiro anel (anel C) como mostra a FIGURA 4.117
(p. 256) (CUYCKENS e CLAEYS, 2004).

OH

(e} (e}
J M+ .
CoA OH CoA

3 malonil-CoA

(e}
4-hidroxicinamoil-CoA l

OH OH

oxidacéo
Naringenina Apigenina

FIGURA 4.117: Biossintese de flavondides (adaptado de DEWICK, 2001).

Os flavondides tém origem biossintética mista, ou seja, parte do seu
esqueleto deriva do caminho do acetato e a outra parte deriva do caminho
chiquimato, mais precisamente do acido p-cumarico (DEWICK, 2001).

De acordo com a ciclizagdo e o grau de insaturacdo e oxidagao, os
flavondides podem ser classificados em varios grupos conforme discutido no

item 4.5.1 (134). Em plantas, os flavondides podem ocorrer de varias formas
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modificadas com adigdes correspondentes a hidroxilagdo, metilacdo e
glicosilagdo. Ocasionalmente, acidos alifaticos e aromaticos, sulfato, prenila,
metilenodioxila ou grupo isoprenila também podem atacar o nucleo
flavonoidico e seus glicosideos (DEWICK, 2001).

A principio qualquer grupo hidroxila pode ser glicosilado, mas algumas
posicoes sao favorecidas: em flavonas, flavanonas e isoflavanonas a posi¢ao
C-7; o grupo hidroxila da posigao C-3 e C-5 em flavonols e flavanols e para
antocianidinas as hidroxilas C-3 e C-5 sao sitios de glicosilagdo (CUYCKENS e
CLAEYS, 2004).

Os 5-O-glicosideos sao raros para compostos com um grupo carbonila
na posicao C-4, uma vez que o hidrogénio da hidroxila faz uma ligagdo de
hidrogénio com o grupo carbonila adjacente. Como discutido no item 4.5.9 os
dissacarideos mais encontrados s&o rutinose e neohesperidose e
ocasionalmente tri e tetrassacarideos (MA et al.,, 2001). Podem ser
encontrados também glicosideos acilados em que um ou mais grupos hidroxila
do glicosideo sdo esterificados com um acido. A acilacdo é geralmente um
evento tardio na biossintese de flavondides. Esta modificacdo ¢é
particularmente importante, pois diminui a solubilidade dos varios metabdlitos
em agua, e pode servir como protecdo para os glicosideos contra a
degradacao pelas glucosidases, ou ainda para estabilizar as estruturas das
antocianinas (DEWICK, 2001).

A (glicosilagdo também pode ocorrer de forma direta no nucleo do
flavondide, por uma ligagdo C-C a qual é resistente a hidrélise acida. Até o
presente momento foram encontrados apenas C-glicosilagdo nas posi¢des C-6
e/ou C-8 do esqueleto flavonoidico (CUYCKENS e CLAEYS, 2004).
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4.6 — Efeito de Rauia sp nos ensaios de acgao inseticida por ingestao em

operarias de Atta sexdens rubropilosa

4.6.1 — Efeito dos extratos brutos de folhas

Os extratos brutos hexanico, diclorometanico e metandlico de folhas de
Rauia sp foram ensaiados sobre as operarias de Atta sexdens rubropilosa
conforme a metodologia descrita no item 3.7.1.2 (p. 78).

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

Os resultados obtidos estdo apresentados no GRAFICO 4.1 (curvas de
sobrevivéncias, p. 259) e na TABELA 4.26 (p. 259). Nestes experimentos
houve um acréscimo gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia durante
o decorrer do tempo de experimento com taxas de mortalidade significativas
indicando alta atividade sobre as formigas cortadeiras.

Para os tratamentos com os extratos diclorometanico e metandlico
observou-se mortalidade de 100% (TABELA 4.26, p. 259; GRAFICO 4.1, p.
259) das formigas no 25° e 10° dia respectivamente sendo que houve
mortalidade acumulada (Md) de 50% no 4° dia de tratamento.

Ao tratar a dieta artificial com o extrato hexénico obteve-se mortalidade
de 86% das formigas ao final do experimento. O controle com dieta pura teve
50% de sauvas mortas no 19° dia de tratamento, com mortalidade total
acumulada de 62% no 25° dia.

Nao ha relatos na literatura de ensaio biolégico sobre Atta sexdens

rubropilosa com o género Rauia, reforgando assim a importancia deste estudo.

258



Resultados e Discussio

TABELA 4.26: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com
extratos brutos de folhas de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0O 0 6 12 18 22 30 46 50 64 |19a
Hexano 0O 6 18 40 48 58 70 74 84 86| 9b
Diclorometano| 2 18 36 72 80 86 96 98 98 100]| 4b

Metanol 2 18 44 94 98 100 100 100 100 100 | 4b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.1: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao tratamento por ingestdo com extratos brutos de folhas de Rauia sp.

4.6.2 — Efeito dos extratos brutos do caule

Os resultados obtidos no bioensaio por ingestdo dos extratos brutos
hexanico, diclorometanico e metandlico do caule de Rauia sp incorporados na

dieta artificial das operarias de Atta sexdens rubropilosa estdo apresentados
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no GRAFICO 4.2 (curvas de sobrevivéncia, 261) e na TABELA 4.27 (p. 2.61)
que indicam as porcentagens acumuladas de sobrevivéncia mediana (Md) e
interpretacao do teste “log-rank”, segundo metodologia descrita no item 3.7.1.2
(p. 78).

No tratamento por ingestdo dos extratos brutos de caule, houve um
acréscimo gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia, durante o decorrer
do experimento no qual se verificou mortalidade de 100% das formigas no 25°
e 10° dia nos bioensaios com extratos hexénico e diclorometanico,
respectivamente. O controle (dieta pura) apresentou taxa de mortalidade de
50% de sauvas no 19° dia e mortalidade total acumulada de 64% no 25° dia de
tratamento.

No tratamento da dieta artificial com o extrato hexénico obteve-se
mortalidade média de 50% de formigas no 5° dia do tratamento, sendo
interpretado como significativamente diferente do controle com dieta pura pelo
teste “log-rank”. Atingiu-se esta taxa de 50% mortalidade no 2° dia de
bioensaio para tratamento da dieta artificial incorporada com o extrato
diclorometanico.

Ao incorporar-se o extrato metandlico a dieta artifical, verificou-se
mortalidade média atingida no 6° dia de experimento, considerado também
significantemente diferente do controle com dieta pura.

Desta forma pode-se concluir que os extratos do caule possuem alta
acao sobre a sobrevivéncia média dos individuos e uma alta atividade
inseticida sobre as operarias de formigas cortadeiras.

Vale, novamente, ressaltar que nao ha relatos na literatura sobre
atividade deste género (Rauia) sobre A. sexdens rubropilosa.

A fim de comparagdo entre os extratos de caules e folhas, o GRAFICO
4.3 (p. 262) mostra que o mais ativo dos extratos testados foi o de
diclorometano do caule, com Md de 2 dias (TABELA 4.27, p. 261).

FERNANDES et al. (2002) avaliaram a atividade inseticida de 6leos
extraidos de sementes de Citrus sinensis, C. limon e C. reticulata (Rutaceae)

no desenvolvimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus, simbionte de
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formigas cortadeiras e também quanto a atividade inseticida por aplicagao
tépica. Dentre os 6leos testados o mais promissor para possivel aplicagao
como inseticida para formigas cortadeiras foi o da tangerina (C. reticulata). Em
outro estudo (RIBEIRO et al., 1998) verificou-se que os extratos obtidos com
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol das folhas de Sesamun
indicum L. (Pedialiaceae) inibiram 100% o crescimento do fungo

L. gongylophorus na concentracgéo de 2,5 mg mL™".

TABELA 4.27: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com
extratos brutos do caule de Rauia sp.

Tratamento Mortalidade acumulada (%) por dia

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 0O 6 12 18 22 30 46 50 64 |19a
Hexano 0O 6 28 68 76 90 98 98 98 100| 5b

Diclorometano| o 56 90 98 98 100 100 100 100 100| 2b

Metanol 0 8 22 56 66 76 92 94 96 96 | 6b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.2: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestao com extratos brutos do caule de Rauia sp.
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GRAFICO 4.3: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com extratos brutos de folhas e caule de
Rauia sp.

4.6.3 — Efeito das fragoes do extrato bruto diclorometanico de folhas

As fragbes do extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia sp (RFD)
foram ensaiadas sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa conforme a
metodologia descrita no item 3.7.1.2 (p. 78).

Analisando os dados obtidos nos ensaios (GRAFICO 4.4, p. 264;
TABELA 4.28, p. 264) observou-se que as fragdes de RFDb (2) a RFDh (8)
causaram taxa de mortalidade de 84 a 94% no 25° dia de experimento. Desta
forma, pode-se concluir que se os metabdlitos forem diferentes, estes
apresentam mesma taxa de mortalidade.

Das fracbes testadas as que possuem a maior atividade sobre a
sobrevivéncia média das formigas cortadeiras sdo RFDa (1) e RFDg (7) com
mortalidade média atingida no 4° dia de experimento sendo que esta ultima
fracdo apresentou 94% de mortalidade no 25° dia enquanto que o controle
apresentou taxa de 62%.

Nas fragdes d (4), e (5), f (6) identificou-se a presenca de acidos graxos

como descrito no item 3.5.2 (p. 63) a 3.5.4 (p. 65). Ha relatos na literatura
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sobre a atividade téxica dos acidos graxos em insetos. PENAFLOR et al.
(2004) realizaram ensaios de toxicidade por aplicagdo tépica com acidos
graxos comerciais com cadeias metilénicas entre 5 e 9 carbonos na dose de
0,1 mg/inseto em A. sexdens rubropilosa. Os acidos graxos que apresentaram
atividade toxica para formiga cortadeira foram os acidos hexandico (195, p.
263) e heptandico (196, p. 263), que diminuiram a longevidade mediana de 21

dias (controle) para 10 e 9 dias, respetivamente.

@) O
Acido hexanoico (195) Acido heptanoico (196)

Sendo assim, pode-se atribuir a atividade inseticida destas fragbes a
presenca destes metabdlitos secundarios nas mesmas, comparadas ao
controle (dieta pura).

Na fracdo f (6) também identificou-se o sesquiterpeno clovane-2f3,9a-
diol. MARSARO et al. (2004) observaram que os sesquiterpenos elemol (197,
p. 263) e B-eudesmol (198, p. 263) foram responsaveis pela resisténcia das
folnas de Eucalyptus maculata ao ataque das formigas cortadeiras Atta
sexdens rubropilosa. De acordo com HUBBELL e WIEMER (1983 apud
MARSARQO et al., 2004) o 6xido de cariofileno (199, p. 263), um sesquiterpeno,
extraido de Hymenaea courbaril (Fabaceae) € toxico ao fungo da formiga

cortadeira e também repelente as formigas.

Elemol (197) p-Eudesmol (198) Oxido de cariofileno (199)

Através de uma reagdo em meio acido com o epdxido de cariofileno foi
obtido clovan-23,9a-diol (YANG et al., 1993) e a inter-relagao entre estas duas
estruturas sugere que o clovane-23,9a-diol possa também ter agao repelente
as formigas cortadeiras e ensaios devem ser realizados para comprovar esta

hipotese.
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TABELA 4.28: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com
fracOes do extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*
Controle 0 2 2 22 38 42 50 50 58 62| 18a
RFDa (1) 4 22 36 54 60 64 64 64 64 66| 4b
RFDb (2) 0 8 24 50 58 70 76 80 82 84 |6,5b
RFDc (3) 0 0 8 34 44 56 70 78 82 88 |10b
RFDd (4) 2 14 26 40 46 56 70 70 74 84| 9b
RFDe (5) 0 16 32 52 56 68 80 80 80 80| 6b
RFDf (6) 2 20 40 58 64 72 84 92 92 94| 5b
RFDg (7) 0 18 38 60 74 84 92 92 92 94| 4b
RFDh (8) 0 12 22 48 54 64 76 88 90 90 | 7b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.4: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com fragdes do extrato bruto diclorometanico

de folha de Rauia sp.
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4.6.4 — Efeito das fragoes do extrato bruto diclorometanico do caule

Nas fragbes do extrato bruto diclorometénico do caule de Rauia sp
(RCD) observou-se o mesmo comportamento das fragdes descritas no item
4.6.3 (262), na qual as fragdes causaram taxa de mortalidade semelhante, de
90 a 100% no 25° dia de experimento conforme dados apresentados na
TABELA 4.29 (p. 268) e no GRAFICO 4.5 (curvas de sobrevivéncia, p. 268).

Estas fracbes foram ensaiadas sobre as operarias de A. sexdens
rubropilosa conforme a metodologia descrita no item 3.7.1.2 (p. 78). Destas, a
fracdo com resultado de atividade inseticida mais significativo foi RCDd (4)
com 100% de mortalidade no 21° dia com sobrevivéncia mediana das
operarias no 5° dia de experimento. Este resultado de acdo lenta é mais
interessante que o apresentado na fragdo RCDe (5) com sobrevivéncia
mediana de dois dias e mortalidade de 96% no fim do experimento, pois como
€ muito tdéxica e sendo reconhecida rapidamente pela formigas cortadeiras,
podera ser retirada do ninho, ndo atingindo assim a acgao inseticida desejada.

Na fracdo RCDd (4) identificou-se a presenga das cumarinas rauianina
(V), diacetato de murrangatina (VI) e murralongina (IX) conforme descrito no
item 3.6.2 (p. 68), a rauianina (V) foi identificada também na fragdo RCMD
conforme descrito no item 3.6.5 (p. 72) GODOY et al. (2005) avaliaram a
inibicdo do fungo simbionte da formiga cortadeira por cumarinas. Neste estudo
verificou-se a atividade biolégica de angelicina (200), subcrosina (201),
xantoxiletina  (202), clausarina  (203), 7-hidroxi-3-(1’,1’-dimetilalil)-8-
metoxicumarina (204), xantiletina (205, p. 266) (p. 266), isopimpinelina (47, p.
47) e umbeliferona (33, p. 7). Destas as cumarinas 201, 202, 47 e 205
apresentaram 100% de inibicao do fungo L. gongylophorus nas concentragées
64, 70, 80, 25 ug mL™". Desta forma pode-se supor que a atividade desta
fracdo esta relacionada com a presenga desta classe de metabdlitos

secundarios nas fragdes obtidas do extrato diclorometanico do caule.
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Angelicina (200) Subcrosina (201) Xantoxiletina (202)

OCHj

Xantiletina (205)

7-hidroxi-3-(1',1'-dimetilalil)-8-metoxicumarina
Clausarina (203) (204)

Na fracdo RCDd (4) identificou-se também a presenga do alcaloide
zantodiolina (VIIl) conforme descrito no item 3.6.2 (p. 68, BIAVATTI (et al.,
2002) constatou que os alcaldides também apresentam atividade fungicida
sobre L. gongylophorus. Os acaldides testados foram: esquiamina (10, p. 5),
kokusaginina (206), maculina (207), flindersiamina (208), 2-n-nonil-4-quinolona
(209), 1-metil-2-n-nonil-4-quinolona (210) e 1-metil-2-fenil-4-quinolona (211)
(p. 267). Destes os alcaloides 10 e de 206 a 209 foram potentes inibidores do
crescimento do fungo em meio de cultura na concentragdo 100 pg mL™.

ALMEIDA et al. (2006) avaliaram a toxicidade de extratos fragdes e
substancias puras de Helietta puberula (Rutaceae) para operarias médias de
Atta sexdens L. cuja toxicidade foi determinada através de bioensaios por
ingestdo nas concentragdes 1,0; 0,2 e 0,05 mg mL" e para seu fungo
simbionte em meio de cultura contendo as substancias pura na concentragao
de 10 ug mL™". Das substancias puras testadas observou-se potente atividade
inseticida dos alcaldides: kokusaginina (90%, 206), maculina (74%, 207),
flindersiamina (80%, 208) e dictamina (88%, 16, p. 7). Desta forma verifica-se
que dos alcaldides citados acima, trés deles foram concomitantemente toxicos
para as sauvas e para o fungo simbionte: kokusaginina (80%, 206), maculina
(100%, 207) e dictamina (100%, 16).
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TABELA 4.29: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de

Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com

fracbes do extrato bruto diclorometanico do caule de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*
Controle 0 4 4 14 16 24 34 36 44 52 | 23a
RCDd (4) 0 18 38 60 72 88 94 96 100 100 | 5b
RCDe (5) 12 52 64 88 88 88 92 92 94 96 | 2b
RCDf (6) 8 40 54 66 78 83 83 88 88 92 | 3b
RCDg (7) 16 36 48 68 72 76 82 82 88 96 | 4b
RCDh (8) 4 40 54 68 72 76 72 78 80 84 | 3b
RCDi (9) 22 48 78 88 88 90 90 90 90 90 | 3b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenga

significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.5: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao tratamento por ingestdo com fragdes do extrato bruto diclorometanico

do caule de Rauia sp.
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4.6.5 — Efeito das frag6es do extrato bruto metandlico de folhas (RFM)

As fragbes obtidas do particionamento do extrato bruto metandlico de
folhas de Rauia sp, conforme metodologia descrita na seg¢ao 3.7.1.2 (p. 78),
foram submetidas ao ensaio inseticida sobre as operarias de formigas
cortadeiras.

Analisando os resultados obtidos, apresentados na TABELA 4.30 (p.
269) e no GRAFICO 4.6 (p. 270), observou-se que os valores ndo diferem
muito do controle quanto ao tempo para mortalidade total. Das fragdes, a que
se destaca com acdo mais alta sobre a sobrevivéncia mediana dos individuos
e mais alta atividade inseticida é a fragdo diclorometanica (RFMD), com
valores de trés dias para mortalidade de 50% das operarias e 100% de taxa de
mortalidade no fim do experimento diferindo do controle pelo teste “log-rank”
(p <0,05).

Em razédo da necessidade de concluir a dissertacao de mestrado, estas
fragdes nao foram refracionadas e desta forma nao foram identificados os seus

metabdlitos secundarios.

TABELA 4.30: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com

fragbes da particao liquido-liquido do extrato bruto metandlico de folhas de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia
Tratamento

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 0 6 32 44 48 70 74 80 84 |11a

Diclorometano| 2 26 58 88 94 94 96 98 98 100 | 3b

AceEt?_’io de 2 14 28 60 64 68 78 78 78 86 | 5a
Ha

Hidroetandlica| 0 18 38 62 68 72 80 80 82 88 | 6b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca

significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.6: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com fragbes de particdo liquido-liquido de

extrato bruto metandlico de folhas de Rauia sp.

4.6.6 — Efeito das frago6es do extrato bruto metandlico do caule (RCM)

As fracbes obtidas do particionamento do extrato bruto metandlico do
caule de Rauia sp foram submetidas ao ensaio inseticida sobre as operarias de
A. sexdens rubropilosa cuja metodologia foi descrita na seg¢éao 3.7.1.2 (p. 78).

Os dados obtidos ao tratar a dieta artificial das sauvas com as fragdes
diclorometanica, acetato de etila e hidroetandlica (TABELA 4.31, p. 271 € no
GRAFICO 4.7, p. 271) foram semelhantes aos das respectivas fragbes de
folhas descritas na sec¢ao anterior (4.6.5, p. 269). Da mesma maneira a fragao
com atividade inseticida mais significativa foi a diclorometanica (RCMD) que
difere do controle pelo teste “log-rank” (p < 0,05) a qual causou 50% da
mortalidade das operarias no 4° dia do experimento.

Na fragcdo hidroetandlica identificou-se a presenca de flavonas
glicosiladas: apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-glucopiranoside (X, p. 151),
apigenina 6-C-glucopiranosil-8-C-neohesperidoside (XI, p. 167), 2"-O-
raminosil-vitexina (XII, p. 178), 2”-O-raminosil-isovitexina (XXII, p. 244), vitexina

(XM, p. 189), isovitexina (XIV, p. 197), apigenina 6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-
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(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside) (XV, p. 209), apigenina 6-C-
(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-B-D-glucopiranoside  (XVI, p.
209), vicenin-2 (XVII, p. 209), schaftoside (XVIII, p. 227), neoschaftoside (XIX,
p. 227), isoschaftoside (XX, p. 227) e neoisoschaftoside (XXI, p. 227).

TABELA 4.31: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com

fracOes da particao liquido-liquido do extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia
Tratamento

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 | Md*

Controle 0 4 14 24 34 44 68 80 88 90 |12a
Diclorometano| 6 20 48 82 90 90 96 98 100 100 | 4b

Acetato de
Etila

Hidroetandlica| 2 16 28 52 62 62 80 82 90 94 | 6a

0 10 22 48 60 62 74 78 90 96 |7,5a

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.7: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com fracbes da particdo liquido-liquido de
extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp.
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4.6.7 — Efeito da fragao G e suas subfragoes da particao hidroetandlica do

extrato bruto metandlico do caule (RCM)

Os resultados obtidos nos bioensaios por ingestdo da fragdo G e das
respectivas subfragdes (1 a 5) da particdo hidroetandlica do extrato bruto
metandlico do caule de Rauia sp incorporado a dieta artificial das operarias de
Atta sexdens rubropilosa esta apresentado na TABELA 4.32 (p. 274). Ela
resume as porcentagens acumuladas de sobrevivéncia mediana (Md) e a
interpretagdo do teste “log-rank”. Sd0 mostrados também no GRAFICO 4.8
(curvas de sobrevivéncia, p. 275), segundo metodologia descrita no item
3.7.1.2 (p. 78).

Ao tratar as formigas com a dieta artificial contendo as fra¢des citadas
acima houve um acréscimo gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia
em todas as subfragdes durante o decorrer do experimento além de apresentar
diferenga significativa comparada ao controle (dieta pura) de acordo com o
teste “log-rank” (p < 0,05).

As subfracdes G3 e G4 possuem as mais altas atividades inseticidas, 98
e 100% de taxa de mortalidade respectivamente e agao sobre a sobrevivéncia
média das formigas cortadeiras com 50% de mortalidade no 3° dia para os dois
tratamentos, enquanto que o controle apresentou mortalidade de 56% no 25°
dia e sobrevivéncia média de 20 dias das operarias de A. sexdens rubropilosa.

Vale ressaltar que a fracdo G (74%) apresentou menor atividade quando
comparada com as subfragdes G3 (98%) e G4 (100%). Estas fragbes estdao em
quantidade minoritaria em relacdo as outras subfracdes como pode ser
observado no item 3.6.6 (p. 73), sendo que, apesar das fragdes (G1 a G5)
serem obtidas em porcentagens diferentes na fragao G, todas as fragées foram
testadas sobre A. sexdens rubropilosa na mesma concentragdo (2 mg/mL)
como descrito no item 3.6.6 (p. 73).

Nas fracbes G1 e G2 foram isoladas as flavonas apigenina 6-C-f3-D-

1

glucopiranosil-8-C-(2"”’-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside), apigenina 6-

C-(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-p-D-glucopiranoside, vicenin-2,
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apigenina  6-C-neohesperidosil-8-C-glucoside, apigenina 6-C-glucosil-8-C-
neohesperidoside; nas fracbes G3 e G4 as flavonas vicenin-2, apigenina 6-C-
neohesperidosil-8-C-glucoside, apigenina 6-C-glucosil-8-C-neohesperidoside,
neoisoschaftoside, neoschaftoside e tragcos de 2”’-O-rhaminosil-vitexina e 2”-O-
rhaminosil-isovitexina e na fragdo G5 em quantidade majoritaria 2”-O-rhaminosil-
vitexina e 2”-O-rhaminosil-isovitexina conforme indicado na TABELA 4.19
(p. 202) no item 4.5.9. As porcentagens (medidas pela area do cromatograma —
DAD, FIGURA 4.71, p. 203) das flavonas presentes em cada fragcao (G1 a G5)
esta descrita na TABELA 4.19 (p. 202).

O flavonadide astilbina (44, p. 43) apresentou 100% de inibicdo no fungo
simbionte mostrando ser potente agente fungicida (ALMEIDA, 2007). Cintra
et al. (2005) verificaram que este flavonoide, astilbina (3-B-O-ramnosideo
5,7,3,4’-tetraidroxi-2,3-diidroflavonol, 44, p. 43), foi altamente toxico no ensaio
por ingestao sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa. Neste ensaio foram
testadas diferentes concentragoes: 0,1; 0,5; 1; 2 e 3% cuja concentragao mais
ativa sobre as formigas cortadeiras foi a de 2% (m/m) em relagao a dieta.

Ha relatos de ensaios biolégicos de flavonoides sobre o fungo simbionte
de formigas cortadeiras Leucoagaricus gongylophorus. GALLO (2004) avaliou a
atividade da orientina (212) em mistura com isoorientina (213) (p. 274) e
luteolina (57, p. 47) que apresentaram respectivamente 20% e 40% de inibigao
do fungo simbionte das formigas cortadeiras na concentracdo de 50 pg/mL.
SIMOTE (2006) observou potente inibicdo do fungo simbionte no ensaio com a
flavanona (214) (80%), no entanto a 5,7,3',4’,5’-pentametoxiflavona (215) (p.
274) foi inativa, ambas testadas na concentragdo de 10 ug/mL. FACCHINI
(2000) verificou que a flavona (66, p. 48) inibiu completamente (100%) o
desenvolvimento do fungo simbionte das formigas cortadeiras na concentragéo
de 50 pg/mL.

Desta forma os flavondides podem atuar de forma a controlar a
populagdo de sauvas tanto como inseticida, tanto como fungicida. No entanto,
sd0 necessarios outros ensaios para que os mesmos sejam efetivamente

utilizados no controle de formigas cortadeiras.

273



Resultados e Discussio

o

Flavanona (214) 5,7,3',4' 5'-pentametoxiflavona (215) Flavona (66)

TABELA 4.32: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo com a
fragcdo G e subfracdes da particao hidroetandlica do extrato bruto metandlico do caule
de Rauia sp.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 |Md*
Controle | 0 6 18 32 40 42 48 48 54 56 |20a
FragioG | 10 24 36 48 58 64 66 66 70 74 | 7b
Subfracdo | 12 26 40 48 56 58 62 64 68 72 | 8b
Subfracdo | 6 28 52 80 8 83 88 90 92 92 | 3b
Subfracdo | 8 26 58 72 86 95 98 98 98 98 | 3b
Subfragdo | g 46 68 90 94 93 98 100 100 100 | 3b
Subfracdo | 6 12 16 40 52 64 70 72 78 84 | 8b

Controle: dieta pura. * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com a interpretacao do teste “log-rank” (p < 0,05).
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GRAFICO 4.8: Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com a fracdo G e subfragcdes da particdo

hidroetandlica do extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp.

4.7 — Efeito de Rauia sp no desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

nos ensaios por ingestao

4.7.1 — Efeito dos extratos brutos de folhas

Os extratos brutos hexanico, diclorometanico e metandlico de folhas de
Rauia sp foram ensaiados sobre a S. frugiperda conforme a metodologia
descrita no item 3.7.2.1 (p. 79). Os resultados obtidos com extratos das folhas
(TABELA 4.33, p. 276; GRAFICO 4.9, p. 276) mostraram-se bastante
significativos. No experimento em que a dieta artificial foi tratada com o extrato
diclorometanico ocorreu um alongamento da fase larval de aproximadamente
de 10 dias quando comparado ao controle (acido ascérbico +
CeH14:CH2Cl2:MeOH 4:3:3) e mortalidade de 84% nesta mesma fase.
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TABELA 4.33: Médias da duragao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos

organicos de folhas de Rauia sp. Temp.: 25+ 1 °C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H

Fase Larval
Estagio Peso Fase

Duracao Pupal
Mortalidade  (Mg)  puragdo Mortalidade

Ciclo Total

Tratamento (dias) (%) (tEP)  (EP) (dias) (%) (£EP)
(£EP) (XEP)
Extrato Bruto 15,87 + 73,33 £ 279,75+ 11,16 80,00 +
Hexanico 1,24 c 16,33 a 10,78 a 0,98 a 12,64 a
Extato Bruto 26,00 + 83,34 + 269,60+ 9,80+ 83,34 +

Diclorometéanico 8,09 b 15,05 a 32,80ab 2,28a 15,05 a

Extrato Bruto 21,41 41,66 + 221,82+ 10,46 + 52,50 *
Metanoélico 3,84 a 4,08 b 31,47 c 1,76 a 14,74 b

16,90 26,66+ 252,76+ 10,38+ 26,66 +
1,09¢ 10,32 b 16,22 b 1,11 a 10,32 ¢

Controle: (acido ascorbico + CgHqis : CH.Cl, : MeOH 4:3:3). Médias seguidas da
mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Controle

Folhas

100 B Fase Larval
@ Ciclo Total

Mortalidade (%)

Controle Hexano Diclorometano Metanol

GRAFICO 4.9: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos organicos de folhas de Rauia sp.
Temp.: 25+ 1°C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H.
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Ao tratar a dieta artificial com o extrato hexanico observou-se uma
mortalidade larval de 74%, enquanto no tratamento com o extrato metandlico
houve um alongamento da fase larval de aproximadamente 4 dias seguido de
uma diminui¢do no peso pupal de 30 mg quando comparado ao controle.

Na primeira etapa dos experimentos os testes foram realizados a fim de
verificar quais extratos da Rauia sp apresentavam atividade inseticida. Desta
forma, o extrato diclorometanico das folhas, que apresentou maior atividade
sobre a S. frugiperda foi o primeiro a ser fracionado e testado novamente.

Nos ensaios biologicos posteriores, porém, utilizou-se outra
metodologia, ensaio por toxicidade aguda, devido a menor quantidade de
massa obtida nos fracionamentos.

E importante ressaltar que uma maior duracdo da fase larval, em
campo, mantera o inseto propenso ao ataque por mais tempo por inimigos
naturais, além de levar a emergéncia de adultos com assincronia fenoldgica
em relagéo a populagdo normal, e diminuir o numero de geragdes do inseto no
ciclo agricola (TANZUBIL e MCCAFERRY, 1990).

Pupas menores produzirdao adultos menores e mais fracos, com menor
capacidade de competicdo para as atividades vitais da espécie (RODRIGUEZ
e VENDRAMIN, 1997), podendo apresentar problemas na sua reproducao.
Diversos autores ja relataram que a ocorréncia da esterilidade esta geralmente
associada a disturbios alimentares e deficiéncia nutricional. O numero de
ovariolos, embora seja geneticamente determinado, pode ser modificado pela
qualidade e quantidade de nutrientes obtidos durante a diferenciagdo dos
ovarios (COSTA et al., 2004). Portanto, os adultos provenientes de pupas
menores podem apresentar menor numero de ovariolos por ovario, e
consequentemente irdo reduzir o potencial de producao de ovos. Dessa forma,
havera um decréscimo nos tamanhos das geragdes subsequientes da peste, e
desde ja, reducdes na frequéncia e severidade das destruicdes (COSTA et al.,
2004).
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4.7.2 — Efeito dos extratos brutos do caule

Os extratos brutos hexanico, diclorometanico e metandlico do caule de
Rauia sp foram ensaiados sobre a S. frugiperda conforme a metodologia
descrita no item 3.7.2.1 (p. 79). Nos resultados obtidos ao tratar a dieta artificial
com extrato hexanico do caule observou-se um alongamento da fase larval de
aproximadamente 1,7 dias, quando comparados ao controle (acido ascérbico +
CeH14:CH2Cl2:MeOH 4:3:3) e o extrato bruto metandlico mostrou atividade
significativa comparada ao controle, pelo teste de Tuckey, com mortalidade no
ciclo total de 48,83% conforme indicado na TABELA 4.34 (p. 278) e GRAFICO
4.10 (p. 279).

Entretanto, os resultados de mortalidade dos extratos brutos do caule de
Rauia sp nao foram significativos quando comparados aos resultados obtidos

com os extratos brutos de folhas.

TABELA 4.34: Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S.frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos

organicos do caule de Rauia sp. Temp.: 25+ 1°C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H.

Estagio Fase Larval Peso Ifjsgl Ciclo Total
Dzldrfar;i)lo Mortalidade ™9)  Duragdo Mortalidade
1as o (dias) (%) (xEP)
%) (FEP +EP
Tratamento  (,p (%) (+EP)  (+EP) (+EP)
Extrato Bruto 18,61+ 1500+547 27162+ 11,12+ 30,00 £ 8,94
Hexanico 1,57 c b 23,17 a 1,16 a b
Extato Bruto 16,81+ 26,66 +8,73 255,77+ 10,52+ 40,00
Diclorometanico 1,00 b ab 34,53 a 1,21 a 13,78 ab
Extrato Bruto 1445+ 36,34+6,21 253,25+ 10,62 + 48,83 £
Metanodlico 0,88 a a 19,70 a 0,80 a 12,49 a

16,90 + 26,66 + 252,76+ 10,38 26,66 +
1,09 b 10,32 ab 16,22 a 1,11 a 10,32 b

Controle

Controle: (acido ascorbico + CgH4s : CH.Clo: MeOH 4:3:3). Médias seguidas da
mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).
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GRAFICO 4.10: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com extratos organicos do caule de Rauia sp.
Temp.: 25+ 1°C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H.

Na fragdo RCDd (4) obtida do fracionamento do extrato bruto
diclorometanico do caule identificou-se a presenca das cumarinas rauianina
(V), diacetato de murrangatina (VI) e murralongina (IX) conforme descrito no
item 3.6.2 (p. 68). A rauianina (V) foi identificada também na fragdo RCMDi
conforme descrito no item 3.6.5 (p. 72).

A seguir serdo discutidos relatos da literatura sobre a atividade
inseticida desta classe de metabdlitos sobre Spodoptera ssp. O extrato
lipofilico das sementes de Atalantia ceylanica (Rutaceae) apresentou atividade
no ensaio por ingestdo sobre S. litorallis. Os compostos isolados deste extrato
foram as furanocumarinas xantotoxina (45), bergapteno (46) (p. 45),
imperatonina (216), oxipeucedanina (217) e grande quantidade de heraclenina
(218) e as oximas ataloxima A e B (219-220) (p. 280). Neste bioensaio foi
verificado que a atividade antialimentar do extrato pode ser explicada pela
presenca das furanocumarinas cuja atividade ja € conhecida. As oximas nao

apresentaram atividade antialimentar no ensaio por ingestao, no entanto foram
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ativas no ensaio por toxicidade tépica com pronunciada taxa de mortalidade
(BACHER et al., 1999).

Imperatonina (216) Oxipeucedanina (217) Heraclenina (218)
(l)CH3
Z \OCH3 N
Ataloxima A (219) Ataloxima B (220)

Ha poucos relatos sobre a atividade de plantas da familia Rutaceae
sobre espécies de Spodoptera. Na literatura encontram-se bioensaios com
varias outras familias, por exemplo, MATOS et al. (2006) avaliaram a atividade
inseticida dos extratos organicos hexanico, metandlico e hidrometandlico de
ramos e folhas de Trichilia claussenii, Trichilia elegans e Trichilia catigua
(Meliaceae) sobre S. frugiperda incorporados a dieta artificial na concentragéo
de 1000 mg/kg de dieta. Dos extratos testados o metandlico de T. claussenii
apresentou resultados mais significativos causando 90% de mortalidade na
fase total. Outros autores também relataram atividade bioldgica sobre S.
frugiperda nas familias Cactaceae (CESPEDES et al., 2005) e Asteraceae
(CESPEDES et al., 2004) cuja atividade dos extratos estdo relacionadas com a
regulacdo do crescimento do inseto. KAMARAJ et al. (2008) observaram
atividade antialimentar sobre S. litura dos extratos preparados com acetona,
cloroférmio, acetato de etila, hexano e metanol de Ocimum sanctum Lin e O.
canum Sims da familia Labiatae e Rhinacanthus nasatus KURZ. da familia
Acanthaceae. Dos extratos testados o mais eficiente, com taxa de mortalidade

de 100% sobre as larvas no quarto instar foram: extrato metandlico de O.
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canum, o extrato de acetona de O. sanctum e o extrato metandlico de R.
nasatus. O numero de larvas mortas foi verificado 24 horas apds exposi¢cao
com os extratos das plantas.

VERA et al. (2006) avaliaram a atividade fagoinibidora de cinco
cumarinas isoladas de Pterocaulon polystachyum: 6-hidroxi-7-
isopreniloxicumarina (221), 6-metoxi-7-isopreniloxicumarina (222), 6,7-
metilenodioxicumarina (223), 5-metoxi-6,7-metilenodioxicumarina (224) e 6-
metoxi-7-(2-hidroxietoxi)cumarina (225) e sintetizadas no laboratério 2-metoxi-
2-metil-3,4,5,6,7,8-hexahidro-3H-cromen-5-ona (226) (p. 281) e escopoletina
(79, p. 107) sobre S. frugiperda.

e L oL
Xo o o o
= =
Y\/ - Y\/ - )

(223

OCHs 0

HO N
SO0 L
o HOCH,CH,0 ~o
(224) ) )

(226

224 (225

As cumarinas isoladas de P. polystachyum apresentaram 100% de
atividade fagoinibidora na concentracédo de 200 ug por g de dieta. CALCAGNO
et al. (2002) avaliaram o sinergismo de cinco furanocumarinas: xantotoxina
(45), bergapteno (46) (p. 45), psoraleno (227, p. 281), imperatonina (216,
p. 280) e angelicina (200, p. 266); isoladas de Pilocarpus goudotianus
(Rutaceae) no efeito deterrente (fagoinibidor) sobre S. littoralis. Neste estudo
verificou-se que as cinco foram ativas, na qual o grupo metoxila na posi¢ao C-5
ou C-8 aumenta a atividade. Sendo assim, obteve-se o seguinte efeito
deterrente: xantotoxina = bergapteno > psoraleno = imperatorina = angelicina.
Outros autores também descrevem a atividade antialmentar de cumarinas
sobre S. litura (LUTHRIA et al., 1989; YAJIMA e MUNAKATA, 1979) e sobre S.
exigua (BERDEGUE et al., 1997) dentre outros.
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4.7.3 — Efeito das fragoes do extrato bruto diclorometanico de folhas

//
o

As fragdes do extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia sp (RFD)
foram ensaiadas sobre a S. frugiperda, conforme a metodologia descrita no
item 3.7.2.1 (p. 79). As fracbes analisadas foram aquelas com massa
disponivel para realizar o referido ensaio: D (extraida com Acetato de Etila
100 %), E (extraida com Acetato de Etila e Acetona 1:1), F (Acetona 100 %) e
G (Acetona e Metanol 1:1) conforme item 3.5.1 (p. 61).

O ensaio biolégico com a dieta artificial tratada com as fragcdes do
extrato diclorometénico de folhas se mostraram bastantes significativos. A
fracdo D apresentou uma mortalidade na fase larval de aproximadamente 94%
(TABELA 4.35, p. 283 e GRAFICO 4.11, p. 284). Considerando o ciclo total de
desenvolvimento observou-se mortalidades de aproximadamente 97, 80 e 77%
nos ensaios realizados com as fragdes D, E e F respectivamente. Nas fracdes
D, E e F identificou-se a presenga de acidos graxos conforme descrito no item
3.5.2 (p. 63) a 3.5.4 (p. 65). VANDERHERCHEN et al. (2005) relataram a
atividade inseticida dos acidos 7-fenileptandico e 7-fenilept-4-endico sobre
Manduca sexta (Lepdoptera: Sphingidae), Heliothis virescens (Lepdoptera:
Noctuidae) e Helicoverpa zea (Lepdoptera: Noctuidae). Os ensaios foram

realizados em lagartas de 4° instar de M. sexta, H. zea e H. virescens através
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de injecdo abdominal com os acidos 7-fenileptandico (227) e 7-fenilept-4-
enoico (228) (p. 283) com dose de 50 pg/inseto. Para ambos acidos e insetos

observou-se mortalidades na faixa de 55,0 a 70,0%.

OH OH

Acido 7-fenileptandico (227) Acido 7-fenilept-4-endico (228)

TABELA 4.35: Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S.frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com fragcbées do
extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia sp. Temp.: 25 +1°C; UR 70 +5% e
fotofase de 12H.

Estagio Fase Larval Fase Pupal Ciclo Total
Peso
Duracéo Mortalidade (mg) (+EP) Duracgao Mortalidade
Tratamento (Dias) (*EP) (%) (XEP) (Dias) (*¥EP) (%) (*EP)
Fragdo D 21,0+7,07 93,33+10,32 250,5% 12,0+0,0 96,66 + 8,16
a a 6,36 a a a
Fragdo E 17,5+1,87 80,0+21,90 25533+ 11,0+1,67 80,0+21,90
a ab 22,34 a a ab
Fragdo F 16,9+ 1,22 63,33+15,05 242,09+ 12,28+0,75 76,66+ 15,05
a ab 37,40 a a ab
Fragio G 16,3+1,88 56,66+2943 26661+ 11,66+1,11 70,0+ 20,97
a b 23,45 a a b
Controle 16,5+2,63 6,66+ 10,32 263,67+ 1184+1,06 20,0+0,0
a c 45,08 a a c

Controle: (acido ascorbico + CgHqs : CH.Cl: MeOH 4:3:3). Médias seguidas da
mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).
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GRAFICO 4.11: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com fragcdes do extrato bruto diclorometanico de

folhas de Rauia sp. Temp.: 25+ 1 °C; UR 70 +5% e fotofase de 12H.

4.7.4 - Efeito das fragoes do extrato bruto metandlico de folhas (RFM)

As fragdes diclorometanica, acetato de etila e hidroetandlica do extrato
metandlico de folhas de Rauia sp (p. 66) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda
conforme a metodologia descrita no item 3.7.2.1 (p. 79). Os resultados obtidos
ao tratar a dieta artificial com as fragdes diclorometanica, acetato de etila e
hidroetandlica (TABELA 4.36, p. 286; GRAFICO 4.12, p. 286), foram resultados
relevantes comparados ao controle (acido ascorbico + CgHq4:CH,Cl,:MeOH
4:3:3) no que se refere a mortalidade na fase larval com taxas de
aproximadamente 74 e 57% para as fracbes acetato de etila e hidroetandlica,
respectivamente. Nas fracbes obtidas da hidroetandlica houve aumento de
15 mg no peso da pupa em relagao ao controle (TABELA 4.36, p. 286).

Com relacdo a duragdao da fase larval houve um alongamento de
aproximadamente 7 dias no tratamento com a fracdo de acetato de etila e um
alongamento de 3 dias na fase pupal (TABELA 4.36, p. 286).
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No que se refere ao peso das pupas verificou-se que nao houve variagcao
das mesmas nos tratamentos com as fragdes comparadas ao controle
(TABELA 4.36, p. 286).

Os flavondides podem apresentar efeito fagoinibidor, conforme
discussdo nos itens 4.7.5 (p. 287) e 4.7.6 (p. 290) ou efeito fagoinibidor de
acordo com BOUAZIZ et al. (2001). O extrato metandlico das folhas de
Hyparrhenia hirta Stapf (Poaceae) apresentou atividade fagoestimulante sobre
S. frugiperda. Deste extrato foram isolados quatro flavonoides: luteolina (57,
p. 47), isoorientina (212, p. 274), tricina (229) e tricina 7-O-glucoside (230) (p.
285). Estes flavondides foram inativos quando testados separadamente
(BOUAZIZ et al., 2001).

OH o]

OH (0]
Tricina (229) Tricina 7-O-glucosideo (230)
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TABELA 4.36: Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S.frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com fragcbées do

extrato bruto metanodlico de folhas de Rauia sp. Temp.: 25 + 1 °C; UR 70 + 5% e

fotofase de 12H.

Estagio Fase Larval .
Peso Fase Pupal Ciclo Total
Duragio Mortalidade (mg) Duragdo Mortalidade
(Dias) (tEP) (%J) (iEP) (tEP) (Dias) (iEP) (%) (iEP)
Tratamento
Diclorometano 22,77 +2,41 36,66 +1505 220,94+ 11,16+2,07 46,66+ 16,33
a bc 38,52 a a c
Acetato de 25,75+3,84 73,33+16,33 216,01 12,5+1,60 73,33+ 16,33
Etila a a 27,24 a a a
Hidroalcodlica 2446 +4,57 56,66+ 19,66 21830+ 10,79+2,12 56,66 + 19,66
a ab 26,34 a ab ab
Controle 18,95 + 2,07 16,66 + 8,16 216,91 + 9,5+1,35 16,66 + 8,16
b c 25,96 a b c

Controle: (acido ascorbico + CgH4s : CH.Clo: MeOH 4:3:3). Médias seguidas da

mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Folhas

B Fase Larval
O Ciclo Total

100+

80

Mortalidade (%)

F. Acetato de
Etila

GRAFICO 4.12: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda

alimentada com dieta artificial tratada com fragcdes do extrato bruto metandlico de
folhas de Rauia sp. Temp.: 25 +1 °C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H.

F. Diclorometano

Controle

F. Hidroalcodlica
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4.7.5 — Efeito das fragoes do extrato bruto metandlico do caule (RCM)

As fragbes diclorometéanica, acetato de etila e hidroetandlica do extrato
metandlico do caule de Rauia sp (p. 71) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda
conforme a metodologia descrita no item 3.7.2.1 (p. 79). Com relacdo aos
resultados obtidos com estas fragdes verificou-se que a fracdo acetato de etila
apresentou resultados relevantes no que se refere a mortalidade na fase larval
e no ciclo total com taxa de 56 e 60%, respectivamente como mostra a
TABELA 4.37 (p. 287) e GRAFICO 4.13 (p. 288).

As fragcbes diclorometanica e hidroetandlica apresentaram taxa

mortalidade de 33,33 e 46,66% no ciclo total de desenvolvimento.

TABELA 4.37: Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do
ciclo total de S.frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com fragdes do
extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp. Temp.: 25 + 1 °C; UR 70 + 5% e
fotofase de 12H.

Estagio Fase Larval

Peso Fase Pupal Ciclo Total

Duragio Mortalidade (mg) Duragio Mortalidade
(Dias) (iEP) (‘%) (iEP) (tEP) (Dias) (iEP) (%) (tEP)
Tratamento
19,6 + 3,69 26,66 + 10,32 208,04+ 11,16+0,83 33,33+16,33

a b 23,37 a a ab

Diclorometano

Acetato de 17,90 + 2,54 56,0 + 26,07 216,36+ 10,00+ 1,14 60,0 + 35,77
Etila a a 19,36 a a a

19,056+2,89 33,33+10,32 202,07+ 11,62+0,88 46,66+ 10,32
a ab 26,29 a a ab

Hidroalcodlica

18,70 + 2,40 16,66 +8,16 218,00 + 95+2,79 16,66 + 8,16
a b 24,32 a a b

Controle: (acido ascorbico + Ce¢H14:CH,Clo:MeOH 4:3:3). Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Controle
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GRAFICO 4.13: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com fragdes do extrato bruto metandlico do
caule de Rauia sp. Temp.: 25+ 1 °C; UR 70 + 5% e fotofase de 12H.

Na fracdo hidroetandlica estudada neste trabalho identificou-se a
presenca de flavondides glicosilados. Segundo SIMMONDS (2001) flavonoides
glicosilados podem atuar de diversas maneiras nos insetos, como por exemplo,
inibidores alimentares ou fagoestimulantes; estimulantes da ovoposi¢ao, dentre
outros. Por exemplo, rutina (231, p. 289) é um fagoestimulante para
Spodoptera littoralis, S. exiqua e S. exempta nas concentracdes entre 10* e
10° M mas em altas concentragdes seu efeito é “deterrente” (SIMMONDS,
2003). Em cultivares de zoyagrass (Zoysia ssp) derivados glicosilados de
luteolin estdo relacionados com resisténcia da planta a S. frugiperda
(ANDERSON et al., 2007). SARKER et al. (2001) sugerem que compostos
fendlicos podem influenciar no comportamento alimentar de herbivoros em
espécies de Eucalyptus. A flavona C-metilada sideroxilina (232, p. 289) isolada
de Eucalyptus saligna (Myrtaceae) apresentou atividade antialimentar em S.
exigua.

PEREIRA et al. (2002) observaram potente acgao inseticida do

flavondide astilbina (44, p. 43), o qual provocou redugao de peso na fase larval
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e prolongamento das fases larval e pupal no ensaio por ingestdo sobre S.
frugiperda. Muitos flavondides polihidroxilados e compostos fendlicos possuem
efeito deterrente sobre os herbivoros (HARBONE, 1988 apud MULLIN et al.,
1991). Este efeito deterrente pode estar relacionado a capacidade dos
compostos fendlicos em precipitar proteinas o que causa sensacao
adstringente. As agdes inibitorias destes compostos fendlicos freqientemente
requerem tanto alta concentragdo quanto presencga de grupos hidroxilicos na
posicdo orto (MULLIN et al., 1991). Esses compostos podem agir também
como inibidores da digestdo, dissuasores de consumo foliar, além de serem
formadores de radicais livres. A inibicdo da digestdo pode ocorrer devido a
formacgado de pontes de hidrogénio, ou ainda devido a formagao de ligacoes
covalentes dos grupos fendlicos com proteinas e enzimas digestivas. No
entanto, as condic¢des alcalinas (pH > 9) do sistema digestivo de varios insetos
podem inibir a formagédo das pontes de hidrogénio o que torna esse efeito

menos provavel de ocorrer devido a formagéao de fenolatos (APPEL, 1993).

OH

I O—Rha

OH 0}

OH

Rutina (231) Sideroxilina (232) Astilbina (44)

Desta forma, decidiu-se estudar inicialmente a fragado hidroetandlica por
conter substancias destas classes citadas acima e uma vez que em estudos
anteriores deste género pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar nao

realizou-se estudo fitoquimico nas fragbes mais polares.
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4.7.6 - Efeito das fragoes da particao hidroetandlica do extrato

metandlico do caule (RCMH)

As fracbes da particao hidroetandlica do extrato bruto metandlico do
caule de Rauia sp (item 3.6.6, p. 73) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda,
conforme a metodologia descrita no item 3.7.2.1 (p. 79).

Foram obtidas 12 fragbes (A a L) nas quais apresentaram resultados
significativos nos ensaios em S. frugiperda em algumas delas conforme dados
da TABELA 4.38 (p. 293) e GRAFICO 4.14 (p. 294). Apds incorporar na dieta
artificial a fracdo C, verificou-se diminuigio no peso das pupas de
aproximadamente 17 mg e taxas de mortalidade na fase larval e ciclo total de
56,7 e 63,3%, respectivamente.

A fragdo D também apresentou taxas de mortalidade significativas na
fase larval e ciclo total de desenvolvimento da S. frugiperda de
aproximadamente 63,0 e 67,0%, respectivamente (TABELA 4.38, p. 293).

A fracdo K apresentou alongamento de fase larval de aproximadamente
5 dias seguido por uma diminuigdo do peso pupal de aproximadamente 26 mg
e mortalidade de fase larval e ciclo total de desenvolvimento de 36,7 e 60,0%,
respectivamente (TABELA 4.38, p. 293).

Nas fragdes B, C, D, G e K foram identificados flavondides glicosilados:
apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-glucoside (X, fracao B, p. 151); apigenina
6-C- glucosil-8-C-neohesperidoside (XI, fracdo C, p. 167); 2’-O-
raminosilvitexina (XIlI, fragcdo Dy, p. 178); isovitexina (XIIl, fracdo K, p. 189);
vitexina (XIV, fragao K, p. 197); e as flavonas glicosiladas (XV a XXII, p. 209 a
255) isoladas da fragédo G (G1 a G5) conforme descrito no item 3.6.6 (p. 73).

De acordo com SIMMONDS (2001), compostos fendlicos ingeridos
podem ser tolerados ou detoxificados dependendo dos nives de antioxidantes,
de enzimas monoxigenase e esterase do citocromo P450 presentes nos
insetos e do pH do intestino. As enzimas do citocromo P450 sdo as mais
numerosas envolvidas na biossintese de compostos. Os flavondides

glicosilados com o esqueleto basico da quercetina (93, p. 136) ao serem
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ingeridos por alguns insetos tém a ligagao glicosidica hidrolisada. A quercetina
(93, p. 136) liberada na hidrdlise pode inibir a enzima mitocondrial ATPase e
oxidases de funcao mista (MFO) dependentes do citocromo P450 destes
insetos explicando o efeito deterrente que causam no desenvolvimento de
larvas de S. litura. Os niveis de MFO aumentam com o grau de
desenvolvimento de larvas, desta forma as larvas sdo mais susceptiveis nos
seus estagios iniciais, quando nao teriam quantidade de MFO suficiente para
detoxificar a quercetina. Mas esta atividade € especifica. A S. eridania e S.
litorallis (polifagas) ndo sofrem influéncia destes flavondides no seu
comportamento alimentar, enquanto que a S. exempta (oligéfaga) sofre
deterréncia causada por varios deles.

Segundo YU e ABO-ELGHAR (2000) flavonas, flavonol, flavanona e
flavanonol sdo potentes inibidores das glutationas S-transferases (GSTs) com
excecao da flavona (66, p. 49) e da naringina (233, p. 291). As GSTs sao
enzimas que participam da detoxificagdo inseticida nos lepidopteros, por
exemplo, S. frugiperda, além de metabolizarem varios aleloquimicos toxicos
incluindo compostos carbonilicos a,B-insaturados (por exemplo, trans-
cinamaldeido), isotiocianatos (ex., alil isotiocianato) e organotiocianato (ex.,
benziltiocianato). Os valores de lso foram de 8,2 x 107 a 2,1 x 10™* M e dentre
os flavonoides testados apigenina (56, p. 47) foi o melhor inibidor (Iso 0,82 pM).
Foram testados também a quercetina (93, p. 136) (lso 2,4 pM), luteolina (57,
p. 47) (Iso 5,5 uM) e quercitrina (234, p. 291) (lso 24 pM), dentre outros.

Naringina (233) Quercitrina (234)
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MULLIN et al. (1991) relatam que ocasionalmente os mesmo compostos
fendlicos que normalmente causam efeito inibitério podem para espécies de
insetos adaptados ou devido a baixa concentragdo dos mesmos causar efeitos
estimulantes o que explicaria 0 aumento do peso das pupas quando o
esperado seria diminuicdo dos mesmos. Ao revisar processos oxidativos de
compostos fendlicos, como por exemplo, flavondides APPEL (1993) sugere
que a oxidagdao dos grupos fendlicos para sistemas quinbnicos sejam
responsaveis, em alguns casos, por sua agao toxica.

Diante dos dados de alta mortalidade na fase larval para as fracbes C e
D e diminuicdo do peso pupal em relagado ao controle pode-se supor que haja
degradacéao dos tecidos do sistema digestivo destes insetos, com consequente
diminuicdo da absorcdo de alimento e diminuicdo no ganho de peso durante
seu desenvolvimento, sustentado pela hipétese de APPEL (1993). Vale
ressaltar que trata-se de uma hipétese, para confirma-la seriam necessarios
estudos com os sistema digestivo deste inseto, assim como também nas
operarias de Atta sexdens rubropilosa que apresentou alta taxa de mortalidade
no ensaio por ingestdo com fragdes nas quais identificou-se flavondides.

Nas fracbes G1 e G2 foram isoladas as flavonas apigenina 6-C-f3-D-

bRR)

glucopiranosil-8-C-(2"”-O-a-L-arabinopiranosil-B-D-glucopiranoside), apigenina
6-C-(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-p-D-glucopiranoside, vicenin-
2, apigenina 6-C-neohesperidosil-8-C-glucoside, apigenina 6-C-glucosil-8-C-
neohesperidoside; nas fragcdes G3 e G4 as flavonas vicenin-2, apigenina 6-C-
neohesperidosil-8-C-glucoside, apigenina 6-C-glucosil-8-C-neohesperidoside,
neoisoschaftoside, neoschaftoside e tracos de 2”’-O-rhaminosil-vitexina e 2”-O-
rhaminosil-isovitexina e na fragdo G5 em quantidade majoritaria 2”-O-rhaminosil-
vitexina e 2”-O-rhaminosil-isovitexina conforme indicado na TABELA 4.19 (202)

no item 4.5.9
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TABELA 4.38: Médias da duracao da fase larval, do peso pupal e de mortalidade do

ciclo total de S.frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com fragbes da

particdo hidroetandlica do extrato bruto metandlico do caule de Rauia sp.

Estagio Fase Larval .
Peso Fase Pupal Ciclo Total
Duragio Mortalidade (mg) Duragio  Mortalidade
(Dias) (%) (£EP) (£EP) " (Dias) (*EP) (%) (+EP)
Tratamento (xEP)
18,7 £ 2,40 16,66 + 8,16 218,00 + 9,5+2,79 16,66 + 8,16
Controle b b 24,32 ab b b
A 18,47 £2,60 20,00 + 0,00 217,34+ 11,86+2,21 23,33+8,16
b b 23,65 ab bc b
B 21,04 £ 3,91 20,00 £ 0,00 220,83+ 11,19+1,40 26,66+ 10,32
a b 33,27 ab ac b
c 19,61 +3,70 56,70 £ 15,05 200,92+ 11,36+1,36 63,33+ 15,05
a a 17,26 b ac a
D 19,72+ 3,34 63,33 £ 15,05 211,09+ 11,11+1,16 66,66 + 16,33
a a 39,13 ab a a
E 17,18+ 1,66 10,00 £ 10,95 22540+ 10,32+1,93 20,00 0,00
b b 25,01 ab bc b
F 1717124 6,66+10,32b 23364+ 9,16+1,28 20,00 £ 0,00
b 20,12 a bc b
G 19,69 £ 2,91 26,67 + 8,16 219,78+ 9,95%1,22b 40,0+ 12,64
b ab 28,33 a bc
H 17,79 £ 3,18 20,00 + 0,00 210,12+ 10,35+1,84 36,66+ 15,05
bc b 21,61 ab ab b
I 20,36 + 3,78 16,67 5,16 208,92+ 10,56+1,23 30,0+ 16,73
ab b 21,90 a ac bc
J 21,41 £ 3,30 3,33 +2,58 209,31+ 11,37+1,47 10,0+6,32
ab bc 27,11 a a bc
K 23,10+£2,92 36,67 + 13,67 191,89+ 11,25+1,96 60,0+ 12,64
a a 38,79 b ab a
L 19,07 + 2,96 13,34 £ 5,16 230,42+ 11,69+1,63 30,0+ 10,95
b bc 20,01 a a bc
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GRAFICO 4.14: Médias da mortalidade da fase larval e pupal de S. frugiperda
alimentada com dieta artificial tratada com fragdes da particido hidroetandlica do
extrato metandlico do caule de Rauia sp. Temp.: 25 + 1 °C; UR 70 + 5% e fotofase de
12H.

4.8 — Efeito de Rauia sp em Spodoptera frugiperda nos ensaios por
toxicidade aguda

4.8.1 — Efeito dos extratos brutos

Os extratos brutos hexanico, diclorometanico e metandlico de folhas e
caule de Rauia sp foram ensaiados sobre a S. frugiperda, conforme a
metodologia descrita no item 3.7.2.2 (p. 79). Comparando-se os resultados
obtidos através dos ensaios com os extratos brutos de folhas com o controle
(acetona 100%), na concentragdo de 10 mg/mL, com dose média de
9,91 pg/mg por larva, conclui-se que houve respostas significativas uma vez
que os extratos hexanico, diclorometanico e metandlico tiveram mortalidades

de aproximadamente 40, 25 e 20%, respectivamente (TABELA 4.39 e
GRAFICO 4.15, p. 296).
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Com relagdo aos resultados obtidos nos experimentos com extratos
brutos de caule também houve respostas significativas comparando-se ao
controle. O extrato diclorometanico obteve uma mortalidade mais alta (29,6%),
seguida pelo extrato hexanico (25,5%) (TABELA 4.39, p. 296).

Ha poucos trabalhos na literatura que descrevem ensaios em
Spodoptera utilizando esta metodologia, sendo que ensaio com este género
nao ha nenhum relato. BACHER et al. (1999) observaram que oximas
ataloxima A (225, p. 295) e B (226, p. 295) isoladas de Atalantia ceylanica
(Rutaceae) apresentaram pronunciada mortalidade no ensaio por contato
topico em larvas no quarto instar em contraste com inatividade apresentada
quando administrada oralmente. Destes o mais ativo foi ataloxime B [LCsy de

0,44 .ug cm? (1,9 nmol cm™)].

OCH3

Ataloxima A (219) Ataloxima B (220)

BATISTA-PEREIRA et al. (2006) utilizou esta metodologia para avaliar a
atividade bioldégica de onze amidas sobre larvas S. frugiperda no segundo
instar. A mortalidade foi verificada apds 48 h de contato com as amidas nas
concentragdes 0,1; 10; 50 e 100 mg mL™" cuja dose final por larva foi 4. 102, 4.
107, 4, 40 e 4. 10°. Das amidas testadas a que apresentou efeito mais potente
foi N-[3-(3",4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenoail]piperidina (235, p. 295) com
DLso por larva de 1,07 pg mg™.

O
e
o]
o

N-[3-(3',4'-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenoil]piperidina (235)
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TABELA 4.39: Resultados do ensaio de toxicidade aguda realizado com extratos
brutos de folhas e caule de Rauia sp na concentracdo de 10 mg/mL. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Tratamento Mortalidade (%)
Controle (Acetona) 0,00 £0,00c
Extrato hexanico (Folhas) 39,44 +4,10 a
Extrato hexanico (Caule) 25,50 £ 4,50 ab
Extrato diclorometanico (Folhas) 2450+4,27b
Extrato diclorometanico (Caule) 29,66 £2,90 a
Extrato metandlico (Folhas) 20,55+1,10b
Extrato metandlico (Caule) 20,44 £0,98 b

Extratos Brutos - Folhas e Caule

O Folhas
1007 B Caule

Mortalidade (%)

0,

Controle Hexano Diclorometano Metanol

GRAFICO 4.15: Médias da mortalidade do ensaio realizado com os extratos brutos de
folhas e caule de Rauia sp na concentragdo de 10 mg/mL.
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4.8.2 — Efeito das fracdes do extrato diclorometanico de folhas

As fracdes obtidas do extrato bruto diclorometanico de folhas de Rauia
sp (RFD, p. 61) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda, conforme a
metodologia descrita no item 3.7.2.2 (p. 79) na concentragao de 10 mg/mL,
com dose média de 10,62 pug/mg por larva.

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda das fragdes sobre
S. frugiperda podem ser observados na TABELA 4.40 (p. 297) e no GRAFICO
4.16 (p. 298). As fragdes B e G apresentaram os resultados mais significativos
comparados ao controle (acetona 100%) com mortalidade de 20%.

Nos ensaios por ingestado realizados com as fragdes D, E, F, G obteve-
se taxas de mortalidade significativas como descrito no item 4.7.3 (282). Desta
forma pode-se concluir que os metabdlitos secundarios presentes nestas

fracbes atuam com acgédo téxica a S. frugiperda.

TABELA 4.40: Resultados do ensaio de toxicidade aguda realizado com as fragbes do
extrato diclorometanico de folhas de Rauia sp na concentragao de 10 mg/mL. Médias
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

FracOes Referente a: Mortalidade (%)
Controle Acetona 100% 00+0,0b
A Hexano 100% 40+£547Db
B Hexano : Acetato de Etila 7,5:2,5 20,0+10,0a
C Hexano : Acetato de Etila 1:1 18,0+ 4,47 a
D Acetato de Etila 100% 12,0 £ 4,47 ab
E Acetato de Etila : Acetona 1:1 10,85+ 1,91 ab
F Acetona 100% 12,0 £ 4,47 ab
G Acetona : Metanol 1:1 20,0+ 10,0 a
H Metanol 100% 14,0+11,4 a
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GRAFICO 4.16: Médias da mortalidade dos ensaios realizados com as fracdes do
extrato diclorometanico de folhas de Rauia sp na concentragdo de 10 mg/mL.

4.8.3 — Efeito das fracdes do extrato diclorometanico do caule

As fragdes obtidas do extrato bruto diclorometanico do caule de Rauia
sp (RCD, p. 67) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda, conforme a
metodologia descrita no item 3.7.2.2 (p. 79). Os resultados obtidos no ensaio
de toxicidade aguda das fragdes sobre S. frugiperda podem ser observados na
TABELA 4.41 e no GRAFICO 4.17 (p. 299).

Verificou-se que os resultados obtidos com as fragées na concentragéo
de 10 mg/mL, com dose média de 8,06 ug/mg por larva, foram satisfatérios
quando comparados ao controle. A fragao | apresentou mortalidade de 29,81%
e 24,07 % para a fragdo H (TABELA 4.41 e GRAFICO 4.17, p. 299).

Estas fragbes foram ensaiadas apenas por esta metodologia devido a
massa necessaria para o ensaio por ingestdo (300 mg de cada fragdo). As
taxas de mortalidade apresentadas no item 4.7.2 (p. 278) para o extrato bruto
diclorometanico do caule no ensaio por ingestdo nao diferem muito das taxas
de mortalidade observadas no ensaio por toxicidade aguda, sendo estas de

aproximadamente 40 e 30 %, respectivamente.
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TABELA 4.41: Resultados do ensaio de toxicidade aguda realizado com as fragbes do
extrato diclorometanico do caule de Rauia sp na concentragao de 10 mg/mL. Médias

seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Fracoes Referente a: Mortalidade (%)
Controle Acetona 100% 3,33+5,77 a
C Hexano : Acetato de Etila 1:1 7,87 £6,85a
D Acetato de Etila 100% 10,37 £ 0,64 a
E Acetato de Etila : Acetona 7,5:2,5 | 13,70 £ 5,48 ab
F Acetato de Etila : Acetona 1:1 18,51 £ 16,97 ab
G Acetona 100% 17,03 £ 5,13 ab
H Acetona : Metanol 1:1 24,07 £5,25 ab
I Metanol 100% 29,81+1291b
Caule
100
801
g 60
S
; 40
201
04
Controle  C D 3 F G H
FracOes

GRAFICO 4.17: Médias da mortalidade dos ensaios realizados com as fragdes do
extrato diclorometanico de Rauia sp na concentragdo de 10 mg/mL.
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4.8.4 — Efeito das fracGes do extrato metandlico de folhas e caule

Comparando-se os resultados obtidos através dos ensaios com as
fracbes do extrato bruto metandlico de folhas (RFM, p. 66) e caule (RCM,
p. 71) com o controle (acetona 100%), na concentracdo de 10 mg/mL, com
dose meédia de 10,38 pg/mg por larva, verificou-se que a fragao
diclorometanica do caule apresentou mortalidade mais alta (64%) como mostra
a TABELA 4.42 e o GRAFICO 4.18 (p. 301).

A taxa de mortalidade apresentada por esta fragdo no ensaio por
ingestao foi menos significativa (33,33%) como descrito no item 4.7.5 (p. 287).
Sendo assim verificam-se modos de acao diferenciados para as fragdes do
caule e folhas nas duas metodologias testadas.

Com relacéo aos resultados obtidos nas outras fragcbes houve também
respostas significativas comparando-se ao controle. A fragdo acetato de etila
do caule provocou mortalidade de 20,0%, seguida pela fracdo hidroetandlica
das folhas com 16,66% e a fragdo diclorometanica das folhas com 15%
(TABELA 4.42, p. 301).

As fragdes obtidas do extrato bruto metandlico de folhas e caule de
Rauia sp foram ensaiadas sobre a S. frugiperda, conforme a metodologia
descrita no item 3.7.2.2 (p. 79).
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TABELA 4.42: Resultados do ensaio de toxicidade aguda realizado com as fragbes do

extrato metandlico de folhas e caule de Rauia sp na concentragao de 10 mg/mL.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tuckey (p < 0,05).

Tratamento

Mortalidade (%)

Controle (Acetona)
Fragao diclorometanica (Folhas)
Fracao diclorometanica (Caule)
Fracéo acetato de etila (Folhas)
Fracao acetato de etila (Caule)

Fracdo metandlica (Folhas)

Fracao metandlica (Caule)

0,00+0,00c
150+4,10b
64,0+ 5,47 a
8,0 +4,47 bc
210+£3,1b

16,66 £ 5,77 b
9,4+0,9bc

Extrato Bruto Metanélico - Folhas e Caule

100+

@ Folhas
B Caule

Mortalidade (%)

Controle Diclorometano Acetato de Etila Hidroalcodlica

GRAFICO 4.18: Médias da mortalidade dos ensaios realizados com as fracdes do

extrato metandlico de folhas e do caule de Rauia sp na concentragdo de 10 mg/mL.
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5 — CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Rauia sp proporcionou o isolamento e identificagao
de 3 esterdides, 1 sesquiterpeno, 3 cumarinas, 1 acido graxo, 1 alcaléide e 13
flavondides glicosilados.

O sesquiterpeno clovane-23,9a-diol e os flavonoides glicosilados apigenina
6-C-neohesperidosil-8-C-glucopiranoside, apigenina 6-C-glucopiranosil-8-C-
neohesperidoside, 2”-O-raminosil-vitexina, 2”-O-raminosil-isovitexina, vitexina,

isovitexina, apigenina 6-C-B-D-glucopiranosil-8-C-(2"’-O-a-L-arabinopiranosil-3-D-

glucopiranoside), apigenina 6-C-(2"”-O-a-L-arabinopiranosil-glucopiranosil)-8-C-3-
D-glucopiranoside, vicenin-2, schaftoside, neoschaftoside, isoschaftoside e
neoisoschaftoside estdo sendo relatados pela primeira vez no género Rauia.

Os ensaios realizados com os extratos brutos do caule e das folhas de
Rauia sp sobre Atta sexdens rubropilosa mostraram que os tratamentos mais
ativos foram o extrato bruto metandlico de folhas e o extrato bruto diclorometano
do caule, sendo que o extrato diclorometano apresentou o resultado mais
significativo com Md (sobrevivéncia mediana das operarias de A. sexdens
rubropilosa) de 2 dias e 100 % de mortalidade no décimo dia do experimento.

Das fragbes do extrato diclorometano ensaiadas sobre as operarias de A.
sexdens rubropilosa a que apresentou resultado de atividade inseticida mais
significativo foi RCDd (4) com 100% de mortalidade no 21° dia, com sobrevivéncia
mediana (Md) das operarias no 5° dia de experimento. Na fragdo RCDd (4)
identificou-se a presencga das cumarinas rauianina (V), diacetato de murrangatina
(VI) e murralongina (1X), alcaléide zantodiolina (VIIl) e o acido hexadecandico (VII).
Visto que ha relatos na literatura da atividade inseticida das classes identificadas
(cumarinas e alcaldides) sobre a formiga cortadeira pode-se propor que a
atividade desta fracdo esteja relacionada com a presenga destes compostos na
mesma.

No ensaio realizado com a fragdo G e as respectivas subfragdes (1 a 5)
observou-se que as subfracbes G3 e G4 possuem as mais altas atividades
inseticidas, 98 e 100% de taxa de mortalidade respectivamente; e acdo sobre a

sobrevivéncia média das formigas cortadeiras com 50% de mortalidade no 3° dia
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para os dois tratamentos enquanto que o controle apresentou mortalidade de 56%
no 25° e sobrevivéncia média de 20 dias das operarias de A. sexdens rubropilosa.
Nestas fracbes (G3 e G4) foram identificadas flavonas di-C-glicosiladas sendo
uma pentose e uma hexose, os quais foram mais téxicas para as formigas
cortadeiras que as outras flavonas presentes nas fracbes G. Com estes resultados
verifica-se que os flavonoides podem atuar de forma a controlar a populagcdo de
sauvas. No entanto, sdo necessarios outros ensaios para que 0s mesmos sejam
efetivamente utilizados como inseticidas para formigas cortadeiras.

Nos ensaios realizados com os extratos brutos do caule e das folhas de
Rauia sp sobre Spodoptera frugiperda os tratamentos que mostraram os melhores
resultados foram os realizados com os extratos brutos de folhas, na qual o ensaio
com o extrato diclorometano trouxe um alongamento da fase larval e apresentou
mortalidade de 83,3%. No tratamento com o extrato metandlico ocorreu uma
diminuicdo do peso pupal e também uma mortalidade no ciclo total de 80% com o
extrato hexanico.

As fragdes do extrato bruto diclorometéanico das folhas de Rauia sp foram
ensaiadas sobre S. frugiperda, sendo que a fragcdo D foi a mais ativa e na qual
foram identificadas as presencas de acidos graxos e esterdides.

As fragbes da particao hidroalcodlica do extrato bruto metandlico do caule
(A a L) foram ensaiadas sobre a S. frugiperda, cujos resultados mais significativos
foram os obtidos com as fragdes C e D, com taxas de mortalidade no ciclo total de
desenvolvimento de 63,3 e 67,0%, respectivamente. Na fragdo C identificou-se o
flavondide glicosilado apigenina 6-C-glucopiranosil-8-C-neohesperidoside (XI) e na
fracdo D a 2"-O-raminosil-vitexina (XII). Estes dados s&o muito interessantes, uma
vez que estas duas flavonas possuem uma unidade neohesperidose na posi¢cao
C-8 da aglicona. Vale ressaltar que esta € uma observacéo inicial e mais estudos
sdo necessarios para uma efetiva conclusdo sobre a relagdo estrutura-atividade
das flavonas glicosiladas sobre S. frugiperda.

Os ensaios por toxicidade aguda sobre S. frugiperda foram realizados com
os extratos brutos, com as fracbes do extrato diclorometano e com as fragcbes do

extrato metandlico de folhas e caule os quais ndo apresentaram altas taxas de
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mortalidade. Sendo assim verificam-se modos de acdo diferenciados para os
extratos e fracdes nas duas metodologias testadas.

Pode-se concluir também que as fracdes do extrato bruto diclorometano do
caule apresentaram resultados significativos sobre as formigas cortadeiras
enquanto que sobre a lagarta-do-cartucho do milho foi o extrato bruto
diclorometano das folhas. Os extratos brutos em geral possuem o mesmo perfil,
ou seja, os extratos organicos do caule foram mais ativos sobre A. sexdens
rubropilosa e os extratos organicos das folhas sobre S. frugiperda, possivelmente
indicando modos de acdes diferentes entre os insetos e novos estudos devem ser
realizados para comprovar esta observacgao.

Nao foi possivel completar o estudo de todas as fracdes obtidas e desta
forma n&o foram identificados e ensaiados todos os metabdlitos secundarios das
diferentes partes da espécie em estudo.

O estudo fitoquimico biomonitoriado por ensaio bioldgico realizado neste
trabalho contribuiu para a descoberta da atividade biolégica de algumas fracdes e
substancias, mostrando ser uma ferramenta muito importante para a descoberta

de compostos ativos para controlar insetos praga.
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