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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO DE Virola sebifera ASSOCIADO AO CONTROLE DE
FORMIGAS CORTADEIRAS — As formigas cortadeiras sao consideradas uma das
principais pragas que afetam a agricultura brasileira. Para o controle desses insetos
sdo empregados, na maioria das vezes, compostos halogenados, sulfurados e
fosforados. No entanto, a utilizacdo continua desses compostos gera problemas
como o aparecimento de resisténcia por parte dos insetos, contaminacao de solo e
lencéis freaticos e muitos deles atingem espécies ndo-alvo podendo provocar um
desequilibrio ecoldgico e despertando assim, a necessidade de buscar-se novos
compostos mais seletivos e menos prejudiciais ao meio ambiente. Nessa
perspectiva, o presente trabalho apresenta o estudo fitoquimico da espécia Virola
sebifera e avaliacdo do potencial inseticida e/ou fungicida dos extratos, fracdes e
susbtancias obtidos frente as formigas cortadeiras da espécie Afta sexdens
rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Uma das técnicas
empregadas para realizacdo do estudo fitoquimico foi cromatografia em
contracorrente de alta velocidade onde se comprovou a eficiéncia desta técnica e a
importancia da escolha de um sistema de solventes bifasico adequado para a
separacdo desejada. Foram isolados e/ou identificados neste trabalho trés
acilresorcinois, quatro lignanas e cinco flavonéides sendo todos os flavondides pela
primeira vez relatados para a espécie em questdo. A partir dos ensaios biolégicos
realizados com as operarias de formigas cortadeiras, verificou-se que o extrato
metandlico das folhas de Virola sebifera e suas fracdes apresentaram atividade
inseticida como resultado do efeito sinergistico da sua composicdo quimica. Os
ensaios com o fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus, revelaram grande
potencial fungicida das lignanas isoladas, principalmente a lignana (-)-kusunokinina,

a qual apresentou 100% de inibicdo do crescimento micelial do fungo.
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ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL STUDY OF Virola sebifera ASSOCIATED WITH LEAF-CUTTING
ANTS CONTROL - Leaf-cutting ants are considered one of the main pests that affect
Brazilian agriculture. To control this pest are employed, most often, halogenated,
sulfurous and phosphorus compounds. However, the continued use of these
compounds leads to problems such as the emergence of resistance by insects, soil
and underwater contamination e most of them affect many non-target species, may
cause environmental imbalance and thus raising the needed of search for new
compounds that are more selective and less damaging to the environment. From this
perspective, the present work presents a phytochemical study of the specie Virola
sebifera and evaluation of the insecticide and/or fungicide potential of the crude
extracts, fractions and isolated compounds against the leaf-cutting ants, Atta sexdens
rubropilosa, and its symbiotic fungus, Leucoagaricus gongylophorus. One of the
technigues employed to the phytochemical study was the high-speed counter-current
chromatography and it was confirmed the efficiency of this technique and the
importance of choosing a suitable biphasic solvent system for the desired separation.
In this work were isolated and/or identified three acylresorcinols, four lignans and five
flavonoids, being all the flavonoids the first time reported for this specie. From the
biological tests with leaf-cutting ants, it was found that the methanol extract of leaves
of Virola sebifera and theirs fractions showed insecticidal activity as a result of the
synergistic effect of their chemical composition. The bioassay with the symbiotic
fungus, Leucoagaricus gongylophorus, revealed great fungicide potential of the
isolated lignans, mainly the lignan (-)-kusunokinin, which exhibited 100% of inhibition

of mycelial growth.
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Introducao 1

1 - INTRODUGCAO
1.1 — Produtos Naturais como Fonte para Novos Inseticidas

A agricultura desempenha papel fundamental na economia de varios
paises, sendo um deles o Brasil. Além dos expressivos ganhos de produtividade
observados nos ultimos anos, o Brasil, que ocupa hoje um lugar de destaque no
abastecimento mundial de produtos agropecuarios (VELASCO e CAPANEMA, 2006)
conta ainda com clima diversificado, energia solar abundante, chuvas regulares,
quase 13% de toda agua doce existente no planeta e grandes extensdes de terras
agricultaveis férteis e de alta produtividade (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
2004). No entanto, diversas perdas podem ocorrer durante o processo produtivo que
prejudicam a producao agropecuaria de um pais, destacando-se o aparecimento de
pragas como insetos, fungos e plantas daninhas.

Com o objetivo de se obter melhores resultados de produtividade,
diversas técnicas sdo empregadas na agricultura dentre as quais se destaca o
controle quimico dessas pragas em diversas culturas. Este controle é feito através
do uso de agroquimicos, um grupo de substancias que podem atuar no controle de
insetos (inseticidas), de fungos (fungicida) e de plantas daninhas (herbicidas).

A busca na natureza por compostos com atividades bioldgicas diversas
estd cada vez mais difundida. Uma expressiva porcentagem das substancias
quimicas descobertas nos ultimos anos sao produtos naturais e derivados ou
moléculas sintetizadas utilizando produtos naturais como modelo (BALUNAS e
KINGHORN, 2005; CARVALHO, 2006).

Nessa perspectiva, a atual busca por compostos inseticidas na
natureza se baseia no fato destes compostos se degradarem com maior velocidade
gue os sintéticos, ndo deixando residuos no meio ambiente ou nos alimentos e a
grande riqueza da flora brasileira.

No Brasil, existem cerca de 200.000 espécies vegetais que produzem
uma grande variedade de substancias com propriedades biolégicas. Assim, a
natureza passa a ser um enorme atrativo na busca de substancias para controlar
insetos, principalmente levando-se em consideracdo que apenas uma pequena

parcela dessas foi investigada com esta finalidade.
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1.2 — Ordem Magnoliales

A ordem Magnoliales, pertence ao grupo das angiospermas, divisao
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae (TAKHTAJAN, 1980).
Segundo o APG (Angiosperm Phylogeny Group) esta ordem é constituida por 2700
a 3250 espécies distribuidas em seis familias de clima tropical a temperado:
Annonaceae, Degeneriaceae, Eupomatiaceae, Himantandraceae, Magnoliaceae e
Myristicaceae (APG, 2009; SAUQUET et al., 2003).

1.3 — Familia Myristicaceae

A familia Myristicaceae, familia de plantas angiospérmicas,
morfologicamente considerada uma das mais primitivas familias deste grupo, é
pertencente a subordem Myristicineae, ordem Magnoliales (CHATROU, 2003;
VALDERRAMA, 2000). Composta por 21 géneros e aproximadamente 500 espécies,
esta familia tem ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
sendo representada no territério brasileiro por 59 espécies (LENZA e OLIVEIRA,
2006; SAUQUET et al., 2003).

As espécies desta familia se caracterizam por apresentar folhas
alternas, simples, inteiras, peninérveas, as vezes coriaceas, sem estipulas.
Inflorescéncia cimosa, racemosa ou paniculada, com flores vistosas e unissexuadas.
Seus frutos ocorrem em capsulas, sendo constituidos por um pericarpo lenhoso
geralmente deiscente ao longo de suas suturas ventrais e dorsais. Suas sementes
sdo oleaginosas, revestidas por um arilo delgado ou polposo, comumente vermelho,
rico em lipideos (SOUZA e LORENZI, 2005; VAN ROOSMALEN et al., 1996).

No Brasil, esta familia é representada por cinco géneros,
Compsoneura, Iryanthera, Osteophloeum, Otoba (sin. Dialyanthera) e Virola, os
quais estdao concentrados na Regidao Amazonica (SOUZA e LORENZI, 2005; VAN
ROOSMALEN et al., 1996). Destes, os géneros mais endémicos sao Virola e
Iryanthera sendo o género Virola o mais amplamente disperso (RODRIGUES, 1980).

Nos anos cinglienta, apds Schultes divulgar que certas tribos indigenas
da Amazbnia usavam as cascas € a resina de algumas espécies de Virola no
preparo de rapés alucinbgenos e no envenenamento de flechas para caca, as
miristicaceas passaram a ser alvo de intensos estudos (RODRIGUES, 1980).
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O estudo fitoquimico desta familia revelou-a como fonte de uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios. Dentre eles podem-se destacar ligndides
(lignanas e neolignanas), lignoflavonéides, flavondides, terpendides, lactonas e
policetideos (BLUMENTHAL et al., 1997; BRAZ FILHO et al., 1976; CAVALCANTE
et al., 1985; CONSERVA et al., 1990; FORTI et al., 2000; GOTTLIEB, 1976; KATO et
al., 1992; VIEIRA et al., 1983;).

Diversas atividades biologicas tém sido relatadas para os metabdlitos
secundarios isolados de plantas pertencentes a familia Myristicaceae como
citotéxica, antioxidante, antifungica, antibactericida, antiproliferativa dentre outras
(FILLEUR et al., 2001; MING et al., 2002; PHAM et al., 2000; SILVA et al., 2001;
ZAHIR et al., 1993).

1.4 — Género Virola

Em geral, as espécies do género Virola sdo popularmente conhecidas
no Brasil como “Ocuuba” em toda a regido amazénica, “urucuba” no nordeste e
“bicuiba” na regiao sul. Virola é um género circunscrito a flora neotropical, sendo o
género mais amplamente disperso pela América, é encontrado desde a Guatemala e
Antilhas Menores até o Brasil Meridional (Rio Grande do Sul) e da costa acidental da
Colémbia e do equador até a do Atlantico. A bacia amazénica é considerada o
centro de distribuicdo deste género, pois é onde se encontra 0 maior numero de
espécies (RODRIGUES, 1980).

As espécies deste género tém reconhecido valor comercial,
principalmente valor madeireiro como Virola oleifera, Virola sebifera, Virola bicuhyba,
Virola subssessilis e Virola surinamensis (Figura 1.1), sendo amplamente
empregada na fabricacdo de compensados e consegientemente, na industria de
celulose, pois os residuos gerados na fabricacdo dos compensados sao utilizados
na producdo de papel do tipo Kraft de boa qualidade (ANGELO et al.,2001). As
sementes das espécies deste género produzem ainda uma gordura contendo
triglicerideos, onde acidos graxos saturados e insaturados esterificam o glicerol.
Dentre os componentes desta gordura encontra-se a trimeristina, um triglicerideo de
elevado valor na confec¢do de produtos farmacéuticos de elevado preco comercial
(RODRIGUES, 1980).
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FIGURA 1.1 — Arvore e frutos de Virola surinamenses (Fonte: www.ayahuasca-
info.com Acesso em: 16/10/2010)

Muitos estudos envolvendo a fitoquimica das virolas ja foram realizados
e foram relatadas para os metabdlitos secundarios deste género diversas atividades
bioldgicas tais como antifungica, alelopéatica, analgésica, alucinégena, anti-
inflamatéria, antiproliferativa, antimalarica e leishmanicida (BARATA et al., 2000;
BORGES et al., 2007; CARVALHO et al., 1999; DENNY et al., 2008; KAWANISHI et
al., 1985; KUROSHIMA et al., 2001; LOPES et al., 1999a e b).

O estudo fitoquimico deste género levou ao isolamento de diversos
metabdlitos secundarios como ligndides (lignanas e neolignanas), flavondides,
alcaléides, derivados de acilresorcindis e butenolideos (BARATA et al., 1978, 2000;
BLUMENTHAL et al., 1997; BRAZ FILHO, et al., 1976; CARVALHO et al., 1999;
FERNANDES et al., 1993; FERRI e BARATA, 1992; GOTTLIEB, 1976; KATO et
al.,1986; 1990; 1992; KAWANISHI et al., 1982a e b; 1983; LOPES et al., 1996;
1999b; MACRAE e TOWERS, 1985; MARTINEZ et al., 1985a e b; MARTINEZ e
CUCA, 1987; MARTINEZ e TORRES, 1997; MORAIS et al., 2009; SANTOS e
CARVALHO, 1995; SARTORELLI et al., 1998) (Figuras 1.2-1.4).
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FIGURA 1.2 - Alguns flavonodides isolados de plantas do género Virola

(BLUMENTHAL et al., 1997; BRAZ FILHO, et al., 1976; KATO et al., 1992; SANTOS
e CARVALHO, 1995).
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FIGURA 1.3 — Substancias que representam os principais tipos de esqueletos de
lignanas isoladas do género Virola (BLUMENTHAL et al., 1997; LOPES et al., 1996;
MARTINEZ e TORRES, 1997; MOSS, 2000).
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FIGURA 1.4 — Substancias que representam o0s principais tipos de esqueletos das
neolignanas isoladas do género Virola (FERRI e BARATA, 1992; KAWANISHI et al.,
1982b; MORAIS et al., 2009; MOSS, 2000).
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1.4.1 — Virola sebifera

Dentre as espécies de virolas encontradas no Brasil, a espécie Virola
sebifera é a mais dispersa pelo territério brasileiro ocorrendo do estado do Para até
Sao Paulo, sendo comum em matas mesofiticas e de galeria do Brasil Central
(LENZA e OLIVEIRA, 2006).

E uma arvore de porte pequeno a grande com até 30m de altura,
troncos com até 1,3m de didmetro e distingui-se das outras na paisagem pela
tonalidade alaranjada de suas flores e folhas, conhecida popularmente como ucuuba
ou pau de sebo (Figura 1.5, RODRIGUES, 1980).

- Loy

FIGURA 1.5 - Foto ilustrativa de Virola sebifera (Fonte:www.arvores.brasil.nom.br).

Esta espécie é famosa pela vasta gama de atividade bioldgica
apresentada. Na medicina popular ela é empregada no tratamento de desordens
gastrointestinais, como anti-inflamatério, no preparo de alucinégenos, antiviral,
imunossupressora, anticancerigena e na industria cosmética (DENNY et al., 2008;
MARTINEZ et al., 1999a; REZENDE e KATO, 2002; RIOS et al., 2002). Estudos
sobre o perfil fitoquimico de Virola sebifera mostraram que nesta espécie sao
encontradas muitas lignanas e neolignanas presentes nos frutos, nas folhas, na
casca da arvore e nas sementes (Figuras 1.6-1.7, DENNY et al., 2008).

Uma das atividades reportadas para as lignanas isoladas é a
consideravel acao fungicida destas contra o fungo Leucoagaricus gongylophorus,
fungo simbionte da formiga cortadeira da espécie Atta sexdens rubropilosa
(PAGNOCCA et al., 1996).
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FIGURA 1.6 — Substancias isoladas de Virola sebifera (DANELUTTE et al., 2000;
DENNY et al., 2008; KATO et al., 1985; KAWANISHI et al., 1985; LOPES et al.,1982;

1983; 1984a).
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FIGURA 1.7 — Substancias isoladas de Virola sebifera (HARROWVEN et al., 1998;
LOPES et al.,1984a e b; MARTINEZ et al., 1999b; REZENDE e KATO, 2002).



Introducéao 11

1.5 — Formigas Cortadeiras

As formigas, grupos de insetos mais abundantes na biosfera pertencem
a classe Insecta, ordem Hymenoptera e estao reunidas na familia Formicidae. Sao
chamadas de insetos eussocias por apresentarem trés caracteristicas definidoras do
comportamento dito social em insetos: sobreposicdo de geracdes, divisdo de
trabalhos e cuidados com a prole (ALMADO, 2007; WILSON, 1971)

Dentro da subfamilia Myrmicinae, tribo Attini, sdo consideradas
formigas cortadeiras (Figura 1.8) as espécies do género Atfta, conhecidas
popularmente como sauvas e as do género Acromyrmex conhecidas como
quenquéns e também algumas Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma
(DELLA LUCIA e VILELA, 1993; JUSTI-JUNIOR et al., 1996; MARICONI, 1970).

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 (BRANDAO e MAYHE-NUNES, 2001;
KEMPF, 1972).

FIGURA 1.8 — Formigas cortadeiras (Fonte: MARINHO et al., 2006)

Conhecidas pelo poder de destruicdo de um grande numero de
espécies vegetais e pelo prejuizo econbmico causado a agricultura principalmente
em florestas implantadas de Pinus e de Eucalyptus nas fases de pré-corte e
imediatamente apos o plantio (FORTI e BOARETTO, 1997). Sao consideradas uma
das principais ameagas a producao agricola brasileira (MARSARO et al., 2004;
SOUTO et al., 2007).

As Attini sdo restritas ao Novo Mundo e constituem um grupo
essencialmente de clima tropical (BERTI FILHO et al., 1992; MARICONI, 1970). Sua
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distribuicdo geografica vai desde o sul dos Estados Unidos até a regido central da
Argentina ndo ocorrendo nas regides transandinas da América do Sul e em algumas
ilhas das Antilhas (FARJI-BRENNER e RUGGIERO, 1994; NORTH et al., 1997;
WEBER, 1972).

O Brasil é o pais com maior ocorréncia de sauvas seguido pela
Argentina e Paraguai, onde sdo encontradas 10 espécies, de um total de 15 do
género, ocorrendo principalmente nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias e Parana (FORTI e BOARETTO,
1997).

As formigas pertencentes a tribo Attini sdo caracterizadas por
apresentarem simbiose obrigatéria com um fungo especifico, cultivado em substrato
de origem vegetal (FOWLER et al., 1991). Os géneros da tribo Attini podem ser
subdivididos de acordo com o tamanho da colénia, do polimorfismo de suas
operarias e do tipo de substrato que usam para cultivar seu fungo simbionte
(WILSON, 1980). Os géneros Acromyrmex (quenquéns) e Atta (salvas) sS40 0s mais
evoluidos, possuem colbnias bem desenvolvidas, polimorfismo funcional das
operarias e uma distinta casta de soldados nas espécies do género Atta
(STRADLING, 1991).

Estes géneros utilizam material vegetal fresco para cultivar seu fungo
sendo, portanto, consideradas herbivoras (WEBER, 1966). As formigas cortam
partes vegetais, principalmente folhas, o que as torna conhecidas como formigas
cortadeiras, e essas partes vegetais sao utilizadas como substrato para o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus (FERNANDES et al.,
2002; HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

Trabalhos recentes indicam que as formigas tém suas principais fontes
de alimentos diretamente dos produtos de hidrélise dos polissacarideos vegetais,
que sao gerados nos jardins de fungo pela acdo das polissacaridases que sao
produzidas pelo fungo simbionte (SILVA et al., 2003). Estudos mostraram que as
formigas adultas sustentam seu trabalho predominantemente com energia extraida
de carboidratos, essencialmente os polissacarideos que representam 60% da
matéria sélida vegetal (SIQUEIRA et al., 1998).
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1.5.1 — Simbiose

A relacdo mutualistica entre a formiga cortadeira e seu fungo
simbionte, Leucoagaricus gongylophorus, € muito forte e existe uma total
dependéncia entre ambos. Nesta relacdo, a formiga corta materiais vegetais frescos
que servem como alimento para o fungo, este por sua vez, produz enzimas que
degradam polissacarideos em acglcares menores que servem como alimento para
as operarias adultas (CURRIE et al., 1999; FERNANDES et al., 2002).

Substrato r

vegetal™
o

/- - larva

\ Simbiose \
hifas .. °
— &

FIGURA 1.9 — Simbiose entre as formigas cortadeiras e o fungo L. gongylophorus.

Jardins de fungo

O fungo constitui a unica fonte de alimento para as larvas da formiga,
entretanto, fornece apenas 9% da necessidade energética das operarias adultas.
Alguns estudos relatam que as operarias adultas também ingerem seiva diretamente
das plantas no momento do corte do material vegetal (FISCHER et al., 1994; FORTI
e ANDRADE, 1999; QUINLAN e CHERRETT, 1979 apud FERNANDES et al., 2002).

Assim, as necessidades energéticas das operarias sado supridas
predominantemente com a energia obtida de carboidratos, principalmente
polissacarideos que representam a maior porcentagem em massa do material sélido
vegetal (MARTIN et al., 1969; SIQUEIRA et al., 1998; WEBER, 1972). O fungo
possui enzimas que digerem celulose, xilana, amido, pectina e proteinas como
pectinase, amilase, xilanase, p-glicosidase e manosidase (FEBVAY &
KERMARREC, 1981; MARICONI, 1974). Segundo SILVA et al., 2003, a glicose
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resultante do metabolismo do fungo é responsavel por 50% das necessidades
energéticas das operarias.

SIQUEIRA et al., 1998, mostraram as diferentes atividades metabdlicas
do fungo cultivado pela formiga Atta sexdens rubropilosa a qual degradou em maior
quantidade o polissacarideo pectina, seguido de amido, xilana, carboximetilcelulose
e celulose. Por outro lado, a formiga também realiza atividades benéficas ao fungo
uma vez que produz compostos antimicrobianos que reduzem o crescimento de
outros fungos e bactérias contaminantes dos ninhos (FOWLER et al., 1986).

As formigas cortadeiras quando em ambientes ecologicamente
equilibrados, fazem o corte natural das plantas, realizam polinizacao e disperséao de
sementes, exercem importante papel na aeracdo do solo e incorporam matéria
organica a terra. No entanto, as formigas cortadeiras sao vistas também como
importantes pragas agricolas sendo consideradas como o inseto que mais causa
danos a agricultura.

As formigas cortadeiras causam danos em diversas culturas como
café, cana-de-acgucar, laranja, dentre outras, sendo que o0s principais alvos
econbmicos sdo as espécies de Eucalyptus e Pinus (CHERRET, 1986). Em
reflorestamentos, chegam a ser responsaveis por 75% do custo e do tempo total
gasto utilizado no controle de pragas (VILELA, 1986).

Desse modo, torna-se necessdrio o controle desses insetos.
Entretanto, uma grande dificuldade encontrada no controle das formigas cortadeiras
se deve a ocorréncia delas o ano todo, a facilidade de formagéo e estabilizagdo de

novas col6nias e pela complexidade de um formigueiro adulto (WEBER, 1972).

1.5.2 — Métodos de Controle de Formigas Cortadeiras

Os prejuizos causados pelas formigas cortadeiras sdo consideraveis,
podendo destruir completamente as plantas e em sistemas tropicais chegam a
consumir até 17% da producéao florestal (CHERRET, 1986).

Sabendo-se que a agado das formigas cortadeiras também apresenta
aspectos positivos ao meio ambiente, como citado anteriormente, 0 combate a esses
insetos ndo seria uma alternativa adequada e sim o seu controle.

O controle das formigas pode ser feito através de métodos mecanicos,

quimicos e bioldgicos. O controle mecanico consiste na destruicdo dos ninhos da



Introducéao 15

area através de escavacgao do formigueiro até que a rainha seja localizada e morta.
Esta técnica € praticamente ndo utilizada uma vez que € de viabilidade restrita a
pequenas areas e ninhos com até quatro meses de idade (BOARETTO e FORTI,
1997; DELLA LUCIA e VILELA, 1993). O controle biolégico baseia-se no emprego
de predadores, parasitdides e microorganismos que utilizam a formiga cortadeira
como hospedeira. No entanto, ainda sdo necessarios mais conhecimentos acerca
desta técnica para que possa ser aplicada com segurancga, principalmente em
relacdo ao meio ambiente. Os métodos quimicos sdo os mais frequentemente
utilizados, sendo o produto téxico aplicado diretamente nos ninhos em formas de
liguidos termonebulizaveis, gases toxicos, pdés secos e iscas granuladas
(BOARETTO e FORTI, 1997).

Atualmente o emprego de iscas granuladas tem sido o método mais
empregado, pois oferece maior seguranga ao operador, dispensa mao-de-obra e
equipamentos especializados e permite o tratamento de formigueiros em locais de
dificil acesso (LOECK & NAKANO, 1984; PETERNELLI et al., 2008). Estas iscas sdo
constituidas de 6leo de soja como veiculo, um atrativo, um suporte solido e um
ingrediente ativo como principio téxico. O substrato atrativo e de suporte soélido mais
utilizado € a polpa citrica desidratada embora outros materiais organicos ja tenham
sido utilizados, como por exemplo, milho, folha de eucalipto, farinha de mandioca,
farelo de soja, farinha de trigo, bagaco e melaco de cana.

As primeiras iscas tdxicas foram formuladas com aldrin como principio
ativo. Este foi posteriormente substituido por dodecacloro que era mais eficiente.
Entretanto, devido a proibicdo de inseticidas clorados, uma vez que estes eram
prejudiciais ao meio ambiente, o dodecacloro foi entdo substituido por sulfuramida
(DELLA LUCIA, 1997; ALMEIDA, 2007).

Cl
C Cl
“ ° " F " F " F " @]
C Cl CH,CH
Cl I 2UH3
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/ Cl F F F F ol H
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O uso indiscriminado de inseticidas sintéticos, que sdo em sua maioria
compostos halogenados, sulfurados e fosforados resulta em problemas como o
aparecimento de resisténcia, contaminacdo do meio ambiente, solo e lencbis
freaticos e o fato de muitos deles serem nao especificos atingindo espécies ndo-alvo
podendo provocar desequilibrio ecolégico.

Nesse contexto, torna-se cada vez mais relevante a busca por
inseticidas e/ou fungicidas mais seletivos e menos prejudiciais ao meio ambiente.
Nessa perspectiva, o Grupo de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
UFSCar juntamente com o Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS)-Unesp de
Rio Claro tém estudado plantas potencialmente téxicas as formigas cortadeiras da
espécie Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte.

Dessa forma, diversas plantas utilizadas popularmente como
inseticidas ou com atividade ja relatada em literatura tém sido estudadas com o
objetivo de se isolar e identificar substancias ativas contra as formigas cortadeiras e
seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus e inibidoras de pectinases no
grupo de Produtos Naturais do Departamentamento de Quimica da UFSCar.

O estudo das plantas Sesamum indicum (Pedaliaceae) e Virola
sebifera (Myristicaceae) levou ao isolamento da lignana sesamina que é altamente
téxica ao fungo L. gongylophorus (PAGNOCCA et al., 1996). A xantiletina, uma
cumarina isolada do caule de Pilocarpus riedelianus (Rutaceae), assim como 0s
acidos graxos obtidos das sementes de Sesamum indicum sao também tdxicos ao
fungo simbionte (GODQY et al., 2005; MORINI et al., 2005). HEBLING et al., 1996,
ao alimentar ninhos de laboratério de Atta sexdens rubropilosa com folhas de
Ricinus communis (Euphorbiaceae), observou decréscimo no volume do jardim de
fungo e uma alta taxa de mortalidade das operairas adultas. O estudo fitoquimico
desta planta revelou-a como uma rica fonte do alcaldide ricinina, responsavel pela
toxicidade da mesma (BIGI et al., 2004). Extratos brutos de partes vegetais de
Cipadessa fruticosa e Cedrela fissilis (Meliaceae) se mostraram altamente téxicos as
operéarias de Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte (BUENO et al., 2005;
LEITE et al., 2005).

Para o desenvolvimento de estudos fitoquimicos a técnica de
cromatografia contracorrente tem sido amplamente utilizada devido as diversas

vantagens que apresenta destacando-se entre elas, menor tempo de andlise e



Introducéao 17

menor gasto de solventes quando comparada as técnicas cromatograficas

convencionais.

1.6 — Cromatografia Contracorrente

A cromatografia contracorrente é basicamente uma forma de
cromatografia de particao liquido-liquido, na qual a fase estacionaria liquida é retida
no aparelho sem a utilizacdo de um suporte sélido (BERTHOD, 1991; CONWAY,
1990). Nesta técnica, um campo gravitacional varidvel é produzido pelo movimento
giratério de um eixo duplo e um arranjo de colunas que geralmente sdo tubos
enrolados em bobinas.

A cromatografia em contracorrente é um tipo de cromatografia onde as
duas fases sao liquidas. Uma das fases é retida no aparelho pela forca centrifuga
gerada pelo movimento de rotacdo atuando entdo como fase estacionaria, enquanto
a outra fase é bombeada para o aparelho passando através da fase estacionaria e
atuando como fase mével (MARSTON e HOSTETTMANN, 1994; 2006; STICHER,
2008; SUTHERLAND e FISHER, 2009).

O principio da separagao envolve a particdo de um soluto entre duas
fases liguidas imisciveis, sendo a proporcao relativa de soluto que passa para cada
fase determinada pelo seu respectivo coeficiente de particdo (K) (MARSTON e
HOSTETTMANN, 1994). Esta técnica € comparavel a se realizar repetidas particoes
de um analito entre duas fases imisciveis, uma versdo automatizada da extracéo
liquido-liquido (WINTERHALTER, 2007).

Desde sua introdugédo (ITO e BOWMAN, 1970), a cromatografia
contracorrente evoluiu rapidamente. Dois tipos de aparelhos s&o disponiveis
comercialmente: CCC hidrodindmico e CCC hidrostatico. O primeiro utiliza um
campo gravitacional variavel, devido ao movimento planetario do eixo duplo o campo
centrifugo muda em intensidade e dire¢cdo. Quando a intensidade deste campo é
alta, ocorre decantacao das fases e quando o campo muda de direcao as fases
separadas se misturam formando um estado de emulsdo. O CCC hidrostatico utiliza
um campo gravitacional constante produzido pelo mecanismo de rotagdo de um eixo
simples (ITO, 1991; STICHER, 2008).

A CCC apresenta varias vantagens em relacdo as técnicas

cromatograficas convencionais empregadas na purificacdo de produtos naturais
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(CONWAY, 1990; MARSTON e HOSTETTMANN, 1994; STICHER, 2008): (i)
Versatilidade, a andlise por esta técnica independe da polaridade da amostra, o
modo de eluicdo pode ser normal ou reverso e, além disso, os sistemas de solventes
podem ser compostos por inimeros solventes em diferentes proporgées; (ii)
Eficiéncia e rapidez; (iii) Economia, é necessario somente o investimento inicial da
compra do aparelho, as colunas n&do praticamente indestrutiveis e os sistemas de
solventes utilizados sdo em sua maioria aquosos; (iv) Previsibilidade e
reprodutividade: a separacao das substancias é determinada pelo seu coeficiente de
particao; (v) Recuperacdo total da amostra: como ndo ha utilizacdo de suporte
sélido, ndo ha problemas como adsorcao irreversivel da amostra, podendo esta ser

totalmente recuperada sem danos a sua composicao quimica e atividade biol6gica.

1.6.1 — Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade e Escolha
do Sistema de Solventes

A cromatografia contracorrente de alta velocidade (ing. HSCCC) é o
apice do desenvolvimento da cromatografia contracorrente em termos de resolucao,
tempo de separagdo e quantidade de amostra a ser trabalhada. E uma técnica
preparativa de grande eficiéncia na purificagcdo de produtos naturais, mas que requer
alguns conhecimentos basicos desde a selecdo das condicbes experimentais e 0
processo de separacao que € bem caracteristico.

ITO, 2005, apresenta uma pratica e efetiva estratégia para a selecéo,
etapa por etapa, das condigdes experimentais para a cromatografia contracorrente
que inclui a selecao do sistema de solventes bifasico, determinagédo do coeficiente
de particao (K) dos analitos, preparo do sistema de solventes bifasico e da solugcéao
da amostra a ser estudada, selecdo do modo de eluigdo, fluxo da fase mével,
velocidade de rotagdo e monitoramento das fragdes.

A selegéo do sistema de solventes é o passo fundamental dentre os
citados anteriormente, chegando a corresponder a 90% de todo trabalho despendido
nesta técnica. O uso de um sistema bifasico resulta em um enorme numero de
possibilidades de solventes a serem escolhidos. Um sistema de solventes bifasico
adequado para a separagdo por cromatografia contracorrente de alta velocidade
deve satisfazer as seguintes condicbes (CONWAY, 1990; MARSTON e
HOSTETTMANN, 2006; STICHER, 2008): (i) O analito deve ser soluvel e estavel no
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sistema; (ii) O sistema de solventes deve formar duas fases e preferencialmente
gerar volumes iguais das fases aquosa e organica para evitar desperdicio; (iii) O
tempo de separacdo das fases apds a agitacdo deve ser inferior a 30 s para
assegurar uma retencao satisfatéria da fase estacionaria; (iv) O coeficiente de
particao (K) das substancias deve estar na faixa 0,2 < K< 5,0 para a cromatografia
contracorrente de alta velocidade.
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2 - OBJETIVOS

e Realizar o estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas de Virola
sebifera com isolamento e identificacdo estrutural de seus constituintes
quimicos;

e Avaliar o potencial téxico dos extratos, fracoes e substancias isoladas frente
as operarias de Afta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Materiais

3.1.1 — Material Cromatografico

Cromatografia em camada delgada (CCD), usando folhas de aluminio com
silica gel 60 Fo54, com 0,2 mm de espessura da Merck.

Cromatografia por adsorcéo:

- Cromatografia em coluna (CC), utilizando como fase estacionaria silica-gel
70-230 mesh e 230-400 mesh da ACROS ORGANICS;

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como fase
estaciondria a fase reversa Phenomenex Luna C-18, analitica (10 um, 25,0 x
0,46 cm) e preparativa (10 um, 25,0 x 1,0 cm);

- Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando como fase estacionaria (5%-fenil)-metilpolisiloxano, coluna DB-5 (30
m x 0,25 mm x 0,25 pum).

Cromatografia por exclusao:
- Cromatografia em coluna, utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-
20, da Amersham Pharmacia Biotech AB.

3.1.2 — Solventes

Solventes comerciais BRENNTAG, MERCK, SINTH, VETEC, LABSYNTH e
solventes destilados na sala de destilagdo do Departamento de Quimica da
UFSCar;

Solventes grau CLAE da MERCK, TEDIA e da J. T. BECKER,;

Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS
ORGANICS, CIL-CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, com % de
deuterério de 99,8% para CDCl; e MeOD e 99,9% para DMSO-d6.
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3.1.3 — Reveladores

e Camarade luz UV (A = 254 e 365 nm);

e Solucéo de vanilina.

3.2 - Equipamentos

3.2.1 — Evaporadores Rotatoérios

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

e BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e circulador de
agua refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
3.2.2 — Balanca Analitica

e Sartorius modelo BP210S.

3.2.3 - Camara de UV

e (Cabine tipo Spectroline modelo CM-10 com luz tipo Spectroline modelo ENF-
260C.

3.2.4 - Centrifuga

e Centrifuga Comb-spin FVL 2400.

3.2.5 — Concentrador — Speed-Vac

e Savant Speedvac Plus SC 10 A acoplado com um refrigerador Vapor Trap RVT-
400 Savant, bomba a vacuo Savant VLP-200 e registrador Digital Vacuum Gauge
DVG 50 Savant.
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3.2.6 - Cromatografos para Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

e SHIMADZU LC-6AV, condicbes analiticas e preparativas com valvula de
reciclo e “loop” de 200 pL.

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

3.2.7 — Detectores

e UV-Vis Shimadzu SPD-6AV;
e UV-Vis G1314B

3.2.8 — Cromatégrafo para Cromatografia Contracorrente de Alta
Velocidade

e MK5 Quattro Quik-Prep (AECS Ltda. Reino Unido) equipado com duas
bobinas, cada uma contendo duas colunas em politetraflouroetileno (PTFE)
com diametro interno de 0,5 mm i.d. e didmetro externo de 1,58 mm o.d.,
capacidade total de aproximadamente 500 mL. A velocidade de rotagcao é
ajustavel entre 0 a 1000 rpm e plano de rotacao vertical. Aparelho com alca
de injecdo de 5 mL e sistema equipado com bomba de fluxo continuo
LabAlliance.

3.2.9 — Cromatografos de CG-EM

e CG-EM SHIMADZU QP 5000 — ionizagao por impacto eletrdnico (70 e.V) —
DQ/UFSCar.
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3.2.10 — Cromatodgrafos de LC-EM

e MICROMASS QUATTRO LC — Modo de ionizacao Eletrospray (ESI) (modo
negativo).
As analises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Micromolecular de
Microorganismos LaBioMMi — DQ/UFSCar.

3.2.11 — Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear

e Brucker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para '°C) —
DQ/UFSCar;

e AVANCE Il 400NANO Varian 9,4 T (400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para
'3C) — DQ/UFSCar.

3.3 — Material Botanico

As partes vegetais de Virola sebifera foram coletadas na reserva de
cerrado da Fazenda Canchim pelo professor Dr. Jodo Batista Fernandes. A
identificagéo da espécie foi feita pela Dr. Maria Helena Antunes de Oliveira e Souza,
professora do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos,

onde podem ser encontradas exsicatas das mesmas.

3.4 — Obtencao dos Extratos de Virola sebifera

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, folhas e galhos, foram
secas em estufa de circulacdo a 40 °C durante aproximadamente 10 dias e
posteriormente trituradas em moinho. O material vegetal seco e moido das folhas foi
submetido a trés extracdes consecutivas com um intervalo de trés dias entre cada
extragdo utilizando-se solventes em ordem crescente de polaridade Hexano (VSFH),
Diclorometano (VSFD), Metanol (VSFM) (Fluxograma 3.1).
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O material vegetal dos galhos foi submetido a extragdo apenas com

Etanol (VSGE) seguindo o procedimento descrito anteriormente (Fluxograma 3.2).

Material Vegetal
362,09

Extrato Hexanico (VSFH)

Extrato Diclorometénico (VSFD)
10,56 ¢

Extrato Metandlico (VSFM)
22,04 g

FLUXOGRAMA 3.1 — Fluxograma de preparo dos extratos de folhas de Virola

sebifera.

a) Extracdo com Hexano
b) Extracdo com Diclorometano
c) Extracdo com Metanol

Material Vegetal
420,0 g

Extrato Etandlico (VSGE)
48,41 g

FLUXOGRAMA 3.2 - Fluxograma de preparo do extrato de galhos de Virola

sebifera.

a) Extracdo com Etanol
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3.5 — Fracionamento dos Extratos e Fracoes de Virola sebifera

Os extratos citados anteriormente foram submetidos ao ensaio por
ingestdo com as operarias de formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens
rubropilosa e, a partir dos resultados obtidos, iniciou-se o trabalho de fracionamento

do extrato metandlico das folhas (VSFM).

3.5.1 — Particao Liquido-Liquido do Extrato Metanodlico das Folhas
de Virola sebifera

A metodologia empregada na particdo liquido-liquido baseou-se no
preparo de uma solucdo hidroalcodlica do extrato em questdo onde este foi
solubilizado em uma solugcdo Metanol/H.O (1:3) e subsequentemente extraido com
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano e acetato de
etila, obtendo-se quatro fracdes (Fluxograma 3.3). As fragbdes foram entéao

concentradas em evaporador rotatorio até a eliminacao completa dos solventes.

Extrato (VSFM)

22,04 g

1) Suspensao em 400 mL de MeOH:H20 (3:1)
2) Extragdo com Hexano: 3 x 400 mL

Fracao Hexanica (FMH)
2,22 ¢

Fracao Hidroalcodlica

3) Extragao com Diclorometano: 3 x 400 mL

Fracao Diclorometanica (FMD)

Fracao Hidroalcodlica

1,129

4) Extracéo com Acetato de Etila: 3 x 400 mL

Fracao Acetato de Etila (FMA) Fracao Hidroalcoodlica (FMHa)
5,56 g 9,12 ¢

FLUXOGRAMA 3.3 — Metodologia utilizada na particao liquido-liquido.
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A partir da analise dos espectros de RMN de 'H, as fracdes hexanica e
diclorometanica foram reunidas (FMHD) para estudo devido a similaridade entre
essas. A fracdo acetato de etila também foi escolhida para estudo com base no
espectro de RMN de 'H.

3.5.2 — Fracionamento da Fracao FMHD (Fracao Hexanica + Fracao
Diclorometanica) por Cromatografia Contracorrente

3.5.2.1 — Teste de Sistema de Solventes

De posse dos sistemas de solventes bifasicos a serem testados, estes
foram preparados em tubos de ensaio, agitados em vortex e apds o sistema entrar
em equilibrio, as fases aquosa e organica foram separadas. Adicionaram-se 2,0 mL
de cada uma dessas fases a um tubo contendo 10 mg da fracdo FMHD. O tubo
contendo a amostra e os solventes foi novamente agitado em vortex e, apés o
sistema entrar em equilibrio, foi centrifugado. As fases organica e aquosa, contendo
a amostra particionada, foram separadas. Iguais volumes de cada uma dessas fases
foram secos em Speed-Vac, ressuspendidos em MeOH e analisados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.5.2.2 — Calculo do Coeficiente de Particao por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia

O coeficiente de particao (K) € definido pela razao da concentracdo dos
constituintes da amostra na fase mével pela concentracdo desses constituintes na
fase estacionaria.

No trabalho em questdo, dada a quantidade de compostos presentes
na amostra, foi feita apenas uma analise qualitativa dos cromatogramas, onde se

avaliou a intensidade e distribuicdo dos picos nos dois cromatogramas.
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3.5.2.3 - Preparo do Sistema de Solventes e Amostra para
Cromatografia Contracorrente

Os sistemas de solventes selecionados para a separacao por CCC
foram misturados nas proporcoes definidas e equilibradas em funil de separacao a
temperatura ambiente. As fases superior e inferior foram separadas antes de serem
utilizadas e desgaseificadas em aparelho de ultra-som por 15 min. A solugéo
contendo a amostra foi preparada por solubilizacdo da amostra em mistura 1:1 das

fases superior e inferior do sistema de solventes.

3.5.2.4 — Separacao dos Constituintes da Fracao FMHD (Fracao
Hexanica + Fracao Dilorometanica) de Folhas de Virola sebifera

O fracionamento da fracdo FMHD foi desenvolvido utilizando o sistema
de solventes hexano:acetonitrila:etanol:agua 10:3:8:1, no modo de eluicdo normal
(cauda-cabega), fluxo de 3,0 mL/min, rotagdo de 800 rpm. No total, foram realizados
6 fracionamentos para se obter massas adequadas para estudos posteriores das
fracbes. Para cada fracionamento a massa de amostra solubilizada era de
aproximadamente 550 mg da fracado FMHD. Foram coletadas para cada
fracionamento, fragcdes de 10 mL cada, sendo 60 fracbes com a rotacao ligada e 40
fracbes com a rotacdo desligada. As fragcdes coletadas foram reunidas de acordo
com a semelhanca cromatografica por CCD gerando 15 fragdes. As fragdes obtidas
foram repurificadas por cromatografia em coluna utilizando silica-gel como fase
estacionaria. Todo esse processo de separacao gerou o isolamento de uma mistura
de acilresorcindis (substancias I, Il e Ill) e 4 lignanas (substancias IV, V, VI e VII)
(Fluxograma 3.4). Nas fracdes A e B observou-se apenas a presenca de acidos
graxos o que nao despertou o interesse por essas fracdes. As demais fragdes, que
sao ainda ricas em lignanas, ndo foram estudadas devido ao tempo, mas deveréao

ser investigadas a fins de publicacées.
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Massa total da amostra FMDH: 3,3 g
Sistema de solventes: Hexano:Acetonitrila:Etanol:Agua 10:3:8:1
Fase estacionaria: aquosa/superior
Fase mével: organica/inferior
Fluxo: 3,0 ml/min  Fracdes: 10 mL
Rotagéo: 800 rpm
60 frascos com rotacao + 40 fracdes sem rotacao

A C E G | K M (o)
357,0 mg 153,8 mg 139,7 mg 90,8 mg 156,6 mg 37,1 mg 65,3 mg 638,5 mg
B D F H J L N
276,0 mg 71,3 mg 158,5 mg 256,5 mg 93,2 mg 84,7 mg 365,9 mg

b b
A 4
C3 C5
2 \') Vil
C1 17,0 mg 24,6 mg
11, a b
153,8 mg A 4 \ 4
C2 C4
v Vv, Vi
17,1 mg 4,7 mg

FLUXOGRAMA 3.4 - Fracionamento cromatografico da fragdo FMDH.

a) Cromatografia por adsorgao; coluna de vidro (¢ =2,3 cm, h = 40 cm), fase estacionaria: silica-gel (230-400 Mesh),fracdes de 20 mL, eluigao gradiente:
Hexano:Diclorometano:Metanol
b)

Cromatografia por adsorgao; coluna de vidro (¢ =2,3 cm, h = 30 cm), fase estacionaria: silica-gel (230-400 Mesh),fracdes de 20 mL, eluicao gradiente:
Hexano:Diclorometano:Metanol
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3.5.2.5 — Procedimento de derivatizacao de hidroxilas fendlicas

A fracao C foi derivatizada para analise no CG-EM através de sililacao
de hidroxilas utilizando BSA e piridina.

A um tubo de ensaio contendo 1,0 mg da amostra, adicionou-se 250 pL
de BSA, 250 pyL de TMCS e 100 uL de piridina. Em seguida, aqueceu-se a mistura
reacional a 60 °C por aproximadamente 45 min. Apos o resfriamento, adicionou-se
200 pL de ciclohexano e 1000 puL de agua. Apds a completa decantacao, fase
organica limpida, retirou-se uma aliquota dessa fase e esta foi analisada por CG-EM
(IE).

3.5.3- Fracionamento da Fracao FMA (Fracao Acetato de Etila)

A fracdo acetato de etila (FMA) do extrato metanélico das folhas de
Virola sebifera foi submetida a sucessivos processos de purificacdo por
cromatografia por exclusao utilizando sephadex-LH 20 como fase estacionaria. No
primeiro processo (Fluxograma 3.5), obtiveram-se 9 fragdes e apds a analise por

CCD apenas a fracao F foi trabalhada. As demais fragdes continham principalmente

pigmentos.

FMA
550

a

S1-A S1-C S1-E S1-G S1-l
97,3 mg 272,8 mg 99,2 mg 502,1 mg 1302,0 mg
S1-B S1-D S1-F S1-H
110,2 mg 1206,0 mg 1218,0 mg 676,7 mg

FLUXOGRAMA 3.5 — Fracionamento de FMA.

a) Cromatografia por exclusao; coluna de vidro (¢ = 3 cm, h = 88 cm), fase estacionaria: sephadex
LH-20, fase mével: eluigédo isocratica MeOH 100%.
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No segundo processo, a fragdo S1-F obtida do primeiro fracionamento
da fracao acetato do extrato metandlico das folhas de Virola sebifera, foi novamente
fracionada por cromatografia por exclusdo utilizando sephadex LH-20 como fase
estacionaria (Fluxograma 3.6) onde se obtiveram 5 fracdes. Apds a analise por CCD
a fragcdo S2-B foi trabalhada e as demais continham pigmentos.

S1-F
1218,0 mg
a
S2-A S2-B S2-C S2-D S2-E
183,5 mg 773,2 mg 43,6 mg 142,6 mg 38,0 mg

FLUXOGRAMA 3.6 — Fracionamento de S1-F.

a) Cromatografia por excluséo; coluna de vidro (¢ = 3 cm, h = 88 cm), fase estaciondria: sephadex
LH-20, fase mével: eluigédo isocratica MeOH 100%.

Seguiu-se o trabalho de fracionamento apenas com a fracdo S2-B.
Esta foi entdo submetida a uma nova cromatografia por exclusdo utilizando
sephadex LH-20 como fase estacionaria (Fluxograma 3.7), onde se obteve 16
fracoes.
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S2-B
773,2 mg
a
S3-1a 11 S3-13 S3-15 S3-17 S3-19
98,6 mg 11,1 mg 26,8 mg 41,2 mg 109,7 mg
S3-12 S3-14 S3-16 S3-18 S3-20
5,5mg 11,6 mg 34,8 mg 55,1 mg 115,6 mg
b, c
LC1-1 LC1-2 LC1-3
b, c 3,2mg 3,5mg Xl
3,6 mg
b, c
LC2-1 LC2-2 LC2-3 LC2-4
4,6 mg 6,1 mg X 5,1 mg LC3-1 LC3-2 LC3-3
1,0 mg VIl XI 16,2 mg Xl
10,1 2,2mg
S3-21 S3-23 S3-25
56,6 mg 21,2 mg 10,7 mg
S3-22 S3-24 S3-26
36,6 mg 38,3 mg 92,5 mg
b, c
LC4-1 LC4-2 LC4-3
Vil IX 8,7 mg
16,4 3,1mg

FLUXOGRAMA 3.7 — Fracionamento dos flavonéides VIII-XII.
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Condigdes do Fluxograma 3.7:

a) Cromatografia por exclusdo; coluna de vidro (¢ = 3 cm, h = 88 cm), fase
estacionaria: sephadex LH-20, fase mével: eluicao isocratica MeOH 100%.

b) CLAE analitico: coluna C-18 Phenomenex Luna 10 um (o = 0,46 cm, h = 25
cm), gradiente de eluicao MeOH:H-O 10-100% A por 55 minutos com 0,1% de
acido acético v/v, volume de injecéo: 20 uL, fluxo: 1,0 mL/min, A: 254 nm.

C) CLAE preparativo: coluna C-18 Phenomenex Luna 10 um (g = 1,0 cm, h =25
cm), eluigéao isocratica MeOH:H,O 40:60 com 0,1% de acido acético v/v, loop
de 200 pL, fluxo: 4,5 mL/min, A: 254 nm.

Dentre as fracOes obtidas do fracionamento de S2-B, algumas foram
trabalhadas por CLAE, fragdes S3-15, S3-16, S3-18 e S3-24, onde se identificou
alguns flavondides puros e em mistura, substancias VIII, IX; X, Xl e Xll. Dessas
analises obtiveram-se também amostras com outros flavondides em mistura de dificil
identificacao.

A amostra S3-20 foi submetida a um novo fracionamento por
cromatografia de exclusao utilizando sephadex LH-20 como fase estacionéaria e das
fracOes obtidas, a fracdo S4-C foi trabalhada por CLAE resultando no isolamento
dos flavondides ja obtidos VIII e IX (Fluxograma 3.8) nas mesmas condicdes
descritas para o Fluxograma 3.6.

S3-20
115,6 mg
a
S4-A S4-B S4-C S4-D S4-E
15,4 mg 24,7 mg 50,0 mg 12,2 mg 3,6 mg
b, c
LC5-1 LC5-2
Vil IX
28,6 mg 7,2 mg

FLUXOGRAMA 3.8 — Fracionamento de S3-20.
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3.5.4 — Metodologia dos Ensaios Bioldgicos

3.5.4.1 — Ensaios por ingestao com as operarias de Atta sexdens
rubropilosa

Os ensaios por ingestdo com as operarias de Atta sexdens rubropilosa
foram realizadas no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) — UNESP — Rio
Claro/SP, pelas alunas Tais Garcia Freitas, Marcela Ceccato e Nathalia Lorenzon
sob orientagcédo do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

Nestes ensaios as operarias de Atta sexdens rubropilosa foram
retiradas aleatoriamente de formigueiros mantidos em laborat6rio. Para manutencao
das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma dieta sélida constituida por:
5,0% de glicose, 1,0% peptona bacteriol6gica, 0,1% de extrato de levedura e 1,5%
de agar bacteriologico e 100 mL de agua destilada. Apds mistura destes
componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas por aproximadamente 4
minutos e logo em seguida, autoclavada a 120 °C e 1 atm por 15 minutos. A dieta
ainda liquida foi entornada em placas de Petri de 10 cm de diametro, que apéds
resfriamento e solidificacdo foram embrulhadas em papel filme e mantidas em
geladeira, sendo utilizadas nos dias subseqiientes durante o periodo do
experimento. Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a realizacao dos
experimentos de toxicidade.

A dieta para manutencao das formigas (Controle) ou a dieta acrescida
do substrato a ser testado (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na
quantidade aproximada de 0,4 e 0,5 g/placa. A cada 24 horas a dieta foi renovada. O
material a ser testado foi pesado, dissolvido no mesmo solvente em que ocorreu sua
extracao e incorporado na dieta (BUENO et al., 2005).

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada
tratamento dividas em grupos de dez formigas e mantidas em 5 placas de Petri.
Essas placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 + 1 °C e umidade
relativa acima de 70,0% e examinadas diariamente para retirada e anotacdo do
numero de formigas mortas. A andlise estatistica foi realizada através do teste ndo
paramétrico log-rank (p<0,05), utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma
3.0.
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3.5.4.2 — Ensaio biolégico com o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados
no Laboratério de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), pela alunas Denise C. Martins e Sénia P. Cardoso,
sob coordenacao da Dra. Ana Paula Terezan.

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

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e solubilizados em agua destilada. Em seguida, em
cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos
de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram
autoclavados nas condigdes 120°C, 1,0 atm por 20 minutos. Apds a esterilizacdo do
material, os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri dentro da capela
com fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta.
Apés a solidificagdo do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posicao
central com um disco de agar de 8 mm de didmetro, previamente colonizado pelo
fungo simbionte L. gongylophorus. As amostras foram preparadas em réplicas. O
tempo de incubacgéo foi de aproximadamente 30 dias, a 25 °C (x 2), onde foram
realizados os calculos das areas do crescimento micelial do fungo simbionte em
cada amostra (adaptacdo MIYASHIRA, 2007). As porcentagens de inibicdo foram
calculadas a partir da comparagdo da area do crescimento micelial do fungo
simbionte dos controles com a area do crescimento micelial nas placas com

amostra. O controle foi considerado como 0% de inibi¢do do fungo simbionte.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

41 - Estudo Fitoquimico de Virola sebifera (FMDH) por
Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade

4.1.1 — Escolha do Sistema de Solventes e Separacao dos
Constituintes da Fracao FMHD

A selecdo do sistema de solventes € a etapa mais importante da
cromatografia contracorrente. Como a CCC utiliza sistemas de solventes bifasicos
isto resulta em um grande niumero de combinacdes de solventes com ampla faixa de
polaridade (STICHER, 2008).

Os sistemas de solventes bifasicos para utilizagdo em CCC foram
organizados em familias que sdo compostas por solventes misturados em diferentes
proporcoes. Estas familias distinguem-se uma da outra pela faixa de polaridade que
abrangem, fornecendo meios metodolégicos de busca do sistema de solventes ideal
(FRIESEN & PAULLI, 2007).

Foi feita uma analise inicial da amostra onde esta foi submetida a um
gradiente exploratério CLAE MeOH:H-O 10-100% por 55 minutos (Figura 4.1) onde
verificou-se a presenca de muitas substancias diferentes na mesma, o que tornava
dificil o calculo do coeficiente de particao (K) para as substancias em cada sistema
testado. Por este motivo, foi feita apenas analise qualitativa dos cromatogramas,
onde eram avaliadas a intensidade e distribuicdo dos picos nos cromatogramas
referentes as fases orgéanica e aquosa.

Partindo dos dados de literatura que revelam a grande ocorréncia de
lignanas e neolignanas em plantas do género Virola, os primeiros sistemas de
solventes testados para o estudo da fracdo FMDH foram escolhidos com base em
sistemas de solventes para purificacdo de lignanas por cromatografia contracorrente
ja descritos em literatura. Inicialmente foram testados oito sistemas obtidos da
literatura conforme descrito na Tabela 4.1.
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e

FIGURA 4.1 - Cromatograma da fragdo FMDH (FMH e FMD reunidas) modo
analitico. Equipamento Cromatogréafico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex-Luna
(10 um, 25,0 x 0,46 cm); eluente MeOH:H>O 10-100% por 55 minutos; fluxo de 1,0

mL.min"" e detector ultravioleta 254 nm.

TABELA 4.1 — Sistemas de solventes testados no primeiro teste (Teste 1)

Sistemas de solventes Proporcdes Literatura
AcOEt:n-BuOH:HZO 2:57 SHUYUN et al., 2008
AcOEt:n-BuOH:HZO 2:7:9 PENG et al., 2005b

AcOEt:n-BuOH:EtOH:HZO 10:1:2:10 WANG et al., 2005
Hex:AcOEt:MeOH:H20 6:4:5:5 GNABRE et al.,1996
Hex:AcOEt:MeOH:H20 1:0,9:0,9:1 PENG et al., 2005a
Hex:AcOEt:EtOH:Hzo 1:9:1:9 LI e CHEN, 2005

Hex:MeOH:H20 35:30:3 HUANG et al., 2005
EtOEt:AcOEt:MeOH:HZO 1:0,4:1:0,5 WANG et al., 2009

Esses sistemas foram entdo testados nas proporcdes acima indicadas
pelo teste de particdo em tubo falcon seguido de analise por CLAE onde o melhor
resultado obtido foi para o sistema Hex:AcOEt:EtOH:H,O 1:9:1:9. No entanto a

concentracdo dos compostos na fase organica foi consideravelmente maior que na
fase aquosa, indicando a necessidade de diminuir a polaridade do sistema.

A diminuicdo da polaridade do sistema € feita com o aumento da
proporcado de hexano relativa a de acetato de etila e/ou diminuicdo da proporcao de
agua relativa a de etanol. Inversamente, o aumento da polaridade do sistema é feita
com a diminuigdo da propor¢cdo de hexano relativa a de acetato de etila e/ou
diminuicado da proporcao de etanol relativa a de agua.
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No caso em questdo, para promover a diminuicao da polaridade do
sistema, poderia diminuir as quantidades de acetato de etila e/ou de agua, ou
aumentar as quantidades de hexano e/ou etanol. Foram entdo propostos sete novos
sistemas onde diminuiu-se gradativamente a quantidade de acetato de etila ou
aumentou-se a quantidade de hexano (Tabela 4.2)

TABELA 4.2 — Sistemas de solventes testados no segundo teste (Teste 2)

Sistemas de solventes Proporcdes
Hex:AcOEt:EtOH:HZO 1:8,5:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:HZO 1:8:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:HZO 1:7:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:H20 1:6:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:H20 2:8:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:H20 2:7:1:9
Hex:AcOEt:EtOH:H20 2:6:1:9

Os resultados mostraram que a particao das substancias entre as fases
organica e aquosa melhorava a medida que se diminuia a polaridade dos sistemas.
No entanto, nenhum desses sistemas mostrou ainda uma particdo adequada entre
as duas fases, a maior parte das substancias permanecia ainda na fase organica.

O solvente acetonitrila € conhecido por sua seletividade e, consultando
literatura verificou-se que no trabalho de DEGENHARDT et al., 2002 a utilizagdo
deste solvente em um sistema empregado na purificagdo de lignanas por
cromatografia contracorrente. Dessa forma, foi feita a substituicdo do solvente
acetato de etila por acetonitrila testando-se inicialmente, um sistema de baixa
polaridade, hexano:acetonitrila:etanol:adgua 10:1:8:1.

De posse dos resultados, observou-se a necessidade de aumentar a
polaridade do sistema e isto foi conseguido pelo aumento gradativo na propor¢ao de
acetonitrila, conforme descrito na Tabela 4.3. Dos sistemas testados o sistema
hexano:acetonitrila:etanol:dgua 10:3:8:1 mostrou melhor resultado e foi selecionado
para inicio dos trabalhos por CCC.
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TABELA 4.3 - Sistemas de solventes testados no terceiro teste (Teste 3)

Sistemas de solventes Proporcoes
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:1:8:1
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:2:8:1
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:3:8:1
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:4:8:1
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:5:8:1
Hex:ACN:EtOH:HZO 10:6:8:1

A purificagdo da amostra FMDH por cromatografia contracorrente
resultou na obtencédo de quatro lignanas, uma do tipo furofuranica, sesamina e trés
do tipo dibenzilbutirolacténicas, (-)-hinokinina, (+)-isohinokinina e (-)-kusunokinina e
uma mistura de acilresorcindis.

As demais fracOes obtidas das injecdes no cromatdgrafo contracorrente
apresentam ainda grande potencial para serem estudadas, pois as analises
preliminares de RMN de 'H indicaram a presenca de mais compostos,
possivelmente liganas por apresentarem sinais de hidrogénios aromaticos, grupos
metoxila e metilenodioxi, e sinais caracteristicos dos anéis furofuranicos e/ou

butirolactonicos.
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4.2 — Substancias Identificadas

O estudo fitoquimico de Virola sebifera permitiu o isolamento de
substancias pertencentes a diferentes classes: policetideos (acilresorcindis),
lignanas e flavonoides. Para facilitar a identificacdo estrutural dos metabdlicos
isolados, estes serdo discutidos por classes.

Acilresorcindis

OH O
\ (11’E)-1-hexadec-11’-enoil-2,6-dihidroxibenzeno
Massa: 153,8 mg (em mistura)
Isolamento: p. 34
OH Identificagao: p. 50
|
OH O
— (11°2)-1-hexadec-11’-enoil-2,6-dihidroxibenzeno
Massa: 153,8 mg (em mistura)
Isolamento: p. 34
OH Identificagdo: p. 50
|
OH O

1-hexadecanoil-2,6-dihidroxibenzeno
Massa: 153,8 mg (em mistura)
Isolamento: p. 34

Identificagdo: p. 50

OH
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Lignanas

Sesamina

Massa: 17,1 mg
Isolamento: p. 34
Identificag&o: p. 61

(-)-Hinokinina

Massa: 4,7 mg (em mistura) e 17,0 mg (pura)
Isolamento: p. 34

Identificag&o: p. 67

(+)-Isohinokinina

Massa: 4,7 mg (em mistura)
Isolamento: p. 34
Identificagdo: p. 67
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(-)-Kusunokinina
Massa: 24,6 mg
Isolamento: p. 34
Identificagdo: p. 79

OCHs
Vil

Flavonoides

Quercitrina (Quercetina-3-O-a-L-raminosideo)
Massa: 10,1 mg (em mistura) e 45,0 mg (puro)
Isolamento: p. 37 e 38

Identificagéo: p. 88

Vil

Isoquercetina (Quercetina-3-O-B-D-glicosideo)
Massa: 10,3 mg

Isolamento: p. 37 e 38

Identificacao: p. 96
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OH

OH

OH
OH
5 HO
O\%\
OH O o

Rutina (Quercetina-3-O-B-D-glicose-6"-O-a-L-raminosil
Massa: 1,0 mg

Isolamento: p. 37

Identificagdo: p. 103

OH
HO. OH
%
HO
HO O
OH
OCHg3
OH O
Xi

Quercetina-3-metdxi-7-O-B-D-glicosideo
Massa: 10,1 mg (em mistura)
Isolamento: p. 37

Identificagdo: p. 109
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HO

An OH

Xi

OH

Afzelina (Kaemferol-3-O-a-L-raminoiranosideo)
Massa: 5,8 mg

Isolamento: p. 37
Identificagéo: p. 117




Resultados e Discussao 45

4.3 — Identificacao Estrutural

4.3.1 — Policetideos - Acilresorcinois

4.3.1.1 — Identificacao Estrutural das Substéancias |, Il e lll.

A fracdo C, obtida das injecoes realizadas no cromatégrafo
contracorrente continha as substancias I, Il e Ill. Essas substancias foram
estruturalmente identificadas por experimentos de RMN de 'H e 'C uni e
bidimensionais, CG-EM e comparacao com a literatura (KATO et al., 1985).

Os dados do espectro de RMN de 'H (Figura 4.4) indicavam tratar-se
de uma Unica substancia e, somente depois da analise por CG-EM é que se
confirmou que se tratava de uma mistura. Isto indica que as substancias presentes
na mistura apresentam estrutura quimica geral similar. Por este motivo, serédo
discutidos inicialmente os dados de ressonancia magnética nuclear pra identificar
esta estrutura geral.

Pela analise do espectro de RMN de 'H foram observados sinais de
hidrogénios aromaticos caracteristicos de sistema 2,6-substituido: &4 7,19 (t, J = 8,0
Hz, 1H) e &4 6,39 (d, J = 8,0 Hz, 2H), o primeiro sinal atribuido ao hidrogénio H-4 do
anel acopla em orto com os hidrogénios H-3 e H-5, atribuidos ao segundo sinal. Este
acoplamento pode ser observado pela correlacao entre esses sinais no mapa de
contornos COSY (Figura 4.5).

Através do espectro de HSQC (Figura 4.6) os carbonos d¢ 108,3 (C-
3/C-5) e d¢ 136,0 (C-4) puderam ser atribuidos. No mapa de correlacbes HMBC
(Figura 4.7), o sinal do hidrogénio H-4 apresentou correlacées com os sinais dos
carbonos &c 108,3 (C-3/C-5); &¢ 110,1 (C-1) e &¢c 161,4 (C-2/C-6) e o dos
hidrogénios H-3 e H-5 apresentaram correlacbes com os sinais dos carbonos &¢
110,1 (C-1); &¢ 161,4 (C-2/C-6) e com um sinal de carbono carbonilico (C-1') em &¢
208,7, indicando ter um grupo carbonilico a ao anel aromatico. Os sinais de
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hidrogénios oy 3,13 (t, J = 7,2 Hz, 2H) (H-2’), grupo CH,, também apresentaram
correlacdo com o sinal de carbono carbonilico indicando ser um grupo vizinho a esta

carbonila (a-carbonilico).

No mapa de contornos COSY os sinais dos hidrogénios H-2’
apresentaram correlacdo com um segundo grupo CH,, 64 1,67 (qt, J= 7,2 Hz, 2H; H-
3’) (B-carbonilico), e este por sua vez apresentou correlacdo com o multipleto oy
1,22-1,35, integrado para 18H, que indica 9 grupos CH,. Essas correlagbes indicam
ter no minimo trés grupos CH, em cadeia ligados ao grupo carbonilico.

A observacdo do sinal 8y 5,32 (m, 2H), no espectro de RMN de 'H,
caracteriza a presenca de uma dupla ligacao na cadeia lateral da substancia em
questdo. Foi observado ainda, um multipleto em &y 1,99 integrado para quatro
hidrogénios e, a correlacdo entre este sinal e os hidrogénios da dupla ligacao, &y
5,32, indica que o primeiro sinal refere-se aos dois grupos CH vizinhos a esta
ligacao dupla.

Assim, como os dados do mapa de contornos COSY indicam existirem
no minimo trés grupos CH, em cadeia ligados ao grupo carbonilico, e os dados de
RMN de 'H mostram mais dois grupos CH, alilicos diferentes desses trés grupos
iniciais, esses dados sugerem que ha no minimo quatro grupos CH. entre o grupo
carbonilico (C-1’) e a dupla ligacao.

Esses dados conflitam com a literatura para acilresorcindis isolados de
Virola sebifera uma vez que o autor propde a dupla ligacdo separada do grupo
carbonilico por apenas dois grupos CH.. O autor se baseia na observagao de sinais
para dois a-prétons e para quatro prétons alilicos.

As correlagcées no COSY: do sinal correspondente a metila da cadeia
longa em &y 0,85 atribuida aos isébmeros insaturados com o sinal em &4 1,28, do
sinal correspondente ao hidrogénio alilico 6y 1,97 com &4 1,29 e deste Ultimo com o
anterior (dy4 1,28), sugerem que a dupla deve estar localizada nos carbonos 11’ e 12°.
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OH O OH O

OH OH

As integracdes 1,75 e 2,0 para os sinais de hidrogénios olefinicos, &y
532 (m) (H-11/H-12’), e a-carbonilicos, (H-2) oy 3,13 (t, J = 7,2 H2z),
respectivamente, indicam que a relagdo entre 0 composto saturado e os insaturados
€ de aproximadamente 22,5 : 87,5%.

A amostra foi entdo submetida a analise por CLAE, onde o
cromatograma confirmou se tratar de uma mistura de compostos. Ap6s reacao de
sillacdo com BSA em piridina (procedimento p. 35), a amostra derivatizada foi
analisada por CG-EM (Figuras 4.2 e 4.3).

Os espectros de massas das substancias | e Il sdo exatamente iguais,
com mesmo valor massa/carga (m/z) para o ion molecular e possuem mesmo
padrao de fragmentacao, indicando tratar-se de isbmeros. O pico do ion molecular
m/z 490 confirma a férmula molecular CasHs003Siz, que esta de acordo com a
estrutura geral apresentada abaixo, onde m + n = 12.

(CH3)3SiO @

FIGURA 4.2 — Cromatograma gasoso da fracdo C, contendo as substancias I, Il e lll.
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Os dados de espectrometria de massas nao estdao de acordo com o
sugerido pela integracdo dos sinais no espectro de RMN de 'H, pois o primeiro
indica apenas 12 grupos CH> na estrutura, enquanto o segundo indica 13 grupos. O
resultado mais confiavel é o fornecido pelo espectro de massas, uma vez que o
espectro de RMN de 'H refere-se & mistura de trés compostos.

Foi proposto pela integracdo dos sinais de RMN de 'H que a relagdo
entre os isdbmeros saturado e os insaturados é de aproximadamente 22,5 : 87,5% e
as areas do cromatograma gasoso (Figura 4.2) indicam também esta proporcao e
que a relacao entre os insaturados é de 60:40%, porém nao foi possivel determinar
os isbmeros E e Zdada a completa similaridade dos espectros.

As fragmentacdes que dao origem aos ions dos picos m/z 490, 475,
281 e 73, nos espectros de massas, estao representados no Esquema 4.1.

Para a confirmacao da posi¢éo da dupla ligacdo necessita-se que essa
fragmentacdo seja confirmada através de uma reagédo de derivatizagdo da dupla
ligagdo com dimetildissulfeto em solucdo de iodo. Esta derivatizacdo tem sido
utiizada com sucesso na localizacdo de duplas insaturagées (CARBALLEIRA e
CRUZ, 1996; JHAM et al., 2005; ROCHUT et al., 2002; YUAN e YAN, 2002). A
posicdo da dupla ligacdo nesses derivados pode ser facilmente determinada por
espectrometria de massas devido a clivagem preferencial entre os carbonos
sulfurados.

Para os compostos em questdo era necessario derivatizar primeiro os
grupos hidroxila, através de metilacao desses grupos, para ser possivel se analisar a
amostra por CG-EM. As tentativas de se realizar estas duas reagdes nao foram bem
sucedidas devido a dificuldade de metilar a hidroxila quelada com o grupo
carbonilico. Novas metodologias para esta reacao deverao ser testadas a fim de se
confirmar efetivamente a posicao da insaturacao.

Como os espectros de massa para as substancias | e Il confirmam que
sao isdbmeros, a proposta para estas substancias é que sejam isdbmeros cis/trans,
nao sendo possivel fazer a distingdo entre eles baseado nos dados de RMN de °C,
uma vez que esses dados foram obtidos para a mistura dos compostos o que
impossibilitou a distincdo entre os sinais referentes as dulpas cis e trans. Assim,
propdéem-se para essas substancias as estruturas quimicas mostradas abaixo, onde
a posicao da ligacao dupla esta entre os carbonos C-11’ e C-12'.
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OH O OH O
dw W
OH OH

(11°E)-1-hexadec-11’-enoil-2,6-dihidroxibenzeno e
(11°2)-1-hexadec-11’-enoil-2,6-dihidroxibenzeno (I e ll)

(CH3)3Si0 O (CH3)3SiO O
NN NS
o O"’
£ ) \
I —
_— SI m/z = 490 ) CH3 \ m/Z— 475

(CH3)3S|O Ot CH3 3SIO

HZC

m/z= 490 m/z = 281

(CH3)sSi0 O
O X N *Si(CHa)3
0 ) m/z=73
t| (CHg)sSIO O
__Si
/ AN

m/z =490 o

NN

ESQUEMA 4.1 — Proposta de fragmentacao para as substancias | e Il.
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No espectro de massas da substancia lll (Figura 4.3) nao foi observado
o pico do ion molecular devido a rapida fragmentacao deste. Foi observado o pico
m/z 477 bastante intenso e referente ao ion resultante da primeira fragmentacao do
ion molecular. Como a primeira fragmentagéao para os compostos sililados é a perda
de uma metila do grupo trimetilsilano, a relacdo m/z para o ion molecular da
substancia lll é 492. Este valor indica que a substancia lll apresenta estrutura similar
as substancias | e Il, mas sem a insaturacao. Esta proposta é ainda confirmada pelo
padrao de fragmentacdo desta substancia que é semelhante ao apresentado pelas
duas primeiras substancias, com picos principais m/z 293, 281, 265, 147 e 73. O
mecanismo de fragmentacdo proposto para esta substancia também €& o mesmo

apresentado para as substancias |l e ll.

OH O

1-hexadecanoil-2,6-dihidroxibenzeno (lll)
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TABELA 4.4 — Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e de RMN de '*C (CDCls,
100 MHz) da fracdo C (mistura de substancias I, Il e lll) e comparagdo com o (4'2)-
hexadecanoil-2,6-dihydrobenzeno (KATO et al., 1985: CDCl;, 60 MHz para RMN de
'H/ 20 MHz para RMN de 'C)

o4 (ppm), J (Hz) &c (ppm)
HiC H (PP H/C c (PP
. KATO et al., . KATO et al.,
Fracao C Fracao C
1985 1985
1 - - 1 110,1 110,3
2 - - 2 161,4 161,5
3 6,39 (d, 8,0) 6,40 (d, 8,0) 3 108,3 108,4
4 7,19 (¢, 8,0) 7,23 (t, 8,0) 4 136,0 135,9
5 6,39 (d, 8,0) 6,40 (d, 8,0) 5 108,3 108,4
6 - - 6 161,4 161,5
1 - - 1 208,7 208,6
2 3,13 (4, 7,2) 3,15 (¢, 7,0) 2 44,8 44,8
129,8; 129,9
H olef. 5,32 (m) 5,36 (t, 4,0) H olef. 128,4-129,9
e 130,0
22,3;22,7;
H alil. 1,99 (m) 1,6-2,1 (m) H alil. 246e27,3
27,2 e 26,9
24,5; 29,0;
29,2; 29,3;
CH, 1,22-1,35 1,31 (m) CH, 29,4; 29,5; 29,0-32,0
29,6; 29,8;
31,8 e 32,0
16’ 0,86 (1) 0,89 (1) 16’ 14,1 14,1
-OH 10,36 (s) 8,92 (s) - - -




Resultados e Discussao 53

96E0L ——

Grupos CHz

H-16'

e

ElpLE

L(
e

gl
=
~
Rl
I

(8998}

H-2'

Halilico

e T

et

[434%4

H-3'

e,

PrESE

. OO

§26¥0
I S

= = |50

Holefinico

——

Loyl

—’ 7 5800¢

H-4

Sy e,

s
J 0000}

8/6.°)

-OH

ppm

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1

10.5

FIGURA 4.4 - Espectro de RMN de 'H da fragcdo C, contendo as substancias I, Il e lll (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 4.5 - Mapa de contornos COSY da fragdo C, contendo as substancias I, Il e
lll (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.6 - Mapa de correlagdes HSQC da fracao C, contendo as substancias |, Il
e lll (400 MHz, CDCls).
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4.3.2 - Lignanas

Os lignodides constituem uma importante classe de produtos naturais,
cujos compostos possuem o esqueleto formado pelo grupo fenilpropanico (CeCs). A
grande maioria dos ligndides pertence ao grupo das lignanas e neolignanas
(GOTTLIEB e YOSHIDA, 1984).

O termo lignana foi introduzido por HARWORTH em 1936 para um
grupo de produtos naturais que apresentavam como caracteristica em comum, dois
grupos CeC3 (grupo fenilpropanico) conectados por uma ligacao entre os atomos de
carbono centrais (B) de cada cadeia (HAWORTH, 1936 apud MOSS, 2000). Em
1969, MCCREDIE et al. propuseram que a definicdo de lignanas fosse extendida a
todos os produtos naturais de baixo peso molecular que originem primariamente, do
acoplamento oxidativo de unidades fenilpropanicas (MCCREDIE et al., 1969 apud
AGRAWAL e THAKUR, 1985).

A IUPAC recomenda o uso do termo lignana para os dimeros de
unidades CgCj3 ligadas pelos carbonos B,8’ de suas respectivas cadeias laterais,
enquanto o termo neoligana é reservado para designar os dimeros unidos por outros
carbonos (m,m’; y,y’; B,y’, etc., MOSS, 2000).

Para a nomenclatura da grande diversidade de estruturas classificadas
como lignanas e neolignanas foi necessario um sistema de numeragédo apropriado
para o nome sistematico das estruturas. FREUDENBERG e WEINGES propuseram
que a primeira unidade fenilpropéanica (Ce¢C3) fosse numerada de 1 a 9, enquanto a
segunda unidade fosse numerada de 1’ a 9’ para gerar assim, um sistema de
numeragdo consistente (FREUDENBERG e WEINGES, 1961 apud MOSS, 2000).
Esse sistema é recomendado pela IUPAC e através dele os atomos de carbono a, 8
ey, em relacdo ao anel aromatico, recebem a numeracgao 7, 8 e 9, respectivamente,
para a primeira unidade fenilpropanica, e 7’, 8 e 9’, respectivamente, para a
segunda unidade fenilpropanica (MOSS, 2000).

Atualmente, aproximadamente 3000 diferentes estruturas de lignanas e
outros produtos naturais relacionados como neolignanas e flavonolignanas séao
conhecidos (SCHMIDT et al.,, 2008). As lignanas sao divididas em cinco grupos:
derivadas do 1,4-diarilbutano, derivadas da 2,3-dibenzilbutirolactona, derivadas do
tetrahidrofurano, derivadas do tetrahidrofurofurano e derivadas do 4-
ariltetrahidronaftaleno (HEARON e MACGREGOR, 1955, Figura 4.9).
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As lignanas, um dos grupos de produtos naturais mais antigos, tém
atraido muito interesse dos cientistas ao longo dos anos e ainda hoje sao
extensivamente estudadas devido a sua ampla ocorréncia na natureza,
principalmente no reino vegetal, e também a ampla gama de atividades biologicas
com potencial terapéutico (ENDERS e MILOVANOVIC, 2007; SILVA et al., 2009).

O papel biolégico das lignanas nas plantas esta ainda em discussao,
mas € geralmente aceito que elas desempenham um papel de defesa nas plantas
contra doencas e pestes e no controle de crescimento vegetal. Em adigcdo ao seu
papel na natureza, lignanas também possuem significantes atividades
farmacolégicas como antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral,
imunossupressora, tripanocida, antioxidante, antiviral, dentre outras (ANDRADE et
al., 2009; BAYINDIR et al., 2008; DINELLI et al., 2007).
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Derivadas do Derivadas da Derivadas do
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Derivadas do 4-ariltetrahidronaftaleno

FIGURA 4.9 - Classificagdo das lignanas em grupos.
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4.3.2.1 — Identificacao Estrutural da Substancia IV.

A substancia IV foi obtida da fragdo | das inje¢bes realizadas no
cromatdgrafo contracorrente e foi estruturalmente identificada por experimentos de
RMN de 'H, HSQC e HMBC e comparagédo com a literatura (WANG et al., 2009).

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.10), observaram-se
0s seguintes sinais: 6y 4,72 (d, J = 4,8 Hz, 2H); 64 4,23 (dd, J = 6,8 € 9,2 Hz, 2H); oy
3,86 (dd, J = 3,6 € 9,2, 2H) e by 3,04 (m, 2H). Esses sinais, com esses valores de
deslocamentos, de constantes de acoplamento e multiplicidades, caracterizam
sistemas furofuranicos presentes em muitas lignanas (WANG et al., 2009).

Com base na estrutura geral proposta acima, os sinais descritos podem
ser atribuidos da seguinte forma. O hidrogénio H-7 acopla com o hidrogénio H-8,
gerando um dupleto com constante de acoplamento J = 4,8 Hz, dy4 4,72 (H-7). Os
hidrogénios H-9 sao diastereotopicos (H-9a e H-9B) e acoplam entre si com
constante de acoplamento de 9,2 Hz. Esses hidrogénios, H-9a e H-9B, também
acoplam com H-8 com constantes de 3,6 e 6,8 Hz, respectivamente. O mesmo
comportamento é observado para os hidrogénios (H-7’, H-8' e H-9’). Com base nos
valores de integracédo, observa-se que os hidrogénios H-X apresentam valores
idénticos aos respectivos H-X, indicando assim, total equivaléncia quimica entre
esses hidrogénios, o que permite afirmar que a molécula é simétrica.

A especificacdo dos hidrogénios &4 3,86 (dd, J = 3,6 € 9,2) e by 4,23
(dd, J = 6,8 e 9,2 Hz), como sendo os hidrogénios H-9a e H-9[3, respectivamente
pode ser justificada através das analises de suas constantes de acoplamento destes
com o hidrogénio H-8. Como H-8 acopla com H-98 (6,8 Hz) a uma constante maior
do que com H-9a (3,6 Hz), conclui-se que eles se encontram do mesmo lado da
molécula.

A observacdo, no espectro de RMN de 'H, de um singleto em &y 5,95
integrado para 4 hidrogénios e do multipleto em &y 6,79-6,85 integrado para 6

hidrogénios, reafirma a simetria da molécula, onde se tem como grupos —R, anéis
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aromaticos 3,4-substituidos por grupos metilenodidxi. A posicéo 3,4 de substituicao
destes grupos metilenodiéxi, € determinada pelo caminho biossintético das lignanas
(DEWICK, 2002; BAYINDIR et al., 2008).

Os deslocamentos de carbono da molécula puderam ser atribuidos a
partir dos experimentos de HSQC (Figura 4.11) e HMBC (Figuras 4.12 e 4.13).
Através das correlagdes observadas no HSQC, tem-se H-7 e H-7’ correlacionando
com &¢ 85,9 (C-7/C-7’), H-9(a e B) e H-9’(a e B) correlacionando com &¢ 71,6 (C-9/C-
9’), H-8 e H-8' correlacionando com &¢ 54,2 (C-8/C-8’) e o multipleto de hidrogénios
aromaticos correlacionando com &¢ 106,5 (C-2/C-2’), com &¢ 108,2 (C-5/C-5’) e com
oc 119,2 (C-6/C-6’). Uma Uultima correlagdo entre os hidrogénios dos grupos
metilenodiéxi com o carbono &c 101,0 permite atribuir este sinal ao carbono
(OCH20).

No mapa de correlacbes HMBC, as correlacbes do multipleto de
hidrogénios aromaticos com o sinal de carbono quaternario d¢c 135,1 (C-1/C-1°) e
com o sinal em &¢ 147,5 (C-3/C-3/C-4/C-4’) estdo de acordo com a literatura
(WANG et al., 2009). A atribuicdo do sinal 6¢c 147,5 aos quatro carbonos C-3, C-3’,
C-4 e C-4 pode ser justificada pela proximidade dos valores de deslocamentos
quimicos para estes carbonos na literatura e pela intensidade do sinal observado no
mapa de correlagdes HMBC.

A configuracdo absoluta da molécula foi determinada pela medida de
ap da susbtdncia onde o valor encontrado foi de ap = + 55,7° (CHCIs), que
comparado com a literatura, ap = + 69,0° (CHCI3) (WANG et al., 2009), confirma ser

a sesamina.

Sesamina (IV)
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TABELA 4.5 — Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e de projecdo de '°C
(CDCl3, 100 MHz) da substancia IV e comparacao com a sesamina (WANG et al.,
2009: CDCl3, 600 MHz para RMN de "H/ 150 MHz para RMN de '*C)

H/C Su (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)
WANG et al., Substancia WANG et al.,
Substancia IV
2009 v 2009
1/1° 135,1 135,2
2/2 6,79-6,85 (m) 6,77-6,84 (m) 106,5 106,7
3/3 147,5 148,1
4& 147,5 147,3
5/5° 6,79-6,85 (m) 6,77-6,84 (m) 108,2 108,4
6/6’ 6,79-6,85 (m) 6,77-6,84 (m) 119,2 119,5
77 4,72 (d, 4,8) 4,71 (d, 3,6) 85,9 85,9
8/8’ 3,04 (m) 3,04 (m) 54,2 54,5
90/9’a 3,86 (dd, 3,6 € 9,2) 3,86 (dd, 4,6 e 9,0) 71,6 71,9
93/9’B 4,23 (dd, 6,8 € 9,2) 4,22 (dd, 6,6 e 9,0) 71,6 71,9
OCH,0 5,95 (s) 5,94 (s) 101,0 101,3
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FIGURA 4.10 - Espectro de RMN de 'H da substancia IV (400 MHz, CDCly).
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FIGURA 4.13 — Expansdo do mapa de correlacbes HMBC da substancia IV (400
MHz, CDCls).



Resultados e Discussao 65

4.3.2.2 — Identificacao Estrutural das Substancias V e VI.

As substéancias V e VI foram obtidas em mistura da fracado K, sendo a
substancia V isolada pura posteriormente da fracao J, e essas fracées foram obtidas
das injecbes realizadas no cromatdgrafo contracorrente. A identificacdo estrutural
dessas duas substancias foi realizada através de experimentos de RMN de 'H,
COSY, HSQC e HMBC, CG-EM e comparagdao com a literatura (ENDERS e
MILOVANOVIC, 2007).

4.3.2.2.1 - Identificacao Estrutural da Substéancia Majoritaria V.

Pela analise no espectro de RMN de 'H (Figura 4.18), dos sinais
referentes ao composto majoritario V, foram observados sinais na regiao de
aromaticos, sinais com deslocamento quimico de &y 5,9 caracteristicos de grupos
metilenodiéxi, sinais em torno de &y 3,8-4,2 aproximadamente, que indicam
hidrogénio ligado diretamente ao carbono que se liga a oxigénio de grupos ésteres
(—O(C=0)R), e sinais em torno de o0y 2,8 caracteristicos de grupos a-fenil
(SILVERSTEIN et al., 2005). Essas observacoes ddao uma idéia geral do esqueleto
da substancia em questao, lignana, uma vez que dentre os esqueletos mais comuns
encontrados na literatura apenas um apresenta grupo éster, que sao as lignanas do
tipo dibenzilbutirolacténicas (MOSS, 2000; HARMATHA e NAWROT 2002).

Foram observados no espectro de RMN de 'H, dois duplos dupletos dy
414 (dd, J=6,8 € 8,8 Hz) e &4 3,87 (dd, J = 7,2 e 8,8 Hz), cada integrado para um
hidrogénio. Ao analisar o mapa de correlagdes HSQC (Figura 4.21), observou que
esses dois hidrogénios estdo ligados diretamente a apenas um carbono, &¢ 71,2,
indicando que se trata de hidrogénios diastereotépicos e pelo deslocamento
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quimico, os sinais oy 4,14 e 3,87 referem-se aos hidrogénios H-9a e H-93. Essa
atribuicao € ainda confirmada pelo mapa de correlagdes HMBC (Figura 4.22), onde
se observa correlacdo desses dois hidrogénios com o carbono carboxilico C-9’ (8¢
178,2). No mapa de contornos COSY (Figuras 4.19 e 4.20) observa-se a correlacédo
entre esses dois hidrogénios, e essa correlacdo € descrita pela constante de
acoplamento J = 8,8 Hz.

Ainda analisando o mapa de correlagdes HBMC, observa-se que o0s
sinais referentes aos hidrogénios H-9 se correlacionam com outros trés carbonos, dc
38,3; 8¢ 41,2 e &¢ 46,3 que, pela analise do mapa de correlagdes HSQC, referem-se
a carbonos de um grupo CH, e dois grupos CH, respectivamente. Assim, pela
analise da estrutura geral proposta para a substancia V e com base nos dados
fornecidos pelo HSQC, esses sinais referem-se aos carbonos C-7 (&¢ 38,3), C-8 (d¢
41,2) e C-8’ (8¢ 46,3).

A distincdo entre os carbonos C-8 e C-8 e seus respectivos
deslocamentos quimicos, se baseia na literatura e nas correlacées observadas para
H-8 e H-8'. Esses hidrogénios sdo representados no espectro de RMN de 'H pelo
multipleto em &y 2,42-2,62, mas em regides bem distintas. No espectro de HMBC
apenas uma dessas regides se correlaciona com o carbono carboxilico C-9°, a
regiao correspondente ao carbono &¢ 46,3. Desta forma, este deslocamento quimico
foi atribuido como C-8 e o deslocamento quimico &¢ 41,2 atribuido ao carbono C-8.
Este mutipleto, integrado para quatro hidrogénios, correlaciona-se no mapa de
correlacbes HSQC com os trés carbonos &¢ 38,3; &c 41,2 e ¢ 46,3 e assim, este
multipleto foi atribuido aos hidrogénios H-7, H-8 e H-8'.

Dois outros duplos dubletos foram observados no RMN de 'H, &y 2,99
(dd, J = 5,2 e 14,0 Hz, 1H) e 6y 2,85 (dd, J = 7,2 e 14,0 Hz, 1H). Esses sao
hidrogénios diastereotdpicos, pois se correlacionam com apenas um carbono no
mapa de correlacdes HSQC, o carbono &¢ 34,9. Através da correlacdo destes
hidrogénios com os carbonos C-8 e C-8 no experimento de HMBC eles foram
atribuidos aos hidrogénios diastereotépicos H-7.

Na regiao dos sinais de hidrogénios ligados a anéis aromaticos foram
observado os sinais 0y 6,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H); &4 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H); & 6,64
(d, J=1,6 Hz, 1H); 64 6,60 (dd, J = 1,6 € 8,0 Hz, 1H) e &4 6,48 (m, 2H). O hidrogénio
On 6,74 acopla em orto (J = 8,0 Hz) com o hidrogénio &y 6,60 € este acopla em meta

(J = 1,6 Hz) com o hidrogénio &y 6,64. Esses acoplamentos foram confirmados no
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mapa de contornos COSY onde se observa as correlacées que descrevem estes
acoplamentos. Esses trés hidrogénios descrevem um anel aromatico 3,4-substituido.

Através do mapa de correlacbes HSQC, os hidrogénios oy 6,74; oy
6,61 e Oy 6,64 estdo diretamente ligados aos carbonos &¢c 108,0; &¢c 122,0 e d¢
109,5. Analisando o0 mapa de correlagbes HMBC foram observadas as correlacoes
dos sinais de hidrogénios &y 6,74 e &y 6,64 com os carbonos &¢c 146,0 e &¢ 147,0,
enquanto o hidrogénio &y 6,64 correlaciona-se apenas com o carbono d¢c 146,0.
Observou-se ainda a correlacao entre o sinal de hidrogénio &y 6,74 com o do
carbono quaternario &c 131,0. Através dessas correlacdes foi possivel atribuir os
sinais de carbonos e hidrogénios de um dos anéis aromaticos conforme ilustrado na
Figura 4.14.

FIGURA 4.14 — Correlagdes HMBC para os anéis aromaticos.

A correlagdo observada entre o sinal do hidrogénio H-7’ e o do carbono
quaternario &¢ 131,0 no mapa de correlacdbes HMBC permitiu atribuir os sinais de
carbonos e hidrogénios deste anel. Os hidrogénios H-2’ (dy 6,64), H-5’ (&4 6,74) e H-
6’ (o4 6,61) foram atribuidos assim como correlacionando com o0s sinais dos
carbonos C-1’ (d¢c 131,0); C-2’' (6¢c 109,5); C-3’ (6¢ 147,0); C-4’ (d¢c 146,0); C-5 (d¢c
108,0) e C-6’ (8¢ 122,0).

Os demais sinais de hidrogénios ligados ao anel aromatico, oy 6,71 (d,
J = 8,0 Hz, 1H) e &y 6,48 (m, 2H) referem-se ao segundo anel aromatico da
estrutura. Onde 6y 6,71 refere-se ao hidrogénio H-5 e o multipleto em &y 6,47-6,49
refere-se aos hidrogénios H-2 e H-6. Novamente, através do mapa de correlacdes
HSQC os carbonos C-2 (¢ 109,0); C-5 (8¢ 108,0) e C-6 (6¢c 121,0) foram atribuidos.
No mapa de correlacbes HMBC as mesmas correlagdes descritas acima foram
observadas para os correspondentes hidrogénios e carbonos (C-X e H-X) o que
permitiu a atribuicdo dos sinais C-1 (8¢ 132,0); C-3 (6¢ 147,0) e C-4 (O¢ 146,0).
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No espectro de RMN de 'H foi observado sinal em 84 5,95, integrando
para quatro hidrogénios, caracteristico de hidrogénios de grupos metilenodioxi. Esse
sinal apresentou correlacdo, no mapa de correlagdes HMBC com os carbonos &¢
147,0 e &¢c 146,0 que confirma a substituicdo, nos dois anéis aromaticos, por dois
grupos 3,4-metilenodioxi. Tal sinal correlaciona-se no mapa de correlagbes HSQC
com o sinal do carbono &¢ 100,9. Concluindo-se assim, que a estrutura em questao
€ a lignana hinokinina.

Para determinar a configuracao absoluta da substancia V, foi realizado
experimento de ap onde se obteve o valor de ap = -35,9° que comparado com a
literatura, ap = -34,7° (BATTERBEE et al., 1969) trata-se da (-)-hinokinina.

O

o—/

(-)-Hinokinina (V)
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TABELA 4.6 — Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e de projecdo de '°C
(CDCl3, 100 MHz) da substancia V e comparacao com a (-)-hinokinina (ENDERS e
MILOVANOVIC, 2007: CDCls, 400 MHz para RMN de 'H/ 100 MHz para RMN de

13C)
Su (ppm), J (Hz) 6c (ppm)
H/C ENDERS e ENDERS e
Substancia V MILOVANOViIC, SubstanciaV MILOVANOViIC,

2007 2007
1 - - 132,0 131,4
1’ - - 131,0 131,1
2 6,47-6,49 (m) 6,46 (m) 109,0 108,6
2 6,64 (d, 1,6) 6,62 (d, 1,6) 109,5 109,3
3 ; - 147,0 147,6
3 - - 147,0 147,7
4 - - 146,0 146,1
& - - 146,0 146,3
6,71 (d, 8,0) 6,69 (d, 8,2) 108,0 108,1
’ 6,74 (d, 8,0) 6,73 (d, 7,7) 108,0 108,2
6,47-6,49 (m) 6,46 (M) 121,0 121,3
6’ 6,60 (dd, 1,6 e 8,0) 6,60 (dd, 1,6 e 7,9) 122,0 122,0
7 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 38,3 38,3

7’a 2,99 (dd, 5,2 e 14,0) 2,98 (dd, 4,9 e 14,0)
34,9 34,8

7B 2,85 (dd, 7,2 e 14,0) 2,84 (dd, 7,1 e 14,0)
8 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 41,2 41,2
8 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 46,3 46,4

9a 4,14 (dd, 6,8 e 8,8) 4,12 (dd, 7,1 e 9,0)
71,2 71,0

9B 3,87 (dd, 7,2 e 8,8) 3,85 (dd, 7,4 e 9,0)
o - - 178,2 178,1
OCH,0 5,95 (m) 5,93 (s) 100,9 100,9




Resultados e Discussao 70

4.3.2.2.2 - Identificacao Estrutural da Substancia Minoritaria VI.

Pela analise no espectro de RMN de 'H (Figura 4.18), observa-se uma
segunda substancia na amostra, composto VI. A amostra foi entdo submetida a
andlise por CLAE, onde verificou-se dois picos referentes as duas substancias. As
areas dos picos observados no cromatograma (Figura 4.15) indicam a proporcao de
1:0,2 entre as substancias V e VI, e que foi confirmada pelos valores de integracao
dos sinais no espectro de RMN de 'H. Assim, todos os sinais integrados para 0,20

neste espectro referem-se a um hidrogénio para o composto minoritario.

FIGURA 4.15 - Cromatograma da mistura das substancias V e VI no modo analitico.
Equipamento Cromatografico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex-Luna (10 um,
25,0 x 0,46 cm); eluente MeOH:H,0 8:2; fluxo de 1,0 mL.min™" e detector ultravioleta
254 nm.

Foram observados, no espectro de RMN de 'H, sinais similares aos
observados para a substancia V. Dois duplos dupletos &4 4,21 (dd, J = 7,2 e 8,8 Hz;
1H) e oy 3,89 (dd, J = 7,6 e 8,8 Hz; 1H) cada um referente a um hidrogénio,
correlacionam entre si no mapa de contornos COSY (Figura 4.19 e 4.20). No mapa
de correlacbes HSQC (Figura 4.21) foi possivel observar a correlacao desses dois
hidrogénios com o sinal em &¢c 71,2, indicando que se trata de hidrogénios
diastereotdpicos, assim como observado para o composto majoritario. Nao foi
possivel verificar, no mapa de correlagdes HMBC (Figura 4.22), as correlagdes para

esses hidrogénios. Assim, a atribuicao foi feita conforme feito para a substancia V, e
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0s sinais oy 4,21 e &y 3,89 foram atribuidos a hidrogénios H-9a e H-9B e o carbono
Oc 71,2 atribuido ao carbono C-9.

O multipleto observado no espectro de RMN de 'H em &y 2,42-2,62 (m)
apresenta integracdo para 4,9H, que indica quatro hidrogénios do composto
majoritario (4 x 1,0) e quatro hidrogénios do composto minoritario (4 x 0,20). A
correlacdo entre uma regidao desse multipleto e os hidrogénios H-9a e H-9B no mapa
de contornos COSY e uma fraca correlacdo observada com o carbono &¢ 71,2,
atribuido ao C-9 permitiu que esses hidrogénios fossem atribuidos a H-7, H-8 e H-8'.

Dois outros duplos dubletos foram observados, &y 3,23 (dd, J = 5,2 €
14,0 Hz; 1H) e &y 2,95 (dd, J = 8,0 e 14,0 Hz; 1H), cada um referente a um
hidrogénio assim como no composto majoritario. No mapa de correlagbes HSQC,
esses dois sinais se correlacionam com o carbono ¢ 32,8, 0 que indica que séo
hidrogénios diastereotépicos. O acoplamento entre esses dois hidrogénios é
confirmado ainda pela correlacdo entre eles no mapa de contornos COSY. Com
base nesses dados, esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-7, conforme a
atribuicao feita para o composto majoritario.

Na regidao dos sinais de hidrogénios aromaticos no espectro de RMN
de "H, nao foi possivel observar os sinais definidos para o composto minoritario, no
entanto, a integracéo total dos sinais resultou em 7,2H aproximadamente, o que
corresponde a seis hidrogénios do composto majoritario (6 x 1,0) e seis hidrogénios
do minoritario (6 x 0,2). A integracdo do sinal referente aos hidrogénios do grupo
metilenodiéxi, 4,5H aproximadamente, também indica ter-se dois grupos
metilenodidéxi como substituintes nos anéis aromaticos do composto minoritario.

Dada a similiaridade entre os sinais de RMN de 'H para as duas
substancias, V e VI, a proposta para a substancia VI era que esta seria um isdbmero
de V e, para a confirmacado dessa proposta, realizou-se a analise de CG-EM da
amostra.

Apesar da pouca resolugdo obtida no cromatograma gasoso (Figura
4.16), foi possivel observar a presencga de dois picos parcialmente sobrepostos nos
tempos de retencao 24,4 e 24,7 minutos. Os espectros de massas (Figura 4.17) dos
dois picos revelaram substancias com ion molecular e pico base semelhantes, m/z
354 e 135, respectivamente. Assim, os dados de espectrometria de massas
confirmaram a proposta de que a substancia VI € um isdbmero da substancia V.
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FIGURA 4.16 — Cromatograma obtido no CG-EM para a mistura das substancias V e
VI. Condicbes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 180° C; tempo
inicial de 5,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 15 °C/min. até 270 °C,
permanecendo nesta temperatura por 15 min., posteriormente aumentou de 5

°C/min. até 300 °C, permanecendo nesta temperatura por 10 min.
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FIGURA 4.17 — Espectro de massas das substancias V e VI (IE = 70 e.V).
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A estereoquimica da substancia VI foi proposta ap6s comparacgao entre
os sinais dos hidrogénios diastereotopicos H-7’ e H-9, para as substancias V e VI
(Tabela 4.7).

TABELA 4.7 — Dados de RMN de 'H para os hidrogénios diastereotépicos das
substancias V e VI, oy (ppm) e J (Hz)

Hidrogénio Majoritario Minoritario
H-9a 412 (J=9,0e 7,1 Hz) 421 (J=8,8e7,2Hz)
H-98 3,85(J=9,0e 7,4 Hz) 3,91 (J=8,8€e7,6 Hz)
H-7a 2,98 (J=14,0e 4,9 Hz) 3,23 (J=14,0e 5,2 Hz)
H-7'8 2,84 (J=14,0e 7,1 Hz) 2,95 (J=14,0e 8,0 Hz)

De forma geral, os sinais sdo bastante similares, mais a maior
discrepancia é observada para os sinais dos hidrogénios H-7" 0 que sugeriu que o
hidrogénio H-8 seria o que muda de configuracdo. Assim, a proposta para a
substancia VI, isolada de Virola sebifera, € que se trata da (+)-Isohinokinina.

(+)-Isohinokinina (VI)
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TABELA 4.8 — Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e de projecdo de '3C
(CDCl3, 100 MHz) da substéancia VI e comparacdo com os dados da (-)-hinokinina
(ENDERS e MILOVANOVIC, 2007: CDCls, 400 MHz para RMN de 'H/ 100 MHz para

RMN de '°C)
6u (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)
ENDERS e ENDERS e
Hie MILOVANOViIC, o MILOVANOViIC,
Substancia VI Substancia VI
2007 2007
[(-)-hinokinina] [(-)-hinokinina]
1 - - 132,0 131,4
1’ - - 131,0 131,1
2 6,47-6,49 (m) 6,46 (M) 109,0 108,6
2 6,60-6,65 (m) 6,62 (d, 1,6) 109,5 109,3
3 ] - 147,0 147,6
3’ ; - 147,0 1477
4 - - 146,0 146,1
& - - 146,0 146,3
6,70-6,77 (m) 6,69 (d, 8,2) 108,0 108,1
’ 6,70-6,77 (m) 6,73 (d, 7,7) 108,0 108,2
6,47-6,49 (m) 6,46 (M) 121,0 121,3
6’ 6,60-6,65 (m) 6,60 (dd, 1,6 e 7,9) 122,0 122,0
7 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 38,3 38,3
7’a 3,23 (dd, 5,2 e 14,0) 2,98 (dd, 4,9 e 14,0)
7B 2,95 (dd, 8,0 e 14,0) 2,84 (dd, 7,1 e 14,0) 328 34.8
8 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 41,2 41,2
8 2,42-2,62 (m) 2,41-2,62 (m) 452 46,4
9a 4,21 (dd, 7,2 e 8,8) 4,12 (dd, 7,1 e 9,0)
9B 3,91 (dd, 7,6 e 8,8) 3,85 (dd, 7,4 e 9,0) e o
o - - 178,2 178,1
OCH,0 5,98 (m) 5,93 (s) 100,9 100,9
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4.3.2.3 — Identificacao Estrutural da Substancia VII.

A substancia VII foi isolada da fragdo L, obtida das injegbes no
cromatdgrafo contracorrente. A identificacdo estrutural dessa substancia foi
realizada através de experimentos de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC e
comparacao com a literatura (LOPES et al., 1983; MESSIANO et al., 2008)

Ao analisar os sinais do espectro de RMN de 'H (Figura 4.23), foram
observados sinais similares aqueles observados para a substancia V, que indicavam
qgue a substancia VII também é uma lignana dibenzilbutirolacténica.

Os sinais referentes aos hidrogénios H-9a e H-9B, foram observados
em deslocamentos quimicos &y 4,15 e &y 3,81-3,90, respectivamente. O primeiro,
um duplo dubleto com constantes de acoplamento de J = 6,8 e 8,8 Hz; o segundo
sinal, que deveria ser um duplo dubleto, se apresentou como um multipleto por estar
sobreposto com dois singletos intensos, caracteristicos de grupos metoxilicos. Pelo
mapa de correlagcbes HSQC (Figura 4.26), esses dois hidrogénios estdo ligados
diretamente ao carbono &¢c 71,2, indicando que se trata de hidrogénios
diastereotopicos. O acoplamento entre esses dois hidrogénios é confirmado ainda
pela correlagao observada do mapa de contornos COSY (Figuras 4.24 e 4.25).

No mapa de correlagbes HMBC (Figura 4.27 e 4.28), os sinais desses
hidrogénios correlacionam-se com o do carbono carboxilico C-9’ (6¢ 178,7) e com
outros trés carbonos, &¢ 38,4; ¢ 41,4 e &¢ 46,6. Novamente, a andlise do mapa de
correlacbes HSQC revelou que esses sinais de carbonos referem-se a carbonos de
grupo CH> e dois grupos CH, respectivamente. Dessa forma, com base nesses
dados de HSQC e na estrutura geral proposta, esses sinais referem-se aos
carbonos C-7 (d¢ 38,3), C-8 (8¢ 41,2) e C-8’ (6¢ 46,3).
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Os carbonos C-8 e C-8 foram distinguidos, novamente, através das
correlaces observadas para os respectivos hidrogénios. Os hidrogénios H-7, H-8 e
H-8 s&o representados, no espectro de RMN de 'H, pelo multipleto 5y 2,47-2,63 e,
apenas a regiao correspondente ao carbono de deslocamento &¢ 46,3 apresentou
correlacdo com o sinal do carbono carboxilico C-9’, permitindo assim, que este valor
de deslocamento quimico fosse atribuido ao C-8, e por consequéncia, 0s
deslocamentos &8¢ 41,2 e d¢ 38,3 atribuidos a C-8 e C-7, respectivamente.

Dois outros duplos dubletos foram observados no RMN de 'H, & 2,96
(dd, J=5,2¢e 14,0 Hz, 1H) e 4 2,85 (dd, J = 7,2 e 14,0 Hz, 1H). Esses hidrogénios
sao diastereotépicos, ligados ao carbono &¢ 34,8, e apresentam correlagdo com o0s
carbonos C-8 e C-8’, sendo assim atribuidos como hidrogénios H-7'a e H-7’ B.

Na regido dos sinais de hidrogénios ligados a anéis aromaticos no
espectro de RMN de 'H, os sinais de deslocamentos quimicos dos hidrogénios e de
seus respectivos carbonos (mapa de correlagdes HSQC), sao: oy 6,76 (d, J = 8,0
Hz, 1H) e ¢ 111,0; d4 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H) e &¢ 108,0; &4 6,60 (m, 1H) e &¢
109,5; 61 6,58 (m, 1H) e 8¢ 122,3; &4 6,56 (m, 1H) e &¢ 120,6; 61 6,47 (d, J = 2,0 Hz,
1H) e ¢ 111,7.

No mapa de contornos COSY foram observadas correlagées do sinal
On 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H) com o sinal 4 6,56 (m, 1H) e deste com o sinal &y 6,47
(d, J = 2,0 Hz, 1H). Através das constantes e multiplicidades desses sinais é
possivel afirmar que se trata de um anel aromatico 3,4-substituido.

He
Hs

RO Ho
OR

Os sinais podem entado ser atribuidos com base nas constantes de
acoplamento, que sao caracteristicas de acoplamento orto (8,0 Hz) e meta (2,0 Hz):
o hidrogénio &y 6,76 (H-5) acopla em orto com o hidrogénio &4 6,56 (H-6) e este
acopla em meta com o hidrogénio oy 6,47 (H-2) e seus respectivos carbonos ¢
111,0 (C-5); 6¢ 120,6 (C-6) € 6¢c 111,7 (C-2).

No mapa de contornos HMBC, os sinais dos hidrogénios H-7
apresentaram correlagcbes com os carbonos &¢c 111,7 (C-2); ¢ 120,6 (C-6) e ¢

130,6 (C-1), confirmando a qual dos anéis aromaticos pertence tais hidrogénios e
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carbonos. Ainda no HMBC, tem-se também, os sinais dos hidrogénios H-5 e H-2
correlacionando com os dos carbonos &c 148,0 (C-4) e 6¢c 149,2 (C-3) e 0 do
hidrogénio H-6 correlacionando-se apenas com ¢ 148,0 (C-4).

Foram observados no espectro de RMN de 'H dois singletos bastante
intensos em &y 3,85 e &y 3,83, ambos integrados para trés hidrogénios,
caracterizando a presenca de dois grupos metoxilicos como substituintes na
estrutura, ligados ao carbono &¢ 55,6 (OCH3) pela correlacao observada no mapa de
correlacbes HSQC. No mapa de correlacbes HMBC esses singletos se
correlacionam com os dois sinais de carbonos &c 148,0 (C-4) e &6¢c 149,2 (C-3),

confirmando a estrutura deste anel aromatico.

OCHj
OCHs

Os demais sinais &y 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H) e &¢c 108,0; dy 6,60 (m,
1H) e &¢ 109,5; 6y 6,58 (m, 1H) e &¢ 122,3 referem-se aos hidrogénios do segundo
anel aromatico.

Também foram observados no espectro de RMN de 'H dois dubletos
em Oy 5,94 e &y 5,93, ambos integrados para um hidrogénio e com constantes de
acoplamento de 1,2 Hz, indicando que acoplam entre si. Esses sinais correlacionam
com apenas um carbono no espectro de HSQC, &c 100,9, indicando serem
hidrogénios diastereotdpicos. Esses dados confirmam que se trata de um grupo
metilenodiéxi e, este é substituinte no segundo anel aromatico. Assim, tendo um
grupo metilenodiéxi como substituinte, o segundo anel aromatico € um também

sistema 3,4-substituido.

Ho
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O dubleto em 8y 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), com valor de constante de
acoplamento caracteristico de acoplamento orto foi atribuido ao hidrogénio H-5". No
mapa de contornos COSY esse hidrogénio se correlaciona com o sinal &4 6,58
atribuido ao hidrogénio H-6’ e este por sua vez correlaciona com o hidrogénio &y
6,60 atribuido ao H-2'. A partir dessas atribuicbes foram assinalados os
deslocamentos quimicos de carbonos &¢ 108,0 (C-5°); 6¢ 109,5 (C-2’) e 6¢ 122,3 (C-
6’).

No mapa de correlagbes HMBC, os sinais dos hidrogénios H-7’
apresentaram correlacées com os dos carbonos &¢ 109,5 (C-2’); &¢ 122,3 (C-6’) e &¢
131,6 (C-1’), os dos hidrogénios H-5’ e H-2’ correlacionam-se com o0s dos carbonos
0c 146,6 (C-3’) e 6¢ 148,0 (C-4’) e o hidrogénio H-6’ correlacionando-se apenas com
Oc 148,0 (C-4’). O segundo anel aroméatico € um sistema 3’,4’-metilenodioxibenzilico.
Assim, a substancia VIl foi identificada como a lignana kusunokinina.

Para determinar a configuracdo absoluta da substancia VII, foi
realizado um experimento de medida de rotacao 6tica especifica (ap) onde se obteve
o valor de ap = -36,4° (CHCI3), que comparado com a literatura ap = -40,0° (CHCl3),,
(MESSIANO et al., 2008), trata-se da (-)-kusunokinina.

OCHs

(-)-Kusunokinina (VII)
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TABELA 4.9 — Dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e de projecdo de '3C
(CDCl3, 100 MHz) da substancia VIl e comparagcao com a kusunokinina (MESSIANO
et al., 2008: CDCls, 500 MHz para RMN de 'H; LOPES et al., 1983: CDCls, 20 MHz
para RMN de '*C)

H/C Su (ppm), J (Hz) ¢ (ppm)
o MESSIANO et al., Substéancia LOPES et al.,
Substancia VII
2008 Vil 1983
1 - - 130,6 130,3
1 - - 131,6 131,1
2 6,47 (d, 2,0) 6,42 (d, 2,0) 111,7 111,9
2 6,60 (m) 6,54 (d, 2,0) 109,5 109,1
3 - - 149,2 149,0
3 - - 146,6 147,2
4 - - 148,0 147,2
q - - 148,0 145,6
5 6,76 (d, 8,0) 6,70 (d, 8,5) 111,0 111,5
5 6,71 (d, 8,0) 6,65 (d, 8,0) 108,0 107,8
6 6,56 (m) 6,51 (dd, 2,0 e 8,5) 120,6 120,4
6’ 6,58 (m) 6,53 (dd, 2,0 e 8,0) 122,3 121,9
7a 2,55 (dd, 5,5 e 12,5)
2,47-2,63 (m) 38,3 37,9
78 2,44 (d, 12,5)
7a 2,96 (dd, 5,2 e 14,0) 2,90 (dd, 5,5 e 14,0)
34,8 34,5
7B 2,85 (dd, 7,2 e 14,0) 2,79 (dd, 7,0 e 14,0)
8 2,47-2,63 (m) 2,44 (ddt, 5,5; 7,0; 8,7) 41,2 41,0
8’ 2,47-2,63 (m) 2,47 (ddt, 5,5; 7,0; 8,7) 46,3 46,1
9a 4,15 (dd, 6,8 € 8,8) 4,07 (dd, 7,0 € 9,0)
71,2 70,7
93 3,81-3,90 (m) 3,81 (dd, 7,0 € 9,0)
9 - - 178,2 178,0
OCH,0 5,93 (d, 1,2) 5,87 (d, 1,5)
100,9 100,9
OCH,0 5,94 (d,1,2) 5,88 (d, 1,5)
3’-OCH; 3,85 (s) 3,77 (s)
55,6 55,7
4’-OCH; 3,83 (s) 3,79 (s)
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FIGURA 4.23 - Espectro de RMN de 'H da substancia VIl (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.24 — Expansdo do mapa de contornos COSY da substancia VIl (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 4.26 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia VII (400 MHz, CDCl5).
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4.3.3 — Flavonoides

Os flavondides constituem um grupo de metabdlitos secundarios de
ampla ocorréncia na natureza. Sdo encontrados em frutas, vegetais, cereais e
plantas medicinais (GATTUSO et al., 2007; ZHANG et al., 2008). Esta classe de
substancias naturais tem atraido a atencdo de pesquisadores devido as
propriedades biologicas e farmacoldgicas que apresenta. Além da grande atividade
antioxidante, apresentam também atividades anti-inflamatérias, antivirais,
antimicrobianas, propriedade estrogénica, dentre outras (GATTUSO et al., 2007;
HARBONE e WILLIAMS, 2000; ZHANG et al., 2005).

Os flavonoides estdao divididos em nove subclasses: flavonas,
flavondis, flavanonas, flavanas, isoflavonas, antocianidinas, flavanonéis (flavan-3-ol
ou catequinas) chalconas e dihidrochalconas (Figura 4.29) que sao diferenciadas
entre si por variagcdes no arranjo estrutural e posicoes dos grupos funcionais (WANG
e HUANG, 2004; LIN et al., 2008). A combinacdo das nove subclasses com
glicosilacbes em diferentes sitios e a grande variedade de acucares produz um

enorme numero de diferentes compostos para esta classe de substancias naturais.
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Flavanas Isoflavonas Antocianidinas
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FIGURA 4.29 - Classificacao dos flavonéides por subclasses.
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O esqueleto flavonoidico é composto por dois anéis aromaticos,
sistema benzopiranico, a partir do qual é iniciada a numeracdo dos carbonos e
determinada a nomenclatura sistematica oficial IUPAC. No caso das flavonas, que
apresentam um grupo carbonila na posicdo C-4 e os dois anéis aromaticos sao
conectados com um anel pirano, o sistema passa a receber a nomenclatura 4H-1-
benzopiran-4-ona e o0s susbstituintes recebem a numeracdo sistémica. Na
nomenclatura usual (MARKHAN, 1982) os anéis sao designados como A, B e C
(Figura 4.30) e os atomos de carbono individuais sdo numerados com algarismos
arabicos para os anéis A e C e algarismos marcados linha (') para o anel B, na
sequéncia os substituintes recebem numeracdo de acordo com a posicdo e a

subclasse flavonoidica € entao especificada.

FIGURA 4.30 — Designacao dos anéis e numeragdao dos atomos de carbono na

nomenclatura usual.

A substituicdo, nos esqueletos flavonoidicos, por unidades glicosidicas
€ muito comum e aumenta significativamente a quantidade de diferentes flavonéides
possiveis e/ou existentes. A confirmagdo da presenca de glicosideos como
substituintes pode ser obtida através de dados de experimentos de RMN de 'H e '*C
uni e bidimensionais. O sinal em torno de &y 5,0 ppm € caracteristico de hidrogénio
anomeérico e, sinais na faixa de &4 4,0 e &4 3,0 ppm sao caracteristicos dos demais
hidrogénios de glicosideos. A presenca de uma unidade de raminose pode ser
confirmada através da observacdo de um dubleto com deslocamento quimico de
aproximadamente &4 1,0 ppm (J = 6,0 Hz) (HARBONE e MABRY, 1982). Nos
espectros de RMN de '*C observam-se os sinais com deslocamentos quimicos em
torno de d¢ 100,0 ppm caracteristico de carbono anomérico para uma ligagao C-O
glicosidica e em torno de d¢ 73,0 ppm para carbono anomérico de ligacdao C-C
glicosidica. Sinais na faixa d¢c 61,0-70,0 ppm sao caracteristicos dos demais
carbonos de unidades de glicosideos. Novamente, uma unidade de raminose pode
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ser confirmada pelo sinal de carbono de metila em &¢ 17,0 ppm (AGRAWAL, 1989).
A configuracao do glicosideo ligado a aglicona pode ser determinada pela constante
de acoplamento do hidrogénio anomérico. A Tabela 4.10 traz a relacado entre as
constantes de acoplamento e as estereoquimicas relativas das ligagdes entre os
glicosideos e a aglicona.

TABELA 4.10 — Configuracées dos glicosideos (HARBONE e MABRY, 1982)

Grupo Glicosideo Configuracdo  Ju.1ym-27 (Hz)

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

Furanosideo D-glicose, galactose, -B- 0-2
D-glicose, galactose, -a- 4-45
L-arabinose -B- 4

L-arabinose -a- 1
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4.3.3.1 — Identificacao Estrutural da Substancia VIil.

O estudo da fracdo acetato de etila obtida do extrato metandlico das
folhas de Virola sebifera revelou ser esta fracdo rica em flavondides, sendo este o
primeiro relato em literatura desta classe de compostos nesta espécie.

A substancia VIl foi isolada das fragdes S3-20 e S3-24, sendo obtida
também em mistura na fracdo S3-18, isolada como um 6leo amarelo e como sendo
a substancia majoritaria na fracao acetato de etila (FMA). A identificacdo desta
substancia foi realizada através de experimentos de RMN de 'H, COSY, HSQC e
HMBC, espectrometria de massas e comparacao com a literatura (SANTOS et al.,
2005).

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.32) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona quercetina. Foram observados sinais referentes a um
sistema de substituicdo 3’,4’ no anel B com sinais em 6y 7,30 (d, J= 2,4 Hz, H-2'); 8y
7,25 (dd, J = 2,4 e 8,8 Hz, H-6’) e &y 6,86 (d, J = 8,8 Hz, H-5). Os valores das
constantes estado de acordo com o acoplamento em orto (J = 8,8 Hz) entre H-6’ ¢ H-
5" e acoplamento em meta (J = 2,4 Hz) entre os hidrogénios H-6’ e H-2'. Foram
observados, ainda, dois sinais correspondentes a dois hidrogénios do anel A, oy
6,38 (sl, H-8) e &4 6,19 (s/, H-6) e esses sinais sao tipicos de um sistema de
acoplamento AX neste anel.

No mapa de contornos COSY (Figura 4.33) os acoplamentos para o
anel B sao confirmados onde se observa que o hidrogénio em &y 7,30 se
correlaciona com o do hidrogénio &y 7,25 e este por sua vez se correlaciona com o
do hidrogénio 6y 6,86. Através do mapa de correlagbes HSQC (Figura 4.34) os
sinais dos hidrogénios H-2’, H-6' e H-5’ indicam que estado diretamente ligados aos
carbonos &¢c 115,5 (C-2’), &¢c 120,9 (C-6’) e 6¢c 115,5 (C-5’) respectivamente. No
mapa de correlagdes HMBC (Figura 4.35) o sinal do hidrogénio H-2’ se correlaciona
com os carbonos 8¢ 120,7 (C-1°) 8¢ 145,1 (C-3’), d¢ 148,4 (C-4’) e &¢ 157,5 (C-2), 0
do hidrogénio H-6’ se correlaciona com os carbonos 8¢ 115,5 (C-5’); ¢ 148,4 (C-4)
e o¢c 157,5 (C-2) e o do hidrogénio H-5" se correlaciona com os carbonos &¢ 120,9
(C-6’) &¢c 145,1 (C-3’), dc 148,4 (C-4’) e uma fraca correlacdo com d¢ 157,5 (C-2),
permitindo assim, a atribuicdo de todos os carbonos do anel B.

Para o anel A, observa-se, no mapa de contornos COSY o

acoplamento entre os hidrogénios H-6 e H-8 e no mapa de correlacbes HSQC que
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esses hidrogénios estao diretamente ligados aos carbonos &¢ 93,3 (C-8) e d¢ 98,6
(C-6) respectivamente. Os demais carbonos podem ser atribuidos segundo as
correlacdes observadas no mapa de correlacbes HMBC onde o sinal do hidrogénio
H-6 se correlaciona com os carbonos &¢ 93,3 (C-8), 8¢ 104,1 (C-10), 6¢ 161,3 (C-5)
e Oc 164,6 (C-7) e o do hidrogénio H-8 se correlaciona com os carbonos &¢ 98,6 (C-
6), &¢c 104,1 (C-10), 8¢ 156,4 (C-9) e &¢ 164,6 (C-7).

Observou-se no espectro de RMN de 'H o sinal de deslocamento
quimico caracteristico de metila de raminose &4 0,81 (d, J = 6,4 Hz, H-6") indicando
ter-se um glicosideo como substituinte no esqueleto flavonoidico. O sinal em &y 5,26
(d, J= 1,4 Hz, H-1”) refere-se ao hidrogénio anomérico e este valor de constante de
acoplamento é caracteristico de a-L-raminosideo (SANTOS et al., 2005). Através do
mapa de contornos COSY o hidrogénio anomérico H-1" acopla diretamente com o
hidrogénio &y 3,98 (s/, H-2”) e este se correlaciona com o hidrogénio &4 3,51 (dd, J =
2,8 e 9,2 Hz, H-3”). O hidrogénio H-3” se correlaciona com o multipleto &4 3,20
integrado para dois hidrogénios que se refere aos hidrogénios H-4” e H-5". Através
do mapa de correlagbes HSQC os hidrogénios H-1" e H-6” estdo diretamente
ligados aos carbonos 8¢ 101,7 (C-17) e 8¢ 17,3 (C-67), respectivamente. Os demais
hidrogénios glicosidicos estao ligados a carbonos na faixa oc 69,8-71,2;
deslocamentos caracteristicos de carbonos carbinélicos. No mapa de correlacdes
HMBC, o sinal do hidrogénio anomérico H-1" se correlaciona com o do carbono &¢
134,6 (C-3), confirmando a posicdo de substituicio da unidade raminose. A
substituicdo nesta posicdo pode ser confirmada também, por comparacao entre os
valores de deslocamentos de C-2 e C-3 para a aglicona quercetina e para a
quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo encontrados na literatura (Tabela 4.11)
(AGRAWAL, 1989).

TABELA 4.11 — Comparagédo de valores de deslocamentos para C-2 e C-3 em
DMSO-ds

C-2 (ppm) C-3 (ppm)
Quercetina 147,5 136,5
Quercetina-3-O-a-L-raminosideo 156,4 134,4
Substancia VIII 157,5 134,6
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Com base nos dados descritos acima, a substancia VIl foi identificada
como a flavona quercetina-3-O-a-L-raminosideo (quercitrina), primeira vez relatada

para a espécie Virola sebifera.

Quercetina-3-0O-a-L-raminosideo (quercitrina) (VIII)

No espectro de massas (Figura 4.31), o pico m/z 447 [M-H] confirmou
a massa molecular da quercitrina. O fragmento [M-H-147], pico m/z 300, confirma a
perda de uma unidade raminosidica e os demais fragmentos [M-H-147-29], [M-H-
147-121] e [M-H-147-149] sé&o referentes a quebras no anel C. A proposta de

fragmentacao para formacao desses fragmentos esta representada no Esquema 4.2.

y
G0 180 200 250 40 260 280 300 350 340 360 360 400 40 440 60 40 300 530 540 560 580 600 650 640 660 680 700 -

FIGURA 4.31 — Espectro de massas no modo negativo da substancia VIIL.
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CH,

m/z= 300

T
OH

m/z =299

ESQUEMA 4.2 — Proposta de fragmentacao para a substancia VIII.
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TABELA 4.12 — Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de projegéo de '°C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia VIIl e comparacao com a quercetina-3-0O-a-L-
raminosideo (SANTOS et al., 2005: DMSO-ds, 400 MHz para RMN de 'H/ 100 MHz
para '°C)

H/C 6u (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)
o SANTOS et al., Substancia SANTOS et al.,
Substancia VIII
2005 Vil 2005
2 - - 157,5 156,8
3 - - 134,6 134,7
4 - - 178,0 178,2
5 - - 161,3 161,8
6 6,19 (sl) 6,20 (d, 2,2) 98,6 99,3
7 - - 164,6 164,9
8 6,38 (s/) 6,38 (d, 2,2) 93,3 94,2
9 - - 156,4 157,0
10 - - 1041 104,5
1 - - 120,7 121,3
2 7,30 (d, 2,4) 7,29 (d, 2,2) 115,5 116,2
3 - - 1451 145,7
4 - - 148,4 149,0
5 6,86 (d, 8,8) 6,88 (d, 8,0) 115,5 116,0
6’ 7,25 (dd, 2,4 e 8,8) 7,25 (dd, 8,0 e 2,2) 120,9 121,7
1” 5,26 (d, 1,4) 5,28 (d, 1,4) 101,7 102,4
27 3,98 (sl) 3,98 (m) 69,8-71,2 70,6
3” 3,51 (dd, 2,8 e 9,2) 3,75 (m) 69,8-71,2 71,7
4” 3,20 (m) 3,21 (m) 69,8-71,2 71,1
5” 3,20 (m) 3,50 (m) 69,8-71,2 70,9
6” 0,81 (d, 6,4) 0,80 (5) 17,3 18,0
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FIGURA 4.32 - Espectro de RMN de 'H da substancia VIIl (400 MHz, DMSO-dj).
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FIGURA 4.35 - Mapa de correlacbes HMBC (expansao) da substancia VIl (400
MHz, DMSO-dj).
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4.3.3.2 — Identificacao Estrutural da Substancia IX.

A substéancia IX foi isolada das fragdes S3-20 e S3-24 como um 6bleo
amarelo. A identificagdo desta substancia foi realizada através de experimentos de
RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC, espectrometria de massas e comparagio com
a literatura (BENNINI et al.,1992).

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.37) mostrou sinais, de
forma geral, similares aos apresentados para a substancia VIIl, indicando tratar-se
de uma aglicona quercetina. No entanto, houve sobreposicdo entre os sinais
referentes aos hidrogénios H-2° e H-6° e se observou um multipleto, &y 7,52,
integrando para dois hidrogénios. O sinal &4 6,81 (d, J = 7,2 Hz) com constante
caracteristica de acoplamento orto refere-se ao hidrogénio H-5'. Através do mapa de
contornos COSY (Figura 4.38) foi possivel verificar a correlacdo entre esse sinal e 0
multipleto &y 7,52 indicando que o hidrogénio H-5’ acopla em orto com um dos
hidrogénios do multipleto, nesse caso, o hidrogénio H-6’. Foram observados,
também, dois sinais correspondentes a dois hidrogénios do anel A, &4 6,27 (s/, H-8)
e 0y 6,07 (s/, H-6), esses sinais sao tipicos de um sistema de acoplamento AX neste
anel, e este acoplamento é confirmado através da correlagéo entre esses dois sinais
no mapa de contornos COSY. Através do mapa de correlagcbes HSQC (Figura 4.39),
os hidrogénios H-2’, H-6’ e H-5’ estdo diretamente ligados aos respectivos carbonos
que apresentam os seguintes deslocamentos quimicos &¢c 115,8 (C-2’), ¢ 121,4 (C-
6’) e &¢c 115,5 (C-5’) e os hidrogénios H-6 e H-8 ligados aos carbonos 6¢ 99,0 (C-6) e
0c 94,0 (C-8), respectivamente.

No mapa de correlagcdes HMBC (Figura 4.40) o sinal do hidrogénio H-2’
se correlaciona com os carbonos &¢ 121,0 (C-1°), &¢c 146,0 (C-3’), &¢c 147,2 (C-4) e
0¢c 157,7 (C-2), o do hidrogénio H-6’ se correlaciona com os carbonos &¢ 115,5 (C-5’,
Oc 147,2 (C-4’) e &¢c 157,7 (C-2) e do hidrogénio H-5" se correlaciona com os dos
carbonos 6¢c 121,4 (C-6’) &c 146,0 (C-3’), &6¢c 147,3 (C-4’) concluindo assim, as
atribuicbes de carbonos e hidrogénios do anel B. Para o anel A observou-se, no
mapa de contornos COSY o acoplamento entre os hidrogénios H-6 e H-8 e no mapa
de correlacbes HSQC, esses hidrogénios estao diretamente ligados aos carbonos &¢
94,0 (C-8) e d¢ 99,0 (C-6) respectivamente. No mapa de correlagdes HMBC, apenas
as correlagdes do hidrogénio H-6 com os carbonos &¢ 94,0 (C-8) e ¢ 104,0 (C-10)



Resultados e Discussao 99

foram observadas e nao foi possivel detectar assim os sinais dos carbonos C-5, C-7
e C-9.

Foram observados no espectro de RMN de 'H sinais caracteristicos de
hidrogénios glicosidicos. A presenca de um dubleto em &4 5,30 com constante de
7,2 Hz caracteriza hidrogénio anomérico (H-1") de B-D-glicose, os hidrogénios H-6"
apresentaram sinais em oy 2,95 (m) e oy 3,63 (m), os demais hidrogénios
glicosidicos apresentaram sinais na faixa &y 3,17-3,50 e os respectivos carbonos em
0c 101,9 (C-1"); d¢c 65,0 (C-6”) e &¢c 69,3-75,9 (C-2”/C-3’/C-4”"/C-5") que foram
atribuidos através do mapa de correlagdes HSQC.

A substituicdo deste residuo de acucar na posicao C-3 do esqueleto
flavonoidico foi atribuida com base no valor de deslocamento quimico para o C-2
uma vez que nao foi observada no espectro de HMBC a correlacdo necessaria entre
o H-1” e o carbono da aglicona ao qual estd ligado. O carbono C-2 do flavonol
quercetina apresenta deslocamento quimico &¢c 147,5; mas sofre uma desblindagem
quando a posicao C-3 estd substituida por um residuo de agucar, apresentando
assim, deslocamento de &c 157,7 (AGRAWAL, 1989). A substancia IX foi assim
identificada como a quercetina-3-O-B-D-glicosideo e este sendo o primeiro relato
desta susbtancia para a espécie Virola sebifera.

OH 0 “ho %

Quercetina-3-O-B-D-glicosideo (isoquercetina) (I1X)

No espectro de massas (Figura 4.36), o pico m/z 463 [M-H] confirmou
a massa molecular da substancia IX, isoquercetina. O fragmento [M-H-163], pico
m/z 300, confirma a perda de uma unidade glicosidica e os demais fragmentos [M-H-
147-29], [M-H-147-122] e [M-H-147-149] sao referentes a quebras no anel C. A
proposta de fragmentacdo para formacado desses fragmentos é similar aquela
apresentada para a substancia VIII e esta representada no Esquema 4.3.
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FIGURA 4.36 — Espectro de massas no modo negativo da substancia IX.
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TABELA 4.13 — Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de projecéo de °C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia IX e comparagdao com a quercetina-3-O-p-D-
glicosideo (BENNINI et al., 1992; DMSO-ds, 300 MHz para RMN de 'H/75 MHz para

13C)
H/C
6u (ppm), J (Hz) 6c (ppm)
Substancia BENNINI et al.,
Substancia IX BENNINI et al., 1992 X 1992
2 - - 157,7 156,3
3 - - NI 133,5
4 - - 180,5 177.,5
5 - - NI 161,2
6 6,07 (s/) 6,20 (d, J=1,9) 99,0 98,7
7 - - NI 164,2
8 6,27 (s/) 6,40 (d, J=1,9) 94,0 93,5
9 - - NI 156,3
10 - - 104,0 103,9
1 - - 121,0 121,1
2 7,52 (m) 7,52 (d, J=2,1) 115,8 115,2
3 - - 146,0 1448
q - - 147,2 148,4
5 6,81 (d, J=7,2) 6,81 (d, J = 8,5) 115,6 116,0
6’ 7,52 (m) 7,65 (dd, J=8,5¢e 2,1) 121,4 122,0
17 530 (d, J=7,2) 5,38 (d, J=7,6) 101,9 101,0
2” 3,17-3,50 (m) 3,70-3,20 (m) 69,3-75,9 741
3” 3,17-3,50 (m) 3,70-3,20 (m) 69,3-75,9 76,2
4” 3,17-3,50 (m) 3,70-3,20 (m) 69,3-75,9 70,0
5” 3,17-3,50 (m) 3,70-3,20 (m) 69,3-75,9 77,5
6” 2,95 (m)/ 3,63 (m) 3,70-3,20 (m) 65,0 60,8

NI = N&o identificado



Resultados e Discussaol 02

7.551
1537
7519
7.508

@ —
- >
o &
w W

——6.268
— 5072
—— 5751
5316
5,300

A
N

NN O ~— — Oy O

oy O

WU O W e

H-2'/H-6'
H_2!!_H_5!!
H-5 H-1"
B H-8 H-6

I l

8 8 8 8 2 IRz |8
T T T T

7{5 7?0 6‘.5 6‘.0 5?5 5?0 4?5 4(0 3_|5 3.0 2.5 2.0 1.5 p
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4.3.3.3 — Identificacao Estrutural da Substancia X.

A substéancia X foi isolada das fracées S3-15 como um 6leo amarelo. A
identificacdo desta substancia foi realizada através de experimentos de RMN de 'H,
HSQC e HMBC, espectrometria de massas e comparacdo com a literatura
(FATHIAZAD et al., 2006).

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.42) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona quercetina assim como as substancias anteriores. Foram
observados sinais referentes a um sistema de substituicdo 3’,4’ no anel B com sinais
em &y 7,54 (dd, J=2,4 e 8,4 Hz, H-6'); 614 7,49 (d, J= 2,4 Hz, H-2") € 84 6,79 (d, J =
8,4 Hz, H-5’). As constantes de acoplamento estdo de acordo com os valores para
acoplamentos orto e meta. Foram observados, ainda, dois sinais correspondentes a
dois hidrogénios do anel A, dy 6,28 (s/, H-8) e &4 6,09 (s/, H-6), esses sinais sédo
tipicos de um sistema de acoplamento AX neste anel.

Através do mapa de correlacoes HSQC (Figura 4.43) verificou-se que
os hidrogénios H-6’, H-2" e H-5 estdo diretamente ligados aos carbonos com
deslocamentos quimicos 6¢c 120,8 (C-6’), &c 1144 (C-2’) e &¢c 115,66 (C-5)
respectivamente e os hidrogénios H-8 e H-6 ligados diretamente aos carbonos &¢
93,5 (C-8) e 6¢ 98,7 (C-6).

No mapa de correlagbes HMBC (Figura 4.44) ndo foram observadas
todas as correlagdes esperadas devido a pouca massa obtida no isolamento o que
dificultou a sensibilidade do aparelho. Para o hidrogénio H-6’ observou-se apenas
uma correlacao, com o carbono &¢ 114,4 (C-2’), para o hidrogénio H-2’ observaram-
se correlagdes com os carbonos &¢ 121,5 (C-1’), 8¢ 145,0 (C-3’), d¢ 148,9 (C-4’) e &¢
156,3 (C-2) e para o hidrogénio H-5" observou-se apenas duas correlagcbes, com os
carbonos 6¢ 120,8 (C-6’), &¢c 145,0 (C-3’) e d¢ 148,9 (C-4’) concluindo assim, as
atribuicées de todos os carbonos do anel B.

Para os hidrogénios do anel A nao foram observadas todas as
correlacbes HMBC. Apenas duas correlagdes foram verificadas para o hidrogénio H-
8, com os carbonos &¢ 98,7 (C-6) e d¢c 157,0 (C-9), e para o hidrogénio H-6
observou-se apenas as correlagdes com os carbonos com deslocamentos quimicos
0c 93,5 (C-8) e d¢c 103,4 (C-10), ndo sendo possivel assim, a atribuicdo de
deslocamento quimico para os carbonos C5 e C-7.
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No espectro de RMN de 'H, a observacéo de dois sinais de hidrogénios
anomeéricos confirma a presenca de dois glicosideos como substituintes na estrutura
em questdo. O sinal dy 5,28 se apresenta como um dubleto com constante de
acoplamento de 7,2 Hz que é caracteristica de hidrogénio anomérico de p-D-glicose,
enquanto o sinal de hidrogénio anomérico dy 4,38 (s/) juntamente com o dubleto em
on 0,99 (J = 6,2), caracteristico de metila de raminose, indicam a presenca de uma
unidade a-L-raminose. Os demais hidrogénios carbindlicos das unidades glicosidicas
estao entre oy 3,02-3,38.

Os valores de deslocamentos quimicos para os carbonos glicosidicos,
todos na faixa &¢ 66,7-76,1; confirmaram a unidade de raminose como agucar ligado
diretamente a glicose pela posicdo C-6” (grupo CH, da glicose) numa ligacdo O-
glicosidica. Isto pode ser explicado devido a desblindagem do carbono C-6” em &¢
66,7; que geralmente, quando ndo ha substituintes nesta posicao sdo blindados em
torno de &¢ 60,0. Através do espectro de HSQC, foram atribuidos os carbonos &¢c em

100,4 (C-17), ¢ 102,0 (C-1"") e &¢ 17,4 (C-6™").

6"

RO ~—OH

A substituicdo deste residuo de acucar na posicao C-3 do esqueleto
flavonoidico foi atribuida com base no valor de deslocamento quimico para o C-2
uma vez que nao foi observada no espectro de HMBC a correlacdo necessaria entre
o H-1” e o carbono da aglicona ao qual esta ligado. O carbono C-2 do flavonol
quercetina apresenta deslocamento quimico &¢ 147,5; mas sofre uma desblindagem
quando a posicao C-3 estd substituida por um residuo de agucar, apresentando
assim, deslocamento de 6¢ 156,3 (AGRAWAL, 1989). Assim, a substancia X trata-se
da flavona quercetina-3-O-B-D-glicose-6"-O-a-L-raminosil (rutina), primeira vez
relatada para a espécie Virola sebifera.

OH
"HO ~/—OH

Quercetina-3-0O-B-D-glicose-6"-O- a-L-raminosil (rutina) (X)

OH O
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No espectro de massas (Figura 4.41), foram observados apenas o pico
m/z 609 [M-H]" que confirmou a massa molecular da substancia X, rutina, e o pico
m/z 300 [M-H-147-163] que confirma a perda das duas unidade glicosidicas. A

proposta de fragmentacao para a substancia X esta representada no Esquema 4.4.

[Fr Flavs Keylla
EDS_S913_LCDIG09b 196 (7.011) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (184:217-249:277) 1: Daughters of 609ES-
609 2.03e5

1007

i " N
o miz
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

FIGURA 4.41 — Espectro de massas no modo negativo da substancia X.

OH

. Q (e}
° OH
N H on MO

)

\

m/z= 300

ESQUEMA 4.4 — Proposta de fragmentacao para a substancia X.



Resultados e Discussaol 08

TABELA 4.14 — Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de projegéo de '°C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia X e comparacao com a quercetina-3-O-3-D-
glicose-6"-O-a-L-raminopiranosil (FATHIAZAD et al., 2006: DMSO-ds, 200 MHz para
RMN de "H/ 50 MHz para RMN de '°C)

HIC Su (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)
Substancia X FATHIAZAD et al., Substancia FATHIAZAD
2006 X et al., 2006
2 - - 156,3 157,3
3 - - NI 1341
4 - - 177,4 178,2
5 - - NI 157,5
6 6,09 (sl) 6,21 (d, 2,0) 98,7 99,5
7 - - NI 164,9
8 6,28 (s/) 6,40 (d, 2,0) 93,5 94,5
9 - - 157,0 162,1
10 - - 103,4 104,8
1 - - 121,5 122,5
2 7,49 (d,2,4) 7,55 (d, 2,1) 114,4 116,1
3 - - 145,0 145,6
q - - 148,9 149,3
5 6,79 (d, 8,4) 6,86 (d, 9,0) 115,6 117,1
6’ 7,54 (dd, 2,4 e 8,4) 7,56 (dd, 9,0 e 2,1) 120,8 122,0
1” 5,28 (d, 7,2) 5,35 (d, 7,4) 100,4 101,6
2” 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 74,9
3” 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 77,3
4” 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 72,7
5” 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 76,7
6” 3,02-3,38 (m) ND 66,7 67,9
1” 4,38 (sl) 5,12 (d, 1,9) 102,0 102,2
2 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 70,8
3 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 71,2
4 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 71,4
5 3,02-3,38 (m) ND 66,7-76,1 69,1
6’ 0,99 (d, 6,2) 1,0 (d, 6,1) 17,4 18,6

ND = Nao descrito; NI = Nao identificado
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FIGURA 4.42 - Espectro de RMN de 'H da substancia X (400 MHz, DMSO-dj).
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FIGURA 4.43 - Mapa de correlagées HSQC da substancia X (400 MHz, DMSO-dp).
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FIGURA 4.44 - Mapa de correlagcdes HMBC da substancia X (400 MHz, DMSO-dp).
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4.3.3.4 — Identificacao Estrutural da Substéancia XI.

A substancia Xl foi identificada em mistura com a substancia VIII
(quercitrina), onde a amostra se apresentou como um 6leo amarelo. A identificacdo
estrutural foi realizada através de técnicas espectroscopicas de RMN de 'H, HSQC e
HMBC, espectrometria de massas e comparagao com a literatura (KRENN et al., 2003).

No espectro de RMN de 'H (Figura 4.46) foram observados dois sinais de
hidrogénios anoméricos oy 5,25 (s/) e dy 5,06 (d, J = 7,6 Hz) com integracéo de 0,4:1
respectivamente. O primeiro sinal de hidrogénio anomérico, integrado para 0,4H,
aproximadamente, refere-se ao anomérico de uma raminose, o que estd de acordo
com o sinal em 6y 0,81 (d, J = 6,0 Hz) integrado para 1,6H, caracteristico de metila de
raminose, que indica que o composto minoritario na mistura apresenta uma unidade de
raminose como acgucar substituinte. A analise dos sinais de hidrogénios ligados a anéis
aromaticos mostra sinais com integracdo correspondente ao composto minoritario,
caracteristicos da aglicona quercetina. Foram observados sinais referentes a um
sistema de substituicdo 3’,4’ no anel B, 6y 7,28 (d, J= 2,8 Hz, H-2’); 64 7,24 (dd, J= 2,8
e 8,4 Hz, H-6’) e d4 6,85 (d, J = 8,4 Hz, H-5°) e os sinais correspondentes aos dois
hidrogénios do anel A, d4 6,36 (s/, H-8) e &4 6,17 (sl, H-6), confirmando assim, que o
composto minoritario é a quercetina-3-O-a-L-raminosideo (quercitrina).

Como a identificagao da quercitrina (VIIl) ja foi discutida anteriormente, a
discussao detalhada dos dados espectroscopicos sera apenas em relagdo ao
composto majoritario.

Para o majoritario, a analise do espectro de RMN de 'H, indicou tratar-se
da aglicona quercetina. Foram observados sinais referentes a um sistema de
substituicdo 3,4’ no anel B, em &y 7,57 (d, J = 2,8 Hz, H-2'); 64 7,46 (dd, J=2,8 € 8,8
Hz, H-6’) e dy 6,90 (d, J = 8,8 Hz, H-5’) todos integrados para um hidrogénio. Os
valores das constantes de acoplamento estdo de acordo com acoplamentos orto e
meta, caracteristicos do sistema de substituicdo 3’,4’. Foram observados, ainda, dois
sinais correspondentes aos dois hidrogénios do anel A, dy 6,77 (sl, H-8) e &4 6,43 (sl
H-6), cada um deles integrado para um hidrogénio. Esses sinais sdo tipicos de um
sistema de acoplamento AX neste anel.

Pela andlise do mapa de correlagbes HSQC (Figura 4.47) foi possivel
atribuir todos os carbonos aos quais esses hidrogénios estdo ligados. Sao eles, &¢
115,9 (C-2’), ¢ 121,0 (C-6’), ¢ 116,0 (C-5’), &¢ 94,8 (C-8), &¢ 98,8 (C-6).
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Através das correlacdes observadas no mapa de correlacbes HMBC
(Figuras 4.48 e 4.49) foi possivel atribuir os demais carbonos do esqueleto
flavonoidico. Foram observadas correlagdes entre o sinal do hidrogénio H-2' e os dos
carbonos &¢c 121,0 (C-1) e d¢c 146,1 (C-3') e d¢c 150,2 (C-4’) e entre o sinal do
hidrogénio H-6’ e os dos carbonos &¢c 116,3 (C-5’) e &¢c 150,2 (C-4’), esses sinais de
dos hidrogénios H-2’ e H-6’ também apresentaram correlacdo com o do carbono de
deslocamento &¢ 156,7 que foi atribuido ao carbono C-2.

Foi observado um singleto bastante intenso no espectro de RMN de 'H
em Oy 3,79, integrando para trés hidrogénios, caracteristico de grupos metoxila e, pela
integracao, trata-se de um substituinte pertencente ao composto majoritario (substancia
Xl). Através da anélise do mapa de correlacbes HSQC foi observada a presenca de
uma correlagao entre este sinal e o do carbono em &¢ 60,4, caracteristico de carbono
oximetilico. No mapa de correlagdes HMBC, foi observada a correlacdo do sinal de
hidrogénio 6y 3,79 (-OCHs3) com o do carbono &¢ 138,4, atribuido ao carbono C-3,
permitindo determinar a posicado de substituicAdo deste grupo metoxila. Tal atribuicao é
ainda reforcada pelo valor de deslocamento desse grupo metoxilico, &¢c 60,4,
caracteristico de metoxilas estricamente impedida, o que permite inferir que a Unica
posicao para o grupo -OCHs; é em C-3.

Para o anel A, foram observadas, no mapa de correlacdes HSQC,
correlacdes dos sinais dos hidrogénios H-6 (o4 6,43) e H-8 (64 6,77) com os sinais de
carbonos 0c 98,8 (C-6) e d¢c 94,8 (C-8), respectivamente. Através do mapa de
correlacoes HMBC foi possivel atribuir os demais carbonos do anel A, pois se observou
correlagdes entre o sinal do hidrogénio H-8 e os sinais de carbonos em &¢ 98,8 (C-6);
0c 106,3 (C-10); &¢ 157,1 (C-9) e d¢c 163,7 (C-7); e entre sinal do hidrogénio H-6 e os
sinais de carbonos &¢ 94,8 (C-8); ¢ 106,3 (C-10); d¢c 162,3 (C-5) e d¢ 163,7 (C-7),
concluindo assim, as atribuicées de hidrogénios e carbonos do anel A.

A presenca de um dubleto em &y 5,07 com constante de 7,2 Hz
caracterizou o hidrogénio anomérico (H-1") de B-D-glicose e, a integracao deste sinal
para um hidrogénio, confirma ser esta, uma unidade glicosidica substituinte na
substancia em questdo, o composto majoritario. Uma correlacao entre este sinal e o
sinal de carbono 6¢ 163,7 (C-7) no mapa de correlagdes HMBC confirmou a posicao de
substituicdo desta glicose no carbono C-7 e, através do mapa de correlacbes HSQC,
determinou-se que H-1" esta diretamente ligado ao carbono &¢c 100,2. Os demais
hidrogénios ligados ao glicosideo foram representados no RMN de 'H pelos sinais na
faixa &4 3,09-3,97 juntamente com os sinais dos hidrogénios da unidade raminosidica
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da quercitrina, substancia minoritaria na amostra, e os respectivos carbonos
representados por sinais na faixa &c 60,0-77,4. Assim, a estrutura Xl foi identificada
como a flavona quercetina-3-metéxi-7-O-B-D-glicosideo, primeira vez relatada para a
espécie Virola sebifera.

OH O
Quercetina-3-metoxi-7-O-B-D-glicosideo (XI)

No espectro de massas (Figura 4.45), o pico m/z 477 [M-H] confirmou a
massa molecular da substancia XI. O fragmento [M-H-15], pico m/z 462, confirma a
perda da metila do grupo metoxila, o fragmento [M-H-162]", pico m/z 315, confirma a
perda de uma unidade glicosidica e o fragmento [M-H-15-162], pico m/z 299, confirma
a perda desses dois grupos. A proposta de fragmentacao para os principais picos esta
representada no Esquema 4.5.

1477b 211 (7.396) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (191:235-(148:173+299:321)) 1: Daughters of 477ES-
5 5

462

)

100 120 130 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620

FIGURA 4.45 — Espectro de massas no modo negativo da substancia XI.
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OH
OH

HO,

HO.

*CHg m/z =462 0. m/z= 299

HO OH
OH

m/z=315

ESQUEMA 4.5 — Proposta de fragmentacao para a substancia XI.
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TABELA 4.15 — Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de projecdo de '*C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia Xl e comparacao com a quercetina-3-metéxi-7-O-
B-D-glicosideo (KRENN et al., 2003: MeOD, 300 MHz para RMN de 'H/ 75 MHz para
RMN de °C)

Su (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)

H/C KRENN et al.,
Substancia XI KRENN et al., 2003 Substancia XI

2003

2 - - 156,7 157,7
3 ; - 138,4 139,5
4 - - 1761 179,7
5 - - 162,3 162,4
6 6,43 (s)) 6,47 (d, 2,1) 98,8 100,3
7 - - 163,7 164,3
8 6,77 (s) 6,80 (d, 2,1) 94,8 95,5
9 - - 157,1 157,5
10 - - 106,3 107,3
1 - - 121,0 122,2
2 7,57 (d, 2,8) 7,68 (d, 2,0) 115,9 116,1
3 - - 146,1 146,3
P } - 150,2 150,1
5 6,90 (d, 8,8) 6,94 (d, 10,0) 116,3 116,2
6 7,46 (dd, 2,8 € 8,8) 7,60 (dd, 2,0 € 10,0) 121,0 122,3
17 5,07 (d, 7,2) 5,12 (d, 7,5) 100,2 101,4
2" 3,09-3,97 (m) 3,49 (1 60,0-77,4 74,4
3” 3,09-3,97 (m) 3,53 (1 60,0-77,4 77,6
4" 3,09-3,97 (m) 3,45 (1 60,0-77,4 71,0
5" 3,09-3,97 (m) 3,62 (m) 60,0-77,4 78,0
6" 3,09-3,97 (m) 3,72 (dd) 60,0-77,4 62,3

3,92 (dd)
OCH; 3,79 (s) 3,81 (s) 60,4 60,2
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FIGURA 4.46 - Espectro de RMN de 'H da substancia XI (400 MHz, DMSO-dj).
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FIGURA 4.47 - Mapa de correlagbes HSQC da substancia XI (400 MHz, DMSO-d).
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FIGURA 4.48 — Expansdao do mapa de correlacbes HMBC da substancia XI (400
MHz, DMSO-dj).
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4.3.3.5 — Identificacao Estrutural da Substancia XiIl.

A substancia XllI foi isolada das fracbes S3-16 e S3-18 e se apresentou
como um 6leo amarelo. A identificacdo desta substancia foi realizada através de
experimentos de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC, espectrometria de massas e
comparacao com a literatura (GOHAR et al., 2009).

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 4.51) mostrou sinais
caracteristicos da aglicona kaemferol. Foram observados dois dubletos bastante
intensos na regido dos hidrogénios ligados a anéis aromaticos, que indicou o padrao
de substituicdo do anel B do flavonoide em questdo. Sinais em &y 7,71 (d, J = 8,8
Hz, H-2" e H-6’) e 04 6,87 (d, J = 8,8 Hz, H-3' e H-5") confirmam o padrdo de
substituicdo para no anel B. Este padrdo é caracterizado por apresentar sinais em
um mesmo deslocamento quimico, devido a simetria do anel B e sua livre rotacéo e
assim, o mesmo ambiente quimico, sendo estes hidrogénios considerados como
equivalentes. Foram observados, ainda, dois sinais correspondentes a dois
hidrogénios do anel A, &4 6,38 (s/, H-8) e &4 6,19 (s/, H-6) esses sinais sao tipicos de
um sistema de acoplamento AX neste anel.

O mapa de correlacbes HSQC (Figura 4.53) mostra a correlacao dos
hidrogénios H-2' e H-6° com os dos carbonos em &¢c 132,2 (C-2° e C-6’) e dos
hidrogénios H-3’ e H-5’ com os dos carbonos em &¢c 115,4 (C-3’ e C-5’). No mapa de
correlacbes HMBC (Figura 4.54) foram observadas correlagdes dos sinais oy 7,71 €
Oy 6,87 com o do carbono &¢ 160,4 que foi atribuido ao carbono C-4’. Esta atribuicao
€ confirmada devido a desblindagem do carbono C-4’ quando substituido por grupos
-OH. Foram observadas ainda correlagdes, dos sinais dos hidrogénios H-2’ e H-6’
(6y 7,71) com o do carbono &¢c 157,0 (C-2) e dos hidrogénios H-3’ e H-5" (64 6,87)
com o do carbono &¢ 120,8 (C-1’) que permitiram concluir assim, as atribuicoes do
anel B.

Ainda analisando o espectro de HMBC foi observada uma correlacao
fraca entre o sinal do hidrogénio H-6 e o sinal de carbono &¢ 161,0 atribuido ao
carbono C-5. Este sinal estd sobreposto com o sinal em &¢ 160,4 gerando um sinal
largo. Nao foram observadas correlagdes que permitam atribuir o deslocamento
quimico do C-7, por isso esse carbono nao foi identificado. Foram observadas
também, correlagdes do sinal do hidrogénio H-8 com os dos carbonos &c 156,9 e &8¢
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103,7 que foram atribuidos aos carbonos C-9 e C-10, respectivamente, a partir de
comparacao com a literatura (GOHAR et al., 2009).

No espectro de RMN de "H foram observados sinais caracteristicos de
unidades glicosidicas, sugerindo a presenca de um residuo de acucar como
substituinte no esqueleto flavonoidico. Foi observado um dupleto em &4 0,77 (J= 5,6
Hz) caracteristico de metila de raminose (H-6") e o sinal do hidrogénio anomérico,
singleto largo em &y 5,29 (H-1") esta de acordo com a literatura para o a-L-
raminosideo.

No mapa de contornos COSY (Figura 4.52), a correlacdo entre o
hidrogénio anomérico oy 5,29 (H-1”) com o multipleto em &y 3,97 permite atribuir
este Ultimo sinal ao hidrogénio glicosidico H-2”. Os demais hidrogénios do glicosideo
estdo na faixa &y 3,03-3,15 e, as correlacdos no mapa de correlagbes HSQC
permitiram atribuir os sinais na faixa &¢ 71,9-73,5 aos carbonos do glicosideo, e 0s
sinais em &¢ 17,5 e 8¢ 101,4 aos carbonos C-6” e C-1”, respectivamente.

A posicao de substituicdo da unidade de raminose no flavonéide em
questao foi determinada com base na correlacdo observada no mapa de correlacoes
HMBC (entre o hidrogénio anomérico H-1” e o carbono C-3 (8¢ 134,5)). Assim, a
substancia Xll foi identificada como kaemferol-3-O-a-L-raminosideo (afzelina),

primeira vez relatada para a espécie Virola sebifera.

HO OH OH

Kaemferol-3-O- a-L-raminosideo (afzelina) (XII)

No espectro de massas (Figura 4.50), o pico m/z 431 [M-H] confirmou
a massa molecular da substancia Xll, afzelina. O fragmento [M-H-147], pico m/z

284, confirma a perda da unidade raminosidica, e este valor de relagdo massa/carga
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284 esta de acordo com a aglicona kaemferol. A proposta de fragmentacao para os
principais picos esta representada no Esquema 4.6.

[Fr Fiavs Keylla
EDS_S916_LCDI431b 419 (12.739) Sm (Mn, 4x1.00); Cm (403:465-(494:552+351:380)) 1: Daughters of 431ES-
284 2.34e5

1004

431

227

.
. u m
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

vz

FIGURA 4.50 - Espectro de massas no modo negativo da substancia XII.

m/z = 255

ESQUEMA 4.6 — Proposta de fragmentacao para a substancia XiIlI.
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TABELA 4.16 — Dados de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz) e de projecédo de '*C
(DMSO-ds, 100 MHz) da substancia Xll e comparacao com o kaemferol-3-O-a-L-
raminosideo (GOHAR et al., 2009: DMSO-ds, 400 MHz para RMN de 'H/ 100 MHz

para RMN de '*C)

H/C 6u (ppm), J (Hz) 6¢ (ppm)
o GOHAR et al., Substancia GOHAR et al.,
Substancia XIl

2009 Xl 2009
2 - - 157,0 157,8
3 - - 134,5 134,0
4 - - 178,0 177,6
5 - - 161,0 161,9
6 6,19 (sl) 6,19 (s) 99,5 98,5
7 - - NI 164,1
8 6,38 (sl) 6,39 (s) 94,3 93,4
9 - - 156,9 156,8
10 - - 103,7 1041
1 - - 120,8 121,7
2 7,71 (d, 8,8) 7,76 (d, 8,4) 132,2 130,2
3 6,87 (d, 8,8) 6,91 (d, 8,4) 115,4 115,4
& - - 160,4 161,5
5 6,87 (d, 8,8) 6,91 (d, 8,4) 115,4 115,4
6’ 7,71 (d, 8,8) 7,76 (d, 8,4) 132,2 130,2
1” 5,29 (s) 5,36 (s) 101,4 102,0
2” 3,97 (m) 4,22 (dd, 1,83 e 3,34) 71,9-73,9 70,5
3” 3,03-3,15 (m) 3,33-3,70 (m) 71,9-73,9 70,7
4” 3,03-3,15 (m) 3,33-3,70 (m) 71,9-73,9 70,8
5” 3,03-3,15 (m) 3,33-3,70 (m) 71,9-73,9 69,9
6’ 0,77 (d, 5,6) 0,91 (d, 5,4) 17,5 16,4
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FIGURA 4.51 - Espectro de RMN de 'H da substancia XIl (400 MHz, DMSO-dj).
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FIGURA 4.52 - Mapa de contornos COSY da substancia Xl (400 MHz, DMSO-d).
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FIGURA 4.53 - Mapa de correlacdes HSQC da substancia Xll (400 MHz, DMSO-dj).
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FIGURA 4.54 - Mapa de correlacdes HMBC da substancia Xll (400 MHz, DMSO-dj).
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4.4 — Ensaios Bioldgicos.

4.4.1 — Ensaios por Ingestao com as Operarias de Aita sexdens
rubropilosa.

4.4.1.1 — Efeito dos Extratos de Virola sebifera Frente as Operarias
de Atta sexdens rubropilosa.

Os extratos brutos diclorometanico e metandlico das folhas e etandlico
dos galhos de Virola sebifera foram ensaiados sobre as operarias de Atta sexdens
rubropilosa conforme a metodologia descrita no item 3.5.4.1. Para analise dos dados
foram tracadas, inicialmente, as curvas de sobrevivéncia para cada tratamento em
relacdo ao controle. Na analise estatistica dos resultados obtidos apds 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 sobrevivéncia) e na Tabela 4.17.

Curva de Sobrevivéncia - Virola sebifera
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GRAFICO 4.1 - Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com exiratos de partes vegetais de Virola
sebifera.
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TABELA 4.17 — Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo
com extratos de partes vegetais de Virola sebifera

Mortalidade acumulada (%) por dia

Substancia 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
Controle Dieta Pura 2 8 14 22 36 36 42 52 62 72 17a
VSFM O 10 18 40 64 92 98 100 100 100 7.5b

VSFD 0 2 4 20 38 60 70 70 76 78 10a

VSGE 2 10 14 32 42 48 58 64 64 66 11a

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

Nesses experimentos houve um aumento gradativo da mortalidade
acumulada (%) por dia durante o decorrer do tempo de experimento, no entanto,
apenas o extrato metandlico das folhas apresentou diferenca significativa em relacao
ao controle, mostrando um potencial tdéxico as operarias de Atta sexdens
rubropilosa. Nesse tratamento a mortalidade chegou a 100% de formigas mortas no
17° dia enquanto o controle com dieta pura apresentou 72% de mortalidade ao fim
dos 25 dias de experimento. Os tratamentos com extratos diclorometanico das
folnas e etandlico dos galhos apresentaram 78% e 66% de mortalidade,
respectivamente, resultados estes que nao sao significativos frente ao resultado
apresentado pelo controle.

De posse desses resultados entdo, o extrato metandlico das folhas foi
escolhido para inicio dos trabalhos de purificacao, e foi submetido a particao liquido-
liquido gerando as fragées FMH, FMD, FMA e FMHa que foram novamente enviadas

para ensaio.

4.4.1.2 — Efeito das Fracoes do Extrato Metandlico das Folhas de
Virola sebifera Frente as Operarias de Atta sexdens rubropilosa.

As fracbes, obtidas da particao liquido-liquido do extrato VSFM, foram
submetidas ao ensaio por ingestdo com as operarias de formigas cortadeiras
conforme metodologia descrita no item 3.5.4.1. Foram ensaiadas as fracdes
hexanica (FMH), diclorometanica (FMD), acetato de etila (FMA) e hidroalcédolica

(FMHa). Os resultados obtidos ap6s 25 dias de experimento foram representados
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através de curvas de sobrevivéncia para cada tratamento em relacdo ao controle,

que estao representadas no Grafico 4.2, e na Tabela 4.18.

Curva de sobrevivéncia — Dieta Pura

—FMH
FMD
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GRAFICO 4.2 - Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as fracdes obtidas da particao liquido-
liquido do extrato VSFM de Virola sebifera.

TABELA 4.18 — Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestao

com as fracdes obtidas da particdo liquido-liquido do extrato VSFM de Virola

sebifera
Mortalidade acumulada (%) por dia

Substéncia 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
Controle DietaPura 0 O 2 6 8 14 18 30 42 62 23a
FMH 0 8 18 36 54 72 82 88 92 94 8b
FMD 2 12 20 60 82 92 94 94 94 94 5b
FMA 0 0 4 14 36 40 60 64 82 92 12b
FMHa 2 3 10 14 26 32 46 50 62 76 17b

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

Nesses experimentos houve um aumento gradativo da mortalidade
acumulada (%) por dia durante o decorrer do tempo de experimento com taxas de
mortalidade significativas, indicando potencial tdéxico dessas fragdes contras as
formigas cortadeiras. Todas as fracbes apresentaram diferenca significativa em
relagéo ao controle, no entanto, destacam-se as fragdes hexanica, diclorometanica e

acetato de etila que apresentaram altos indices de mortalidade acumulada, 94%,
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94% e 92% de formigas mortas no 25° dia de experimento, respectivamente. As
fracGes hexanica e diclorometanica foram as que apresentaram maior atividade a
curto prazo, enquanto o controle apresentou apenas 16% de mortalidade acumulada
em 12 dias de experimento, as fragbes hexanica e diclorometanica ja apresentavam
82% e 94% de mortalidade acumulada nesse mesmo periodo. Esse comportamento
semelhante observado para essas duas fracdes esta de acordo com a analise por
RMN de 'H feita para essas amostras que revelou similaridade na composicdo
quimica destas, ambas eram ricas em lignanas e acilresorcindis.

Os resultados obtidos indicam potencial inseticida das trés fragdes,
hexanica, diclorometénica e acetato de etila. Todas essas fracdes foram submetidas
a processos de purificagdes cromatogréaficas onde foram isoladas e/ou identificados

acilresorcinois, lignanas e flavondides descritos anteriormente.

4.4.1.3 - Efeito das Substancias e Misturas Obtidas de Virola

sebifera Frente as Operarias de Atta sexdens rubropilosa.

As substancias obtidas, puras ou em mistura foram submetidas ao
ensaio por ingestdo com as operarias de formigas cortadeiras conforme metodologia
descrita no item 3.5.4.1. Inicialmente foram ensaiados os acilresorcindis I, 1l e lll,
obtidos em mistura, na concentragdo de 100 u.mL™". Os dados estdo representados
em curvas de sobrevivéncia (Gréfico 4.3) e na Tabela 4.19.

Grafico de Sobrevivéncia - Virola sebifera
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GRAFICO 4.3 - Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao tratamento por ingestao com a mistura de acilresorcinéis (I, Il e llI).
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TABELA 4.19 — Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo

com a mistura de acilresorcinais (1, Il e Ill)

Mortalidade acumulada (%) por dia

Substéancia 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
Controle DietaPura 0 2 2 2 2 2 2 4 8 18 > 2ba
Controle Acetona 0 0 0 0 4

4 12 16 18 34 >2ba

Mistura (I, Il e Ill) 2 2 2 4 4 4 4 8 14 16 > 25a

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

A mistura contendo os acilresorcindis ndo se mostrou téxica na
concentragdo de 100 pg.mL". Este resultado desperta uma discussdo acerca da
correlacao estrutura-atividade de compostos naturais frente as formigas cortadeiras,
uma vez que os acilresorcindis sao estruturalmente similares aos acidos anacardicos
substancias potencialmente tdxicas as formigas cortadeiras.

Dentre as demais substancias, as lignanas IV (sesamina), V [(-)-
hinokinina] e VII [(-)-kusunokinina] e os flavondides VIII (quercitrina), IX
(isoquercetina) e Xl (quercetina-3-metoxi-7-O-B-D-glicosideo em mistura com
quercitrina) foram submetidas ao ensaio por ingestdo com as operarias de formigas
cortadeiras conforme metodologia descrita no item 3.5.4.1 na concentragédo de 200
ug.mL'. Para andlise dos dados foram tragadas, inicialmente, as curvas de
sobrevivéncia para cada tratamento em relacdo ao controle. Os resultados obtidos

estdo apresentados no GRAFICO 4.4 (curvas de sobrevivéncia) e na Tabela 4.20.

Grafico de Sobrevivéncia - Virola sebifera
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GRAFICO 4.4 - Curva de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo com as lignanas IV, V e VIl e com os
flavondides VIl IX e XI.
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TABELA 4.20 — Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de tratamento por ingestdo

com as lignanas IV, V e VIl e com os flavondides VIII, IX e XI

Mortalidade acumulada (%) por dia

Substancia 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*
Controle Dieta Pura ( 0 0 6 10 10 24 44 78 84 185a
Iv 0 2 2 4 4 6 16 44 56 62 19 b
v 0 2 4 4 6 10 18 22 42 64 23b
Vi 2 6 6 18 22 24 34 70 82 90 16 b
Vil 0 2 4 10 12 20 34 42 58 74 19 a
IX 0 0 2 2 4 14 26 36 40 60 25b
Xl 0 2 2 6 8 14 24 30 48 54 23 b

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

Para as substancias ensaiadas observou-se que apenas o tratamento
com a lignana VIl resultou em maior mortalidade acumulada, 90%, do que o controle
com dieta pura, 84%. Todas as demais substancias ensaiadas apresentaram menor
mortalidade acumulada. Esses resultados indicam que nenhuma das substancias
testadas apresentou potencial tdéxico as operarias de formigas cortadeiras e por isso
nao foram consideradas ativas.

Assim, comparando os resultados obtidos para as fracbes FMH, FMD,
FMA e FMHa com os obtidos para as substancias, acilresorcindis, lignanas e
flavondides, propbe-se que a atividade apresentada pelas fracdes seria

conseqléncia de efeito sinergistico.
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44.2 - Ensaios com o Fungo Simbionte Leucoagaricus
gongylophorus.

4.4.2.1 — Atividades Inibitérias das Fracoes do Extrato Metandlico
de Virola sebifera sobre o Fungo Leucoagaricus gongylophorus.

As fracoes hexanica (FMH), diclorometanica (FMD), acetato de etila
(FMA) e hidroalcéolica (FMHa) obtidas da particdo liquido-liquido do extrato
metandlico das folhas de Virola sebifera foram submetidas a ensaios in vitro com o
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus na concentragdo de 600 pg.mL™
(Figura 4.5).

Crescimento Micelial Crescimento Micelial

- 101
10 1 FMD (A= 5,41 cm?, SD=0,41) B3 FMH (A= 4,88 cm?, SD=0,44)

B3 Controle (A=7,62 cm?, SD =0,41) B3 Controle (A=7,62 cm?, SD =0,41)
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30 dias 30 dias

Crescimento Micelial
Crescimento Micelial
20- 159 B3 FMHa (A =13,13 cm?; SD = 0,76)
B3 FMA (A =13,40 cmz?; SD = 0,90) B3 Controle (A =12,32 cm?; SD = 0,97)
154 E= Controle (A=1,71cm?; SD = 1,64)
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FIGURA 4.55 - Efeito das fragdes hexanica (FMH), diclorometanica (FMD), acetato
de etila (FMA) e hidroalc6olica (FMHa) sobre o crescimento do fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus.

As fragcbes hexanica (FMH) e diclorometanica (FMD) apresentaram
inibicdo de 36,0% e 29,0% do crescimento do fungo simbionte, respectivamente.
Enquanto as fracGes acetato de etila (FMA) e hidroalcéolica (FMHa) promoveram o
crescimento do fungo em 14,0% e 7%, respectivamente.



Resultados e Discussaol 33

Esses dados mostram comportamentos diferentes para amostras de
polaridades diferentes. As fracoes FMH e FMD apresentaram uma pequena inibicao
0 que indica que provavelmente, os compostos presentes nessas amostras,
majoriatariamente lignanas e acilresorcindis, poderiam entdo, apresentar alguma
inibicdo no crescimento do fungo. As fragdes FMA, rica em flavondides, e FMHa
promoveram o crescimento do fungo simbionte, indicando baixa ac¢ao fungicida para
0s compostos mais polares. Seguiu-se assim, a avaliacao das atividades inibitorias
dos compostos isolados, acilresorcindis, lignanas e flavondides.

4.4.2.2 — Atividades Inibitorias das Substancias Obtidas de Virola

sebifera sobre o Fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Dentre as substancias obtidas de Virola sebifera, apenas algumas
delas foram ensaiadas devido a insuficiéncia de massa: os acilresorcindis I, 1l e 1l
em mistura, as lignanas IV (sesamina), V [(-)-hinokinina] e VII [(-)-kusunokinina],
obtidos das fragbes FMH e FMD, e os flavondides VIII (quercitrina) e IX
(isoquercetina) e Xl (quercetina-3-metéxi-7-O-B-D-glicosideo em mistura com VIII)
obtidos da fragédo FMA.

A mistura de acilresorcindis (1, ll, e lll) apresentou 41% de inibicao do
crescimento do fungo enquanto as lignanas sesamina (IV), (-)-hinokinina (V) e (-)-
kusunokinina (VIl) apresentaram 74%, 72% e 100% de inibigdo do crescimento do
mesmo nas concentracdes de 120 pg.mL™" para a (-)-kusunokinina e de 100 pg.mL™
para os demais (Figuras 4.56 e 4.57).

As lignanas apresentaram consideravel potencial toxico ao fungo
simbionte enquanto as fracdes FMH e FMD, que deram origem as mesmas,
apresentaram pequena inibicdo no crescimento do fungo, possivelmente pela menor
concentracdo das mesmas nas fragées.

A toxicidade de lignanas ao fungo Leucoagaricus gongylophorus ja foi
relatada anteriormente, onde estas inibiram o crescimento in vitro deste fungo, onde
foi verificada a toxicidade das lignanas sesamina e epigalgavrina (PAGNOCCA et
al., 1996).
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FIGURA 4.56 - Efeito da mistura de acilresorcnoéis (I, Il, e lll) e das lignanas
sesamina (IV), (-)-hinokinina (V) e (-)-kusunokinina (VII) sobre o crescimento do
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Controle

Controle

FIGURA 4.57 — Imagens do fungo simbionte na presenca das lignanas IV (100 ug.
mL™"), V (100 ug. mL™), VII (120 pg. mL™) e respectivos controles.
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Dentre os flavondides testados, VIII (quercitrina), IX (isoquercetina) e Xl
(quercetina-3-meto6xi-7-O-B-D-glicosideo em mistura com VIII), os resultados para a
isoquercetina e a mistura de quercetina-3-metoxi-7-O-p-D-glicosideo com quercitrina
deram indicios de uma pequena atividade dessas amostras. No entanto, os
bioensaios necessitam ser repetidos uma vez que os experimentos nao foram
reprodutiveis entre as réplicas feitas para cada uma dessas amostras, devido a
problemas nas condigdes experimentais (possivelmente variacao de temperatura). O
bioensaio com a quercitrina (Figura 4.58) resultou em pequena inibicdo do
crescimento do fungo (44%), o que indica novamente, efeito menor da mesma

guando em mistura, uma vez que a fracdo FMA induziu o crescimento do fungo.
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15 = VIl (A= 6,88 cm?; SD= 0,33)
B3 Controle (A= 12,30 cm?; SD= 0,95)

104

Area (cm2)
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FIGURA 4.58 — Efeito do flavondide quercitrina (VIIl) sobre o crescimento do fungo
Leucoagaricus gongylophorus.
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5 — CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas de Virola
sebifera levou ao isolamento e/ou identificagcdo de trés acilresorcindis, quatro
lignanas e cinco flavondéides sendo todos esses flavondides inéditos para a espécie
Virola sebifera, o que contribui significativamente para o perfil quimico desta
espécie.

O processo de purificacdo das fracoes apolares, hexanica e
diclorometanica envolveu o emprego da técnica de cromatografia em contra corrente
e uma busca cuidadosa pelo sistema de solventes a ser empregado na purifcacéo
das amostras. Este trabalho mostrou que esta técnica, apesar de ser
majoritariamente empregada na literatura em trabalhos com fracbes de maior
polaridade, é também eficiente na purificacdo de amostra apolar rica em
acilresorcinéis e lignanas. Foi novamente comprovado que o sucesso desta técnica
esta condicionado a um estudo minucioso na busca do melhor sistema de solventes
a ser utilizado.

Os ensaios por ingestdo dos extratos de Virola sebifera com as
operarias de Atta sexdens rubropilosa mostraram que o tratamento mais ativo foi
com o extrato metandlico das folhas. E dentre as fracdes obidas da particdo liquido-
liquido deste extrato, as fragbes hexanica, diclorometanica e acetato e elita
apresentaram potencial tdéxico as operarias de Atta sexdens rubropilosa. O processo
de purificacdo dessas fragdes gerou substancias que nao foram ativas frente as
operarias de Atta sexdens rubropilosa e, assim, o potencial téxico apresentado pelas
fracdes foi atribuido ao efeito sinergistico.

Essas mesmas fracdes foram também submetidas a ensaio de inibicao
do crescimento micelial do fungo simbionte das formigas cortadeiras, o fungo
Leucoagaricus gongylophorus. Os dados mostraram resultados distintos para as
diferentes fragdes, enquanto as fragbes hexanica e diclorometanica apresentaram
inibicdo de 36,0% e 29,0% do crescimento do fungo simbionte, respectivamente, as
fracOes acetato de etila e hidroalcéolica promoveram o crescimento do mesmo em
14,0% e 7%, respectivamente.

Dentre as substancias isoladas, as lignanas apresentaram grande
potencial fungicida contra o fungo Leucogaricus gongylophorus chegando a
porcentagens significativas de inibicdo do crescimento do fungo como 74%, 72% e



Conclusoes! 37

100% de inibigdo para a sesamina (IV), (-)-hinokinina (V) e (-)-kusunokinina (VII),
respectivamente. As demais substancias ensaiadas, mistura de acilresorcindis (I, Il e

lll) e flavondide quercitrina (VIIl) ndo apresentaram potencial toxico contra este

fungo.
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