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RESUMO

ESTUDO QUIMICO DE Eugenia dysenterica DC. (MYRTACEAE) EM
ASSOCIAC}AO AO CONTROLE DE FORMIGAS CORTADEIRAS Atta
laevigata E EFEITO ALELOPATICO - O estudo descrito neste trabalho
contribui para o conhecimento quimico e biolégico da espécie E. dysenterica,
encontrada especialmente em regido de Cerrado e conhecida popularmente
como “cagaita”. Espécies do género Eugenia sdo utilizadas na medicina popular
para o tratamento de diversas doencas e E. dysenterica possui relatos de
atividade antiviral, fungicida, citotdxica, entre outras. Este trabalho descreve o
isolamento e identificacdo estrutural de sete metabdlitos secundarios presentes
no extrato etandlico das flores de E. dysenterica, assim como a avaliacdo
biologica dos extratos etandlicos das flores, folhas, galhos e sementes frente a
formigas cortadeiras da espécie A. laevigata e avaliacdo do efeito alelopatico. O
estudo das flores foi realizado utilizando diferentes técnicas cromatogréaficas e
0s compostos isolados foram identificados por experimentos uni e
bidimensionais de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C. A investigacdo
quimica do extrato das flores, realizada pela primeira vez, levou a identificacdo
dos compostos acido galico, galato de etila, quercetina, miricetina, kaempferol,
(-)-epicatequina e a juglanina. Os extratos etanodlicos de E. dysenterica e as
fracOes obtidas do extrato das flores, ndo apresentaram resultados significativos
nos ensaios por ingestdo frente as operarias A. laevigata. Ja os ensaios
alelopaticos realizados com os extratos etandlicos brutos das folhas, flores,
galhos e sementes forneceram resultados satisfatérios, sendo que os extratos
das flores e folhas (2 mg/mL) apresentaram os maiores valores de inibicéo,

permitindo a germinagédo de menos de 5% das sementes avaliadas.



ABSTRACT

CHEMICAL STUDY OF Eugenia dysenterica DC. (MYRTACEAE) IN
ASSOCIATION TO LEAF-CUTTING ANTS Atta laevigata CONTROL AND
ALELOPATIC EFECT - The study described in this work contributed to the
chemical and biological knowledge of species E. dysenterica, found especially in
Cerrado and popularly known as “cagaita”. Species of Eugenia are also used in
folk medicine for various diseases and biological activities have been reported for
E. dysenterica such as, antiviral, fungicidal, cytotoxicity, among others activities.
This work describes the isolation and structural identification of seven secondary
metabolites presente in the ethanolic extract of flowers of E. dysenterica, as well
as the biological evaluation of the ethanolic extracts of flowers, leaves, stems and
seeds against leaf-cutting ants A. laevigata and evaluation of allelopathic effect.
The study of flowers was carried out using chromatographic technics and the
isolated compounds were identified by 1D and 2D NMR experiments. The
chemical investigation of flowers extract, first time investigated, led to identified
the compounds ethyl gallate, gallic acid, kaempferol, quercetin, myricetin, (-)-
epicatechin and juglanin. The ethanolic extracts of E. dysenterica and the
fractions obtained from the flower extract didn’t show significant results in the
ingestion tests against the workers A. laevigata. The allelopathic assays
performed with the crude ethanolic extracts of leaves, flowers, stems and seeds
provided satisfactory results. The flowers and leaves extracts (2 mg/mL) showed
the highest inhibition values, allowing the germination of less than 5% of seeds

evaluated.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Produtos naturais no controle de insetos

A pratica humana de utilizar plantas e produtos preparados a partir
de seus constituintes, para o controle de insetos-praga, fungos fitopatogénicos e
plantas daninhas € uma técnica milenar e universal tdo antiga quanto a
civilizacdo humana (RATES, 2001). Atualmente substancias de origem vegetal,
sob a forma de pds, extratos e 6leos essenciais, com propriedades pesticidas e
fungicidas tém desempenhado papel importante em sistemas de manejo de
pragas (SINGH et al., 2003; PAWAR & THAKER, 2006; ABAD et al., 2007).

No entanto, para um inseticida natural ser considerado viavel
comercialmente, ele necessita preencher uma série de requisitos, como eficécia,
seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade em mamiferos e
biodegradabilidade. Além de possuir matéria-prima abundante, baixo custo,
potencial para patentear a tecnologia de obtencdo dos compostos inseticidas e
facilidade para padronizacdo dos compostos ativos em variedades naturais da
planta-fonte (CORREA et al., 2007). Podemos destacar na FIGURA 1.1. (p. 17)
inseticidas naturais isolados de plantas dos quais alguns sdo atualmente ou
foram muito utilizados e outros que ainda estdo em fase de estudos (CORREA
et al., 2007).
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FIGURA 1.1 - Estruturas quimicas de alguns inseticidas oriundos de plantas.
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1.2 - O Cerrado brasileiro e suas caracteristicas

O Brasil possui uma extensao territorial de aproximadamente
8.500.000 km?, se tornando o quinto maior pais do mundo e primeiro, no quesito,
na América Latina. Este possui uma variedade de climas e ambientes propicios
para o desenvolvimento de diferentes espécies de plantas e animais, 0s quais
sdo distribuidos em cinco biomas caracteristicos: Pantanal, Pampa, Mata
Atlantica, Caatinga e Cerrado (BEUCHLE et al., 2015).

De acordo com estimativas da Convencéao da Diversidade Bioldgica
(CDB), o Brasil abriga aproximadamente 20% de toda biodiversidade mundial,
tornando-se assim, o maior do planeta em numero de espécies endémicas
(BARREIRO & BOLZANI, 2009). Essa biodiversidade € vista como fonte de
substancias biologicamente ativas e € fundamental sua preservacao tanto pelo
valor de suas riquezas biolégicas como pelo seu potencial como fonte de novos
farmacos. Entretanto, o nUmero de espécies estudadas visando o descobrimento
de propriedades terapéuticas é extremamente pequeno (BARREIRO & FRAGA,
2005).

Dentre os biomas brasileiros, encontra-se o Cerrado qual é o
segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma area de 2.036.448 km?,
cerca de 22% do territdrio nacional. Sua area continua incide nos estados de
Goias, Mato Grosso, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia,
Maranhdo, Rondoénia, Piaui, Parana, Sado Paulo e Distrito Federal, além dos
encraves em Roraima, Amapa e Amazonas. O mesmo apresenta extrema
abundéancia de espécies endémicas com potencial para descoberta de
substancias bioativas. No entanto, sofre uma excepcional perda de habitat
levando este a ser considerado um dos “hotspots” mundiais. O Cerrado € o
bioma que possui menor porcentagem de areas sobre protecao integral (8,21%),
sendo 2,85% unidades de conservacdo de protecédo integral e 5,36% de
unidades de conservacao de uso sustentavel (MMA, 2016).

Este bioma apresenta grande variedade de sistemas ecoldgicos,
diferentes tipos de solos, relevo, altitude e clima tropical com uma longa estacéo
seca. Sua vegetacao rasteira, caracterizada principalmente por gramineas,
coexistindo com arvores esparsos, baixos, tortuosos, de casca grossa, folhas

largas e sistema radicular profundo. Essas caracteristicas sdo devidas
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principalmente ao desequilibrio no teor de micronutrientes do solo (GUIMARAES
et al., 2006; MEDEIROS, 2011).

Embora a diversidade fitoquimica do Cerrado seja muito ampla,
ainda € pouco conhecida e explorada do ponto de vista quimico e farmacoldgico.
Mesmo com o0 aumento de pesquisas a respeito desta flora, ainda resta uma
grande quantidade de espécies a serem estudadas, pois inUmeros metabdlitos
secundérios foram isolados deste bioma e apresentaram atividade biol6gica
relevante, o que justifica esse dominio como fonte promissora para a descoberta
de substéancias bioativas (NASCIMENTO, 2014).

1.3 - A familia Myrtaceae e o0 género Eugenia

Neste cendario ainda pouco estudado, destaca-se a familia
Myrtaceae, nativa de regides tropicais, principalmente América do Sul, Asia e
Australia, com cerca de 5500 espécies distribuidas em aproximadamente 142
géneros. No Brasil, podem ser encontrados em torno de 48 géneros com cerca
de 900 espécies (DA SILVA, et al., 2007; CANTANHEDE FILHO et al., 2017).

Os principais géneros desta familia destacam-se devido a
utilizacdo de seus frutos: Psidium (goiabeira, araca), Martierea (cambucd),
Campomanesia (guabiroba), Paivaea (cambuci), Syzigium (jameldo) e Eugenia
(cagaita) (COLLA, 2012).

O género Eugenia compreende cerca de 385 espécies presentes
apenas no Brasil, distribuido em diferentes regiées, sendo um dos maiores
géneros da familia Myrtaceae (SOBRAL et al., 2014). As espécies desse género
sdo usadas na medicina popular para inUmeros tratamentos, por possuirem
propriedades anestésica e analgésica (E. caryophyllata); antidiarreica (E.
axillaris, E. grandis, E. uniflora e E. dysenterica); antidiabética (E. jambolana e
E. punicifolia); anti-hipertensiva (E. uniflora); laxativa (E. dysenterica);
anticancerigena em glandulas mamarias (E. sandwicensis), dentre outras
(GRANGEIRO et al. 2006; COLE et al. 2007). Também tem despertado a
atencao da industria farmacéutica, pois suas frutas sdo ricas em vitaminas e em
substancias antioxidantes (ISHIKAWA et al.,, 2008; FRANZON, 2009;
STEFANELLO et al., 2011; HU et al.,, 2012). Desta forma sua composi¢céo

quimica destaca-se a presenca de terpenoides, derivados fendlicos, flavonoides
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e taninos (LAGO et al., 2011). Na FIGURA 1.2 (p. 20) e possivel observar alguns

metabolitos secundarios representantes destas classes.

FIGURA 1.2 - Estruturas quimicas de alguns representantes de terpeno (a-Tujona),

derivado fenolico (Acido Cafeico), flavonoide (Apigenina) e tanino (Aceritanino).
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A investigacdo por atividades biol6gicas deste género, identificou
atividades hipoglicemiante, anti-hiperlipidémica (PEPATO et al., 2005; QI et al.,
2010), alelopatica (IMATORI et al.,, 2013), antidiabética, antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral e antitumoral, que estdo relacionados aos metabdlitos
secundarios como os, flavonois poliidroxilados, formados principalmente por
aglicona quercetina, miricetina, canferol, mearnsetina e gossipetina (MAGINA,
2008; SINGH et al., 2012).

Destaca-se que menos de 10% das espécies desse género foram
estudadas quimicamente e biologicamente (GILIOLI, 2010). Na TABELA 1.1, (p.
21) e nas FIGURAS 1.3 a 1.5, (p.22 a 24) sédo descritos alguns compostos

isolados e/ou identificados em espécies de Eugenia.
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TABELA 1.1 - Metabdlitos secundarios isolados de espécies pertencentes ao género Eugenia.

Espécie Metabolitos secundarios Referéncia

E flavescens Acido betulinico (1), lupeol (2), quercitrina (3), catequina (4), miricitrina (5), acido CANTANHEDE FILHO
' protocatecuico (6), acido galico (7), rutina (8), miricetina (9), quercetina (10), canferol (11) et al., 2017

E. brasiliensis a-amirina (12) e B-amirina (13) MAGINA et al., 2012
E. uniflora Cianidina-3-O-B-glucopiranosideo (14) e delfinidina-3-O-B-glucopiranosideo (15) EINBOND et al., 2004

E umbeliflora Petunidina-3-O-B-glucopiranosideo (16), pelargonidina-3-O-p-glucopiranosideo (17), KUSKOSKI et al.,
' peonidina-3-O- B-glucopiranosideo (18) e malvidina-3-O-B-glucopiranosideo (19) 2003
Gossipetina-3,8-dimetiléter-5-O-3-glicosideo (20), gossipetina-3,5-dimetiléter (21),
miricetina-3,5,3’-trimetiléter (22), acido protocatéquico (6), epigalocatequina-3-O-galato
E. edulis (24), quercetina-3-O-B-galactosideo (25), quercetina-3-O-B-(6"-galoilglicosideo) (26),
guercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (27), canferol-3-O-a-arabinofuranosideo (28),
miricetina-3-O-a-raminosideo (miricitrina) (5) e quercetina (10)
Acido betulinico (1), acido 3B-cis-p-cumaroiloxi-2a, 23 diidroxiolean-12-en-28-6ico (29),
acido 3B-trans-p-coumaroiloxi 2a,23-diidroxiolean-12-en-28-6ico (30), acido 23-trans-p-
cumaroiloxi-2a,3B-diidroxiolean-12-en-28-6ico (31), hederagenina (32), GU et al., 2001
acido maslinico (33), acido alfitdlico (34), acido 2a,3a-diidroxilup-20(29)-en-28-6ico (35),
acido 3,23-diidroxilup-20(29)-en-28-06ico (36) e B-sitosteril 3-O-B-d -glucopiranosideo (37)

Miricetina (9), mearnsetina (38), acido galico (7) e acido 3-acetil ursolico (39) OLIVEIRA et al., 2006

HUSSEIN et al., 2003

E. sandwicensis

E. malaccensis
Monometil-olivetol (40), B-sitosterol (41), stigmasterol (42), uvaol (43), eritodiol (44), a&cido MORESCO et al.,

E. catharinae rotundico (45), quercetina (10), catequina (4) e miricetrina (5) 2016
E dvsenterica Catequina (4), quercetina (10), epicatequina (46), acido elagico (47), metil 3-hidroxi-4- VITSEIIkVQ’a?OlZ?)lG
-y metoxilbenzoato (48), metil 4-hidroxifenil propionato (49), E-metil-4-hidroxicinamato (50) v
E aguea Cianidina-3-glucosideo (51), miricitrina (5), europetin-3-O-a-L-raminosideo (52), MA%\I?AVI;/E;A%\IQZ?aI
-ad 4-hidroxibenzaldeido (53), floretina (54), mirigalona-G (55) e mirigalona-B (56) 2013 "
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FIGURA 1.3 - Compostos isolados da classe esteroidal em espécies do género Eugenia.
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FIGURA 1.4- Compostos fendlicos isolados em espécies do género Eugenia.
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FIGURA 1.5 - Compostos flavonoidicos isolados em espécies do género Eugenia.
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1.4 - A espécie E. dysenteria

A espécie E. dysenteria, conhecida popularmente como “cagaita”
ou “cagaiteira”, € uma espécie da flora apicola do Cerrado e destaca-se
principalmente pelos seus frutos (FIGURA 1.6 A-D, p.25). Esté distribuida nos
estados da Bahia, Tocantins, Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais (NAVES et al.,
1995). Esta arvore encontra-se bem adaptada a solos pobres, que sé&o
caracteristicos do Cerrado brasileiro (OLIVEIRA et al., 2011). A populacao utiliza
os frutos da cagaiteira in natura ou beneficiam o fruto em forma de picolés, sucos,
sorvetes, geleias e licor, exibem caracteristicas sensoriais impares
(MARTINOTO et al., 2008; MAZUTI SILVA et al., 2015).

FIGURA 1.6 - A) Arvore de E. dysenterica; B) Folhas; C) Flores; D) Ramos com frutos

maduros.

(Fonte: Figura A e B o Autor; C e D PINTEREST, 2017).

25



Em relagdo a utilizacdo medicinal, suas folhas e cascas sé&o
utilizadas na medicina popular como antidiabético, para problemas cardiacos e
ictericia. Além disso, a infusdo de folhas € usada para reducédo do colesterol
(SILVA et al., 2010). O cha de suas folhas é empregado para problemas de
coracao e diarreia, enquanto que o cha de suas flores para o tratamento dos rins,
além de haver relatos de flor e casca serem utilizadas para tratamento da bexiga
e do ciclo menstrual (CHAVES, 2001; DUBOC et al., 2007). Seus frutos causam
disenteria (Que remete a origem de seu nome) quando ingeridos em excesso ou
fermentados pelo sol, causando um mal-estar semelhante a embriaguez. Por
outro lado, a infusdo de folhas e da casca da arvore tem efeito contrario, sendo
empregada pela medicina popular como antidiarreico (ISMAN 2006).

J& estudos cientificos com E. dysenterica levou a observacéo de
um alto potencial bioldgico, sendo relatada como inibidor da enzima tirosinase
(SOUZA et al., 2012); agente antiviral (CECILIO et al., 2012); atividade
genotoxica e citotoxica (VIEIRA et al., 2012); acdo moluscicida (BEZERRA et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2006); antileucémica (VITEK et al., 2016); fungicida
(COSTA et al., 2000; ROESLER et al., 2010) e acao antioxidante (JORGE et al.,
2010).

De acordo com Cecilio e colaboradores (2012), o extrato etandlico
de folhas de E. dysenterica inibe a replicacdo de rotavirus SA11l in vitro e ndo
apresenta toxicidade na concentracdo de até 500 ug/mL. sugerindo que esta
acao pode estar relacionada com flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas e
terpenos presentes no extrato (CECILIO et al., 2012; MAZUTI SILVA et al. 2015).
Ja Carvalho (2009) determinou a capacidade antioxidante pela polpa que atingiu
0 maximo de atividade na concentragao de 500 pg/mL, utilizando o método
fotocolorimétrico do DPPH. Outro estudo avaliou o 6leo essencial das folhas
desta espécie oqual demonstrou atividade inibidora in vitro de fungos da espécie
Cryptococcus neoformans, com uma concentracdo abaixo de 250 ug/mL,
enquanto quatro cepas mostraram sensibilidade com valores abaixo de 125
pg/mL (COSTA et al., 2000).

Em contrapartida aos efeitos benéficos da espécie, alguns estudos
realizados tém verificado efeitos toxicos ou indesejaveis. Observaram a atividade
toxica em ratos machos com o consumo da plata triturada de E. dysenterica,

mostrando reducdo no peso do timo, degeneracdo discreta do figado e

26



diminuicao dos niveis de creatinina. Também foi comprovada a atividade toxica
do extrato da semente de E. dysenterica sobre larvas de Artemia salina
(FONSECA et al., 2013).

1.5 - Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos com baixa massa molecular,
derivados de fenilbenzopiranos, seu esqueleto base consiste em um esqueleto
difenilpropano (C6-C3-C6) com dois anéis benzénicos (anel A e B) ligados a um
anel pirano (C) FIGURA 1.7, (p. 28) (HICHIRI et al., 2011). A numeracédo da
estrutura dos flavonoides é iniciada pelo sistema benzopiranico, sendo o0s
atomos de carbonos individuais numerados com algarismos arabicos para os
anéis A e C e numeros marcados com linha (‘) para o anel B e a numeracéo 9 e
10 podem ser substituidas por 8a e 4a, os substituintes recebem numeracéao de
acordo com a posicao e a subclasse flavonoidica.

Os flavonoides (termo derivado da palavra em latim “flavus”, que
significa amarelo) constituem uma classe de compostos polifendlicos de ampla
distribuicdo no reino vegetal. S&o encontrados naturalmente em plantas, frutas,
vegetais e cereais principalmente na forma de glicosideos, sdo os pigmentos
amarelos, vermelhos azuis e laranjas das flores, responsaveis também pela cor
amarela das folhas no outono. Possuem papel importante no crescimento
normal, desenvolvimento e defesa das plantas. Atuam como atrativos visuais
contribuindo com a polinizacdo, como um mecanismo de defesa do ataque de
microrganismos, insetos e como protetores da radiacdo ultravioleta por suas
propriedades antioxidantes (ZHANG et al., 2008; HIDALGO et al., 2010; YUNES
et al., 2012).

O organismo humano nao produz essas substancias e por isso
possuem um papel importante na dieta humana, mesmo nao sendo
considerados nutrientes. Estima-se que a ingestao diaria de flavonoides na dieta
€ de 50-800 mg/dia (PIETTA, 1999) e a eles séo atribuidas uma grande
variedade de atividades biologicas e farmacoldgicas, tais como antioxidante,
cardioprotetora, vasoprotetora, antitrombética, acdo antiviral e contra certas
formas de cancer (HIDALGO et al., 2010; YUNES & CECHINEL, 2012).
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FIGURA 1.7 - Estrutura basica de um flavonoide (designa¢éo dos anéis e numeracao

dos &tomos de carbono).

A biossintese dos flavonoides ocorre por via mista, a via do acido

chiguimico (que origina o anel B e os trés atomos de carbono que formam o anel

C) e a do acetato (d4 origem ao anel A), assim conhecida como via dos

fenilpropanoides (sintetizado a partir do acido chiquimico) que age como

precursor na sintese de um intermediario ao qual adicionados trés residuos de

acetato com posterior ciclizacdo da estrutura. Apresentam seis subclasses

majoritarias, de acordo com grau de oxidacdo do heterociclico, em: flavonas,

flavonois, antocianinas, isoflavonas, flavononas e flavan-3-ols (FIGURA 1.8, p.
28), (DEWICK, 2009; VUKICS et al., 2010). A combinacgédo das subclasses com

glicosilacbes em diferentes posicdes e a variedade de acuUcares existentes,

produz uma grande quantidade de diferentes compostos.

FIGURA 1.8 - Classifica¢éo dos flavonoides por subclasse.

Flavona

Flavanona

Flavonol

oo™ C
O
o
OH
8]

Antocianinas

OH

Flavan-3-ols

[soflavona

28



Os flavonoides sao encontrados nas plantas como aglicona
(flavonoide sem a unidade de acUcar), ou como derivados glicosilados. As
moléculas de acucar podem se unir as estruturas dos flavonoides,
preferencialmente na posicédo 3 do anel C e com menor frequéncia na posicéo 7
do anel A, de forma que estes compostos sdo encontrados como orto-
glicosideos, sendo a glucose o residuo de acucar mais frequente. Outros
acucares também presentes nos compostos glicosilados sao galactose,
ramnose, arabinose e xilose (PIETTA, 2000; ALMEIDA, 2006).

1.6 - Estudo Alelopatico

Alelopatia é normalmente definida como o efeito que uma
determinada planta causa no crescimento e desenvolvimento da vegetacao
adjacente através da liberacdo de compostos quimicos para o ambiente (RICE,
1984). Essa interacdo acarreta uma resposta, positiva ou negativa na planta
sensivel a tais metabdlitos chamados de aleloquimicos, que sédo produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas (INDERJIT & NILSEN, 2003; ALMEIDA et
al., 2006). A liberagéo de substancias quimicas no meio ambiente pode ocorrer
de diferentes formas, sendo que as rotas de liberacédo incluem a volatilizacéo
pelas partes aéreas do vegetal, exsudacdo pelas raizes, a lixiviacdo das
superficies do vegetal pela chuva, neblina, orvalho e principalmente pela
decomposicao de residuos vegetais (ANAYA, 1999; MARASCHIN-SILVA &
AQUILA, 2006).

A atividade alelopatica envolve fatores bidticos como
microrganismos e densidade vegetal, além de fatores abioticos, como incidéncia
de raios UV, disponibilidade de agua, temperatura, solo, entre outros. Fatores
esses que podem afetar a liberagcdo, composicdo quimica e o modo de atuar
destes compostos (INDERJIT, 1996).

A forma de acdo dos aleloquimicos pode ser de duas formas, sendo
(a) “efeito indireto”, quando o composto alelopatico modifica, primeiramente,
algumas propriedades quimicas e nutricionais do solo e também na populacéo
de organismos que habitam o mesmo; (b) “efeito direto”, que sdo quando a
substancia interfere no metabolismo vegetal (FERREIRA & AQUILA, 2000;
MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2006), podendo assim afetar a concentracao e
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balango hormonal, a estrutura celular, a permeabilidade das membranas, a
absorcdo de minerais, influenciar a fotossintese; a atividade enzimatica; as
relacbes hidricas e a conducdo de seiva, além de poder alterar DNA e RNA
(RICE, 1984; RIZVI, 1992; MARASCHIN-SILVA & AQUILA, 2006).

Sabendo que ndo é possivel descartar o uso de herbicidas
sintéticos completamente, o manejo com herbicidas naturais que aja diretamente
na planta invasora pode reduzir seu uso de forma que néo prejudique a producao
agricola e minimize os danos ao meio ambiente (BHADORIA, 2011;
CANTANHEDE FILHO et al., 2017).

Entre os aleloquimicos comumente citados como responsaveis por
causarem efeitos diretos e indiretos estdo os terpenos, alcaloides, taninos,
flavonoides, esteroides, acidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas
(MALHEIROS & PERES 2001; FORMAGIO et al., 2010; IMATORI et al., 2013).

Sendo assim, na busca de bioerbicidas, a espécie E. dysenterica
foi selecionada para avaliacdo do potencial fitotoxico, associado sobretudo a
inibicdo da germinacéo de sementes, do crescimento da radicula e do hipocatilo
frente a trés espécies de plantas, Lactuca sativa (alface) e duas espécies de
plantas invasoras de pastagens Emilia sonchifolia (serralhinha) e Bidens pilosa

(picdo-preto).

1.7 - Formigas Cortadeiras

As formigas cortadeiras sdo representadas principalmente pelos
géneros mais evoluidos Acromyrmex (quenquéns) e Atta (salvas). Estas
formigas pertencem a classe Insecta, ordem Hymenoptera e estdo reunidas na
familia Formicidae, subfamilia Myracinae e tribo Attini. Sao principalmente
conhecidas como pragas devido seu poder de destruicdo de um amplo niumero
de espécies vegetais e pelo prejuizo econdmico para a agricultura e silvicultura
brasileira (BERTI et al., 1992; LEITE, 2005).

Estas formigas sé@o consideradas “cortadeiras” porque elas cortam
e carregam para o ninho diversos materiais vegetais ou utilizam das porcdes ja
despendidas como flores, folhas e galhos finos (FERNANDES et al, 2007; REIS
FILHO et al.,, 2007; GIMENES, 2013). Estes insetos exibem caracteristicas

sociais, como cuidados e cooperacéo entre companheiras de ninho, separacao
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de tarefas em que cada casta realiza seu papel e ainda a sobreposicdo de
geracdes (MARINHO et al., 2006).

A populacdo de um sauveiro é dividida em castas de trabalhadores,
esses individuos se diferenciam morfologicamente de acordo com as funcdes
que desempenham na colonia (DELLA LUCIA & VILELA, 1993). As formigas
maiores, denomidas soldados, tem como fungéo cortar as folhas e carregar para
dentro do ninho, e por serem as mais fortes o seu principal dever € cuidar da
defesa do ninho. As de médio porte, sdo denominadas operarias, tém a funcao
de picar o material vegetal em pedacos menores. As menores, conhecidas como
jardineiras, cuidam do crescimento do jardim de fungo, alimentando os ovos,
larvas e pupas (JACCOUD, 2000; BOULOGNE et al., 2012; BATALHAO, 2014).

No exterior dos ninhos das salvas sdo observados montes de
terras granuladas que sédo das escava¢fes que geram inUmeras galerias que
interligam as camaras do formigueiro, responsaveis por acomodar a rainha, o
jardim de fungo e até mesmo o lixo (JACCOUD, 2000).

As formigas Attini sdo restritas ao continente Americano e
constituem um grupo unicamente de clima tropical. Sendo que sua distribuicdo
geografica vai desde a regido sul dos Estados Unidos até a regido central do
Argentina, incluindo vérias ilhas do Caribe e algumas ilhas das Antilhas, néo
ocorrendo no Chile e nas regifes transandinas da América do Sul (REIS et al.,
2007; BICALHO, 2011).

O maior numero de espécies de salvas da América do Sul esta no
Brasil, sdo 10 espécies de um total de 15 do género, sendo a maior ocorréncia
nas regides tropicais e subtropicais das Américas, seguindo da Argentina e do
Paraguai (NORTH et al., 1997). Estas espécies quando se encontram em
ambientes equilibrados ecologicamente, apresentam diversos beneficios a
natureza, uma vez que fazem a poda de algumas plantas, exercem papel
importante na aeracdo do solo, incorpora material organico a terra, € predadora
de diversos artropodes, entre outras utilidades (MOUTINHO et al., 2003;
PETERNELLI et al., 2004; BATALHAO, 2014).

Nos ambientes alterados pela atividade humana, a densidade dos
ninhos de formigas cortadeiras pode aumentar de 5 a 10 vezes em relagdo a um
ambiente equilibrado, gerando danos a agricultura e silvicultura, uma vez que é

grande o numero de culturas atacadas e danificadas por estes individuos
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(ALMEIDA et al., 2007; FERNANDES et al., 2007; GIMENES, 2013). Fato esse
que faz com que as formigas sejam consideradas as mais sérias pragas das
areas agroflorestais do continente, sendo que seu controle € uma das maiores
preocupacdes dos agricultores e dos silvicultores.

Salvas da espécie Atta laevigata, conhecida popularmente como
salva cabeca de vidro, é praga de florestas e plantas cultivadas em geral,
pastagens, eucaliptos, pinheiros, milho, coqueiros novos, cana-de-aclUcar e
mandioca. Esta espécie de formiga possui danos drasticos, visto sua grande
demanda de ramos e folhas para utilizagio como substrato para o
desenvolvimento dos fungos para alimentacdo da coldnia (FRANCO et al.,
2013).

Todas as espécies da tribo Atinni caracterizam-se por
apresentarem uma relacao indispensavel de simbiose com fungo especifico,
cultivado em substrato de origem vegetal (MIYASHIRA et al., 2012). Estes
géneros, Atta e Acromyrmex, cortam partes vegetais e as utilizam para cultivar
seu fungo.

As formigas cortadeiras vivem em simbiose com o fungo
L. gongylophorus. Essa € uma relacao interespecifica de mutualismo, havendo
grande dependéncia entre ambos. O fungo cresce dentro do ninho, mais
especificamente na camara do jardim do fungo, onde é cultivado em substratos
de origem vegetal coletados pelas formigas. O fungo, serve como alimento para
a rainha e as larvas e metaboliza polissacarideos derivados das plantas em
nutrientes ingeriveis pelas formigas para alimentar as operarias adultas, em
troca as formigas fornecem massa vegetal para seu desenvolvimento e defende
o fungo de parasitas e possiveis competidores (MEHDIABADI & SCHULTZ,
2009).

A base alimentar da colb6nia é constituida pelo fungo simbionte,
mas ndo é a Unica, uma vez que este representa apenas 9% da necessidade
energética das operarias adultas. As operarias adultas ingerem seivas
diretamente das plantas no momento do seu corte e complementam sua
alimentacao (SILVA et al., 2003; RICHARD et al., 2005).

Desta forma, as necessidades energéticas das operarias séo
supridas em grande parte pela energia obtida de carboidratos, principalmente

polissacarideos que representam a maior massa do material sélido vegetal

32



(WEBER, 1972; BICALHO, 2011;). O fungo possui enzimas que digerem
celulose, xilana, amido, pectina e proteinas (MARICONI, 1974; FEBVAY &
KERMARREC, 1981).

A relacdo existente entre as formigas e o fungo, possibilita uma
maior adaptacao devido a alimentacao diversificada de vegetais, onde é refletido
nos seus ninhos que sao extremamente complexos e populosos, além de sua
grande importancia ecolégica, uma vez que sao considerados herbivoros
dominantes em diferentes ecossistemas (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

E necessario o controle desses insetos, seja atacando diretamente
as formigas com inseticidas ou pelo fungo simbionte. Entretanto, uma grande
dificuldade encontrada no controle se deve a ocorréncia delas o ano todo,
facilidade de formacéo e estabilizacdo de novas colonias e pela complexidade
de um formigueiro adulto (WEBER, 1972).

Sabendo que as formigas cortadeiras também possui aspectos
positivos e importantes para a natureza, como 0s ja citados anteriormente, o
controle seria a alternativa mais adequada e ndo o combate (BICALHO, 2011).

As principais formas de controle dos formigueiros séo os métodos
biolégicos, mecanicos e quimicos. No controle biolégico utiliza-se de predadores,
parasitoides e microrganismos (fungos, bactérias e virus) que usa a formiga
como hospedeira. Entretanto, ainda e necessario pesquisas para que este
método pode ser utilizado com seguranca, principalmente no meio ambiente. No
controle mecénico é baseado na destruicdo do ninho até que a rainha seja
localizada e morta. Este e um método pouco utilizado, uma vez que apresenta
uma baixa viabilidade, somente para ninhos jovens. Ja os métodos quimicos sao
0S mais empregados no campo, pois oferece maior seguranca ao operador,
dispensa méo de obra e equipamentos especializados e permite o tratamento de
formigueiros em locais de dificil acesso (BOARETTO & FORTI, 1997;
PETERNELLI et al., 2008; BATALHAO, 2014).

A utilizacdo indiscriminada de inseticidas sintéticos, que sdo em
sua maioria compostos fosforados, halogenados e sulfurados, ocasiona
problemas como aparecimento de resisténcia, contaminacéo do solo e lencois
freaticos, além da nao especificidade atingir espécies ndo-alvo ocasionando
desequilibrio ecoldgico (BATALHAO, 2014).
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Sendo assim, a busca por métodos alternativos (extratos naturais
e inimigos naturais) no controle de formigas cortadeiras tem crescido
consideravelmente como medida para diminuir o emprego de inseticidas
sintéticos (BATALHAO, 2014).

Neste contexto, visando a busca de inseticidas mais seletivas e
menos prejudiciais a0 meio ambiente, o Grupo de Produtos Naturais do
DQ/UFG-RC, juntamente com a UEG de Ipameri-GO avaliou o efeito da
E. dysenterica no controle de A. laevigata.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi realizar o estudo quimico do
extrato etandlico das flores de E. dysenterica (Myrtaceae), assim como avaliar o

potencial inseticida e alelopatico da espécie estudada.

2.2. Objetivo especifico

Fracionar o extrato etandlico das flores de E. dysenterica através de

diferentes técnicas cromatogréficas;

e Isolar, identificar e caracterizar os metabdlitos secundarios presentes no

extrato, empregando técnicas de RMN *H e 3C, uni e bidimensionais;
¢ Avaliar o efeito inseticida dos extratos etandlicos das folhas, flores, galhos
e sementes frente a operarias de formigas cortadeira (A. laevigata),

empregando técnica de dieta contaminada;

e Investigar, por meio do teste alelopatico a capacidade herbicida dos

extratos etanodlicos da folhas, flores, galhos e sementes.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e equipamentos

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Solventes

Solventes grau P.A.: hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e

metanol, de diversas marcas.

Solventes grau HPLC: Isopropanol, metanol e acetonitrila, marcas
Panreac, Tedia J. T. Baker.

Solventes deuterados para RMN: acetona, dimetilsulféxido e metanol,
marcas Sigma-Aldrich e Merck.

Reveladores empregados

Solucédo acida de vanilina (3,0 g de vanilina, 135 mL de agua destilada,

135 mL de metanol e 30 mL de acido sulfurico concentrado).

Solucéo de Dragendorff (1 mL de solugcéo estoque do reagente, 2 mL de

acido aceético glacial e 10 mL de agua destilada).

Céamara de luz ultravioleta com irradiagdo de luz no comprimento de onda
de 254 e 365 nm.

Camara de luz ultravioleta com irradiacdo de luz nos comprimentos de

onda 254 e 365 nm, marca Espectroline, modelo CM-26 UV.

Fases Estacionarias

Cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta (CC): silica gel (70-230
mesh) e silica gel (230-400 mesh) denominadas respectivamente silica

comum e silica flash, ambas Macherey-Nagel.
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e Cromatografia de exclusdo em coluna aberta (CE): Sephadex LH-20,
Sigma-Aldrich.

e Cromatografia em camada delgada (CCD): fase estacionaria: silica gel 60

com F254 (¢ = 0,2 mm), em folhas de aluminio, Fluka.

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): coluna Agilent Zorbax
Eclipse XDB-C18 (5 ym, 150 x 4,6 mm).

3.1.4. Equipamentos

e Evaporador Rotativo marca Fisatom, modelo 801, com banho de
aguecimento redondo Fisatom, modelo 550 e bomba de hidrovacuo da
marca VACUUBRAND GMBH + CO KG, modelo ME 1C.

e Agitador Vortex marca IKA, modelo Genius 3.

e Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrobmetro de Massas (CG-EM)
da marca Agilent, modelo 7820 A — Series MSD 5975, equipado com
coluna HP- 5 MS (30 m x 250 ym e filme 0,25 um).

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) - Sistema Analitico:
Equipamento da marca Agilent, modelo 1260 Infinity, bomba quaternaria,
com detector de arranjo de diodos (DAD), injetor manual e software
EZChrom Edition.

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) - Sistema
Preparativo/Semi-Preparativo: Equipamento da marca Agilent, modelo
1260 Infinity, bomba preparativa com extensdo gradiente, com detector
de multiplos comprimentos de onda (MWD), equipado com coluna LUNA
C-18 (100 A e 10 ym — 250 x 7,0 mm), injetor manual e software Chem

Station.
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e Equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear da marca Bruker,
modelo Ascend 400’54 (400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C).
Experimentos realizados em colaboragdo com Laboratorio Multiusuario do
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia
- MG.

e Equipamento da marca Bruker, modelo Avance Il - 11,7 Tesla (500 MHz
para 'H e 125 MHz para 3C). Experimentos realizados em colaboragéo
com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido, Instituto de Quimica, Universidade

Federal de Goias, Goiania — GO.

3.2. Metodologia

3.2.1. Coleta do material vegetal

As diferentes partes da espécie E. dysenterica foram coletadas nas
dependéncias da Universidade Federal de Goias - Regional Cataldo (UFG/RC),
municipio de Cataldo — GO, sob a Autorizacdo n°® 010698/2013-2 CNPq e
coordenadas de GPS (S18°09'16.4"; W47°55'43.2"), sendo esta parte do
trabalho auxiliada pelo Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro (Instituto de
Biotecnologia, UFG/RC), o qual realizou a identificacdo e a catalogacdo da

espécie.

3.2.2. Obtencdo dos extratos etandlicos de E. dysenterica

O material vegetal (folha, flor, galho e semente) foi seco a temperatura ambiente,
moido em moinho de facas e submetido a maceragdo em etanol a temperatura
ambiente, sendo realizadas trés extracbes de sete dias cada. Apds cada
extracdo, o material foi filtrado e o solvente evaporado em rotaevaporador com
temperatuda de 40 °C, sendo obtidos os extratos brutos etanolicos de E.

dysenteria.
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3.2.3. Particéo liquido-liquido dos extratos etandlicos de E.dysenterica

Realizou-se se particéo liquido-liquido dos extratos etandlicos com
a finalidade de minimizar a complexidade quimica dos mesmos. Cerca 20,0 g de
cada um dos extratos brutos das flores (L), galhos (G), sementes (S) e folhas (F)
foram individualmente solubilizados em 300,0 mL de uma mistura MeOH/H20
(3:7) e submetidos a extracéo sucessivas liquido-liquido com hexano (200,0 mL)
e acetato de etila (200,0 mL), sendo cada uma das extracdes realizadas em
triplicata. Os solventes foram evaporados, obtendo-se as fragdes hexano (H),
acetato de etila (A) e hidroalcoolica (W).

3.2.4. Perfil quimico dos extratos etandlicos de E. dysenterica

O perfil cromatografico dos extratos etandlicos de E. dysenterica foi
realizado em coluna C18, utilizando acetonitrila/agua em gradiente exploratério
de 10-90% de acetonitrila durante 60 min, com fluxo de 1 mL/min e detector de
UV/DAD (217, 220, 240, 254 e 365 nm).

3.2.5. Fracionamento cromatografico da particdo acetato de etila das flores
(LA) de E. dysenterica

A fracdo LA (3,10 g) foi fracionada por CC (¢ x h =6,0 x 15,0 cm),
utilizando-se silica gel (70-230 mesh) como fase estacionaria e eluicao gradiente
em ordem crescente de polaridade (TABELA 3.1, p. 40), visando a separacéo
dos constituintes quimicos em grupos, de acordo com suas polaridades
(FLUXOGRAMA 3.1, p. 40). Apoés fracionamento, as nove subfracdes obtidas
foram analisadas por CCD, reveladas sob radiacdo UV (254 e 365 nm) e com
solucdo acida de vanilina, além de seus perfis quimicos analisados por CG-EM
e CLAE-DAD. Selecionou-se para dar continuidade ao trabalho de isolamentos
as subfracdes 4, 5, 6 e 7 por apresentarem maior massa e perfil quimico
indicativo da presenca de varios compostos. Devido a semelhanca apresentada
pelas subfracbes 4 e 5, ambas foram reunidas para estudo em conjunto e

denominadas subfracéo LA 1.4-5.
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TABELA 3.1 - Sistemas de eluentes utilizados no fracionamento da fracao LA.

Fracbes Sistema de eluente Proporcéo
LA1 Hex 100%
LA 2 Hex/AcOEt 1:1
LA 3 Hex/AcOEt 1:1
LA 4 AcOEt 100%
LAS AcOEt 100%
LA 6 AcOEt 100%
LA7 AcOEt/MeOH 1:1
LA 8 MeOH 100%
LA 9 MeOH 100%

FLUXOGRAMA 3.1 - Fracionamento cromatogréfico da fragcao LA.

Fragéo AcOEt
das flores (LA)
3,10 g
LA 1 LA2 LA 3 LA 4 LAS LAG6 LA7 LA 8 LA9
0,0032 g 0,0578 g 0,0512 g 0,0523 g 0,1591g| |0,2222 g 1,9949 g 0,1307 g 0,1688 g

3.2.5.1. Fracionamento da subfracdo LA 1.4-5

Afragdo LA 1.4-5 (167,8 mg) foi fracionada utilizando CC com silica
gel e eluicdo gradiente em ordem crescente de polaridade. O fracionamento
resultou em um total de vinte fracbes que foram analisadas por CCD e
posteriormente reunidas pela similaridade nos valores de Rf. A subfracdo LA 1.4-
5.9 apresentou manchas com valores de Rf entre 0,4 e 0,7, o0 que fez com que a
mesma fosse escolhida para dar continuidade aos estudos. O fracionamento de
LA 1.4-5.9 (24,9 mg) foi realizado empregado CC em silica gel e eluicdo
gradiente em ordem crescente de polaridade, originando seis fracdes que foram
agrupadas apos analise por CCD. Desta subfragéo foi isolada a mistura das
substancias | e Il (FLUXOGRAMA 3.2, p. 41). Para confirmar a identificacdo da
substéancia Il, a amostra e um padréo foram submetidos a CLAE-DAD, sistema

analitico nas seguintes condi¢fes: coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5
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pm, 150 x 4,6 mm). Loop: 20 pL. Vazao constante 1,0 mL/min. Fase mével: H20
(solvente A) e CHs3CN (solvente B). Gradiente: 0 min - 10% de B; 3 min - 10% de
B; 10 min - 30% de B; 15 min - 50% de B; 20 min - 80% de B; 25 min - 100% de
B; 30 min - 100% de B.

FLUXOGRAMA 3.2 - Isolamento da mistura das substancias | e Il.

Fragao AcOEt CC - Silica gel (70-230 Mesh)
das flores 3,1 g ¢xh=6,0x150cm

Hex 100% (450 mL), Hex/AcOEt 1:1 (700 mL),
Total 9 AcOEt 100% (800 mL), AcOEt/MeOH 1:1 (600 mL),

~ MeOH 100% (800 mL).
fragoes

|
LA 1.4-5 LA1.6 LA1.7
167,8 mg 2222 mg 1994,9 mg

CC — Silica gel (70-230 Mesh)

@xh=20x220cm

Hex 100% (30 mL), Hex/AcOEt 9:1 (30 mL), 8:2, 7:3, 6:4, 1:1, 3:7 (20 mL, cada), AcOEt
100% (90 mL), AcOEt/MeOH 8:2, 7:3, 6:4, 1:1 (30 mL, cada), MeOH 100% (80 mL).

1.4-5.1-6 1.4-5.7-8 1.4-59 1.4-5.10-20
18,2 mg 9,8 mg 24,9 mg 80,0 mg

CC - Silica gel (230-400 Mesh)

@xh=15x14,5cm

Hex 100% (30 mL), Hex/AcOEt 9:1 (40 mL), 8:2, 6:4, 5:5, 2;8 (10 mL,
cada), AcOEt 100% (20 mL), MeOH 100% (20 mL).

P I
1.4-59.1-4 14595 1.4-5.9.6
7,1 mg 1 14,2mg : 2,0 mg
L )
Mistura das

substancias l e Il

3.2.5.2. Fracionamento da subfracdo LA 1.6

A subfragdo LA 1.6 (222,2 mg) foi fracionada por CE com fase
estacionaria Sephadex LH-20 e eluicdo em modo isocratico (FLUXOGRAMA 3.3,
p. 42). Foram coletadas treze fragcbes, as quais foram agrupadas em nove
juncdes devido as similaridades quimicas apresentadas via CCD. As subfracdes
LA 1.6.6 e 1.6.9 apresentaram manchas visiveis sob radiacdo UV, nos
comprimentos de onda 254 e 365 nm, e manchas amarelas intensas quando
reveladas com solucdo acida de vanilina. Sendo assim, estas foram

selecionadas para novo fracionamento, com a finalidade de remocéo dos
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pigmentos presentes e separagdo dos constituintes quimicos de interesse. A
subfracdo LA 1.6.6 (9,2 mg) foi submetida a CE com Sephadex LH-20 e eluicédo
em modo isocratico. Foram coletadas seis fracbes, na qual estas foram
agrupadas em quatro juncdes devido as similaridades quimicas observadas via
CCD, e da subfracdo LA 1.6.6.4 foi isolada a substancia lll. A subfragdo LA 1.6.9
(18,8 mg) foi submetida a CE utilizando Sephadex LH-20 e eluicdo em modo
isocratico. Foram coletadas quinze fracdes, as quais foram agrupadas em seis
juncdes devido suas similaridades quimicas, permitindo a obtencdo da
substéancia IV a partir da subfragdo LA 1.6.6.9 (FLUXOGRAMA 3.3, p. 42).

FLUXOGRAMA 3.3 - Isolamento da substancia lll e V.

[ Fragao AcOEt

das flores 3,1 g } CC - Silica gel (70-230 Mesh)

¢xh=6,0x150cm
Hex 100% (450 mL), Hex/AcOEt 1:1 (700 mL), AcOEt 100%
(800 mL), ACOEY/MeOH 1:1 (600 mL), MeOH 100% (800 mL).

Total 9
fragoes

LA 1.4-5 LA1.6 LA17
167,8 mg 222,2mg 1994,9 mg

CE — Sephadex LH-20
¢xh=30x690cm
MeOH 100 % (250 mL).

| | |
1.6.14 16.5 166 16.7 1.6.8 1.6.10 1.6.11 1.6.12-13
21,8 mg 8,9 mg 9,2mg 14,1 mg 4,8 mg 7.4 mg 10,4 mg 69,3 mg
1.6.9

CE - Sephadex LH-20 18,8 mg

¢xh=10x300cm

MeQH/DCM 9:1 (100 mL). CE — Sephadex LH-20

@xh=20x50,0cm
l | | | MeOH 100% (180 mL).

i

I

Il , 0,9mg 16918 | 1699 1 1.6.9.10 1.6.9.11 1691113 1.6.9.1415
05mg 1 22mg y S1mg 0,9 mg 0,5 mg 2,2 mg

1664 | 16656 l | |
1
I

substancia Il
substancia IV

3.2.5.3 - Fracionamento da subfracéo LA 1.7

A subfracdo LA 1.7 (1,65 g) foi submetida a CC com silica gel como
fase estacionaria e eluicdo gradiente. Este fracionamento originou trinta e duas
fracOes, as quais foram agrupadas em sete junc¢des quando analisadas por CCD.
A subfracdo 1.7.5 (442,6 mg) foi submetida a diversos fracionamentos, conforme
descrito no (FLUXOGRAMA 3.4, p. 43). A subfracdo 1.7.5.11-13.3 (17,1 mg) foi
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submetida a um processo de recristalizagdo com diclorometano, originando as
subfragbes 1.7.5.11-13.3.1 (frag&o soluvel em Dic) e 1.7.5.11-13.3.2 (porgéo

insoluvel), isolando assim a substéancia V.

FLUXOGRAMA 3.4 - Isolamento da substancia V.

Fragédo AcOEt das
flores 3,19

CC - Silica gel (70-230 Mesh)
Total 9 @xh=60x150cm
fragdes Hex 100% (450 mL), Hex/AcOEt 1:1 (700 mL), AcOEt 100%
(800 mL), AcOEt/MeOH 1:1 (600 mL), MeOH 100% (800 mL).
LA 1.4 LA 16 LA 1.7
167.8 mg 2222 mg 18549 mg | CE _Silica gel (70-230 Mesh)
©xh=35x10,0cm
Hex 100% (100 mL), Hex/AcOEt 9:1 (150 mL), 8:2 (100
mL), 7:3 (100 mL), 6:4 (80 mL), 1:1, 4.6, 3:7, 1.9 (50 mL
Total 32 cada), AcOEt 100% (50 mL), AcOEt/MeOH 91, 82, 7.3,
fragoes 64,11, 3.7, 1.9 (50 mL cada), MeOH 100% (300 mL).
1.71.4 1.7.5 1.7.6-10 1.7.11-17 1.7.18-24 1.7.25-29 1.6.30-32
90,9 mg 442,6 mg 318,5mg 71,7 mg 134,1 mg 75.9 mg 68.9 mg
CC - Silica gel (230-400 Mesh)
Total 22 exh=20x200cm
fragoes DCM/MeQH 9:1 (300 mL), 1:1 (80 mL), MeOH 100% (90 mL).

17513 1.7.54-5 1.75.6 1.7.5.7 1758410 | 1.7.5.11-13 17514417  1.7518-21 176.22
7,2 mg 7.9 mg 4,3mg 5.1mg 60,1 mg 142.4 mg 55.2 mg 99,5 mg 5,5 mg

CC - Silica gel (230-400 Mesh)
@xh=12x210cm
DCM/MeOH 8,5:1,5 (100 mL), 7:3 (20 mL),

MeOH 100% (20 mL)

1.7.5.11-13.1-2 1.7.5.11-13.3 1.7.5.11-13.4-11  1.7.5.11-13.1214 1.7.5.11-13.15
17,1 mg

74,4 mg 12,4 mg 9,4 mg 94 mg
Purificagéo com

diclorometano

1.7.5.11-13.3.2
12,7 mg

___________

substancia V

3.2.5.3.1- Fracionamento da subfracdo LA 1.7.6

A subfracdo 1.7.6 (318,5 mg) apresentou massa expressiva com
potencial para isolamento de compostos. Inicialmente foi fracionada em CC
utilizando como fase estacionaria Sephadex-LH 20 e modo de eluicéo isocratico,
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originando vinte e trés subfragbes que foram analisadas por CCD e agrupadas
de acordo com as similaridades quimicas observadas. Realizou-se sucessivos
fracionamentos conforme descrito no FLUXOGRAMA 3.5, (p. 45) e todas as
subfracdes foram analisadas em CCD e reveladas em luz UV nos comprimentos
de onda 254 e 365 nm, assim como em solucdo &cida de vanilina. Em alguns
casos, as amostras também foram analisadas por RMN de 'H. A subfracdo
1.7.6.11.7.10 (34,3 mg) foi analisada por CLAE-DAD no modo analitico e,
posteriormente, a separacdo por CLAE- MWD no modo preparativo para
isolamento do composto (substancia VI). Condicdo CLAE-MWD: coluna C18
(Luna; 5 um, 9,4 x 250 mm). Loop: 500 pL; vazdo constante: 3 mL/min. Fase
movel: dgua:acido acético (97:3) (Solvente A) e CH3CN (Solvente B). Gradiente:
0 min — 10% de B; 2 min — 10% de B; 14 min — 30% de B; 18 min 90% de B; 23
min — 100% de B; 25 min -100% de B. Detecc¢éo na regiao de 264 nm e 360 nm.
A amostra (34,3 mg) foi solubilizada em 0,5 mL de MeOH/H20 (1:1).

A subfracdo 1.7.6.22-23 (7,2 mg) foi submetida a CE com fase
estacionaria Sephadex LH-20 e eluigdo em modo isocratico (FLUXOGRAMA 3.6,
p. 46). Foram coletadas sete fracdes, as quais foram agrupadas em quatro
subfracfes devido as similaridades quimicas apresentadas em CCD, permitindo

o isolamento da substancia VII.
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FLUXOGRAMA 3.5 - Isolamento da substancia VI.

Fragédo AcOEt das
flores 3,219

CC - Silica gel (70-230 Mesh)
Total 9 @xh=60x150cm
fragbes Hex 100% (450 mL), Hex/AcOEt 1:1 (700 mL), AcOEt 100%
(800 mL), AcOEt/MeOH 1:1 (600 mL), MeOH 100% (800 mL).
LA 1.4 LA 16 LA 1.7
167,8 mg 222,2 mg 1654,9 mg CE — Silica gel (70-230 Mesh)
@xh=35x10,0cm
Hex 100% (100 mL), Hex/AcOEt 9:1 (150 mL), 8:2 (100
mL), 7:3 (100 mL), 6:4 (80 mL), 1:1, 4:6, 3:7, 1:9 (50 mL
Total 32 cada), AcOEt 100% (50 mL), AcOEt/MeOH 9:1, 8:2, 7:3,
fragoes 6:4,1:1, 3:7, 1:9 (50 mL cada), MeOH 100% (300 mL).
1.71.4 1.7.5 1.7.11-17 1.7.18-24 1.7.25-29 1.6.30-32
90,9 mg 442,6 mg 71,7mg 1341 mg 75.9 mg 68,9 mg
CE - Sephadex LH-20
Total 23 @xh=30x71,0cm
fragoes MeOH 100% (400 mL).
1.7.6,14 1.7.6.5-8 1.7.6.9-10 1.7.6.11-17 1.7.6.18-21  1.7.6.22-23
6,7 mg 41,6 mg 31,0 mg 204,0 mg 22,7 mg 7.2 mg
CE - Sephadex LH-20
@xh=20x500cm
MeOH 100% (250 mL).
1.7.6,11,1-4 1.7.6.11.5 1.7.6.11.6 1.7.6.11.7 1.7.6.11.8 1.7.6.11.9 1.7.6.11.10-14
6,0 mg 21,2 mg 58,3 mg 65,9 mg 16,8 mg 4.5 mg 5,0 mg
CE - Sephadex LH-20
@xh=20x550cm
MeOH 100% (200 mL).
1.7.6,11.7.14 1.7.6.11.7.5-7 1.7.6.11.7.8-9 1.7.6.11.7.10 1.7.6.11.7.11 1.7.6.11.7.12-13
1,1mg 2,7 mg 0,7 mg 34,3 mg 20,8 mg 2,0 mg
CLAE - Fase reversa®
1.7.6,11.7.10.1-6 1 1.7.6,11.7.10.7 1.7.6,11.7.10.8-10 1.7.6,11.7.10.11
6,7 mg | 4.9 mg J 0,9 mg 1,0mg

substancia VI

*Sistema CLAE analitico: coluna C18 Luna (5 pm, 9,4 x 250 mm). Loop: 500 pL; vazéo
constante: 3 mL/min. Fase médvel: agua:acido acético (97:3) (Solvente A) e CHsCN
(Solvente B). Detector DAD regido de 264 e 360 nm.
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FLUXOGRAMA 3.6 - Isolamento da substancia VII.

[

Fragédo AcOEt das ]

flores 3,19
CC - Silica gel (70-230 Mesh)
Total 9 exh=60x150cm
fracoes Hex 100% (450 mL), Hex/AcOEt 1.1 (700 mL), AcOE! 100%
(800 mL), AcOEtMeOH 1:1 (600 mL), MeOH 100% (800 mL).
LA 145 LA 16 LA 17
167,8 mg 222,2 mg 1654,9 mg CE - Silica gel (70-230 Mesh)

@xh=35x10,0cm

Hex 100% (100 mL), Hex/AcOEt 9:1 (150 mL), 82 (100

mL), 7:3 (100 mL), 6:4 (80 mL), 1:1, 4.6, 3.7, 1.9 (50 mL

Total 32 cada), AcOEt 100% (50 mL), AcOEYMeOH 91, 82, 7-3,
fragoes 64, 11,37, 19 (50mL, cada), MeOH 100% (300 mL)
1.7.14 1.7.5 17610 | 171147 41741824 172629  16.30-32
90,9 mg 442,6 mg 318,5 mg 71,7 mg 1341 mg 75,9 mg 68,9 mg
CE — Sephadex LH-20
Total 23 ©xh=30x710cm
fragoes MeOH 100% (400 mL).
1.7.6,1-4 14'1?'2'5'8 1.7.6.9-10 1.7.6.11-17 1.7.6.18-21 1.7.6.22-23
6,7mg 0 mg 31,0mg 204,0 mg 227 mg 7.2mg
CE — Sephadex LH-20
@xh=10x280cm
MeOH 100% (70 mL).
SR 1
1.7.6,22.1-2 1.7.6.22.3 1.7.6,22.4 1.7.6.22.5-7
0,5mg 3,5mg J 0,8 mg 2,2mg

3.3. Ensaios bioldgicos

substancia VIl

Os ensaios biolégicos foram realizados no laboratério BioGen —

Cerrado, na Universidade Estadual de Goids — Campus Ipameri, pelo aluno

Marcos Vinicios Faleiro sob orientagéo da Prof. Dr. Alcione da Silva Arruda.

3.3.1. Ensaios por ingestdo com as operarias de Atta laevigata

Para a execucao dos ensaios com formigas, coletou-se operarias

de Atta laevigata na regido relatada nas seguintes coordenadas geograficas: S
17°43'00" e W 48°08’ 41” em latitude de 793 m. Com o auxilio de uma pinga

coletaram-se no olheiro do formigueiro formigas adultas, que foram mantidas

com uma dieta solida artificial pré-estabelecida pelo grupo (BUENO et al., 1997),
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constituida por: 5,0% glicose, 1,9% peptona bacteriologica, 0,1% extrato de
levedura e 1,5% &gar bacteriol6gico dissolvidos em 100 mL de &gua destilada.
A duracdo do experimento a base desta dieta foi de 25 dias, que é o tempo de
vida médio de uma formiga. Os extratos e as fracoes foram submetidos ao ensaio
com as operérias foram incorporadas na dieta na concentracdo de 2,0 mg/mL
(extratos brutos E. dysenterica) e 1,0 mg/mL no caso das fracdes provenientes
da particdo liquido-liquido. Em seguida, essa mistura foi levada ao forno de
micro-ondas por 4 min e entdo autoclavada por 15 min a uma temperatura de
120 °C e 1,0 atm. O meio de cultura ainda liquido foi transferida para placas de
Petri de 10 cm de didmetro, que apols refrigeracdo e solidificacdo foram
embrulhadas em papel filme e mantidas em geladeira, sendo utilizadas nos dias
subsequentes durante o periodo do experimento. Foi estipulado um periodo
méaximo de 25 dias para a realizacdo do experimento de toxicidade. A dieta para
manutencdo das formigas (controle) ou a dieta acrescida do substrato a ser
testado (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na quantidade de 0,4 a 0,5
g/placa. A cada 24 h a dieta foi renovada. As formigas foram distribuidas em
lotes de 30 operérias para cada tratamento, divididas em grupos de 10 formigas
e mantidas em 3 placas de Petri. Essas placas foram colocadas em estufa com
temperatura de 25 °C e umidade relativa acima de 70% e examinadas
diariamente para retirada e anotacdo do numero de formigas mortas. A analise
estatistica foi realizada através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p 0,02),

utilizando-se o software Action.

3.3.2 Ensaio alelopético

Avaliou se a atividade alelopatica de trés espécies bioindicadoras,
sendo que duas séo plantas daninhas de areas de pastagens, comuns no estado
de Goias: Bidens alba (picdo preto), Emilia sonchifolia (serralhinha), aléem de
Lactuca sativa cv. Branca Boston (alface). Foi empregado o experimento
utilizando metodologia de CANTANHEDE FILHO e colaboradores, 2017). Foram
analisados os efeitos alelopaticos sobre o percentual de germinacdo das
sementes. A germinacdo das sementes foi realizada em camara de germinagao

a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, com acompanhamento por
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seis dias, para verificacdo do aparecimento da radicula (germinacéo fisioldgica).
Utilizou-se 4 mL de 4gua destilada com as concentragfes de 4.0; 3,0; 2.0; 1,0 e
0,004 g dos extratos brutos de E. dysenterica e apenas agua destilada para o
controle negativo. ApOs a evaporacéao do solvente, adicionou-se agua destilada
e durante o periodo, foi adicionado agua destilada sempre que necessario. A
cada dia foram contadas e eliminadas as sementes germinadas. Foram
utilizadas trés repeticdes, sendo cada parcela experimental representada por 15

sementes de cada espécie, adicionadas em placas de Petri separadamente.

3.4. Anélise Estatistica

A mortalidade acumulada e a sobrevivéncia mediana foram
calculadas utilizando o teste de Kruskal-Wallins (KW). Teste este né&o
paramétrico que testa o rank das amostras, utilizado para comparar trés ou mais
populacdes. Este testa a hipotese nula de que todas as populacdes possuem
funcdes de distribuicdo iguais contra a hipétese alternativa de que ao menos
duas das populagbes possuem funcdes de distribuicdo diferetentes nao

colocando nenhuma restricdo sobre a comparacéao.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

Na TABELA 4.1, (p. 48) estdo descritos as massas das partes

vegetais da planta em estudo e seu rendimento.

TABELA 4.1 - Massa do material vegetal seco e dos extratos obtidas apds extracao.

Material Extrato Massa de :
Parte vegetal - Rendimento (%)
seco () etandlico extrato (g)
Folhas 134,7 F 20,0 15,0
Flores 1300,0 L 73,3 5,6
Galhos 887,7 G 68,0 7,7
Sementes 2300,0 S 90,0 3,9

Ja4 a TABELA 4.2, (p. 49) sdo descritos as fragbes obtidas da
particdo liquido-liquido, assim como as massas obtidas para cada uma e seus

rendimentos calculados com base na massa dos extratos brutos.
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TABELA 4.2 - Massa e rendimento das fracdes obtidas por particdes liquido-liquido.

Extrato Fracdo H (9) Fracédo A (g9) Fracdo W (g)
(rendimento) (rendimento) (rendimento)

Folhas (F) 5,26 (26%) 3,06 (15%) 6,23 (31%)
Flores (L) 2,31 (12%) 3,73 (19%) 10,45 (52%)
Galhos (G) 1,10 (6%) 3,52 (18%) 10,38 (52%)
Sementes (S) 1,27 (6%) 1,62 (8%) 16,00 (80%)

Legenda: H: hexano; A: acetato de etila; W: metanol/agua.

Realizou-se o perfil quimico dos extratos brutos de E. dysenterica
(folha, flor, galho e semente), utilizando técnicas de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) (FIGURA 4.1, p.
51), Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM)
(FIGURA 4.2, p. 52) e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de H)
(FIGURA 4.3, p. 53).

Os perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE-DAD sugerem uma
vasta variabilidade de absor¢bes, com diferentes tempos de retencéo para cada
extrato analisado, indicando que os extratos possuem substancias diferentes em
sua composicdo. Outro ponto importante observado no cromatograma dos
galhos e sementes foi a baixa quantidade de substancias que possuem
cromoforos, caracteristica esta observada quando a composi¢do majoritaria sao
substancias terpénicas e esteroidais. Esta andlise CLAE-DAD permitiu detectar
a complexidade quimica dos extratos estudados, destacando que 0s extratos
brutos das folhas e flores podem possuir muitas substancias em comum, uma
vez que é observado um numero razoavel de substancias com o mesmo tempo
de retengéo (FIGURA 4.1, p. 51).

As andlises realizadas por CG-EM levaram a cromatogramas e
espectros de massas com alta complexidade, mostrando a necessidade de
purificacbes das amostras estudadas. No entanto, os cromatogramas foram
utilizados para comparar as similaridades entre os extratos brutos estudados,
assim como para realizar o monitorando da composi¢cdo do extrato estudado.
Destaca-se que os extratos dos galhos e sementes sugere possuir o0 mesmo

composto majoritario com tempo de retencao de 19,12 min. Ja 0os compostos
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majoritarios dos extratos das folhas e flores possuem tempos de retencao de
13,12 e 12,96 min, respectivamente (FIGURA 4.2, p. 52).

Os espectros de RMN 'H dos extratos mostraram a presenca de
sinais com grande variedade de deslocamentos quimicos, sugerindo que 0s
extratos possuem composicdo quimica bastante distintas. Os espectros sugerem
a presenca de esteroides caracterizados pelos sinais em 0o+ 5,3-5,2 € o1 3,30, €
um grande numero de sinais intensos na regido de o1 0,6-2,5, atribuidos aos
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos que caracterizam o0 esqueleto
esteroidal. Observa-se também deslocamentos quimicos na faixa de 4,5-7,5
ppm, caracteristicos de hidrogénios olefinicos que sofrem efeito de
desblindagem exercido pela nuvem eletrdnica da dupla ligacdo. Sinais
caracteristicos de hidrogénios glicosidicos foram observados entre &1 3,0-4,0
sugerindo a presenca de compostos glicosilados. Outro indicio da presenca de
unidade glicosidica pode ser observado pelos sinais do hidrogénio anomérico
em On 5,5-5,1, que pode corresponder a glucose, galactose e outros. Os
espectros apresentam ainda sinais em regido de campo baixo com dx 6,5-8,5
correspondentes a compostos aromaticos, que compdem a estrutura quimica
dos flavonoides. No caso do extrato bruto das sementes, o espectro apresentou
baixa intensidade dos sinais referentes aos flavonoides, sugerindo composicéo
guimica majoritaria de acidos graxos, terpenoides e esteroides (FIGURA 4.3, p.
53).

Analisando o conjunto dos dados, optou-se em trabalhar com o
extrato etandlico das flores (L) porgue observou-se uma quantidade significativa
de bandas cromatograficas em CLAE-DAD e CG-EM, além de sinais bem
resolvidos na regido de hidrogénios desblindados, o que sugere a presenca de
compostos aromaticos. Aliado a estes fatores, na literatura existem poucos
relatos de estudo quimico das flores de E. dysenterica.

Apoés realizar partigéo liquido-liquido do extrato etandlico das flores,
as fracbes em hexano (LH), acetato de etila (LA) e metanol/agua (LW) foram
analisadas por CCD, CLAE-DAD e RMN *H, e em funcdo da maior concentracdo
de metabdlitos com ndcleo aromatico, selecionou-se a fracao LA para os estudos

de isolamento e identificacdo de metabdlitos secundarios.
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FIGURA 4.1 - Perfil cromatogréfico dos extratos brutos de E. dysenterica (flores, folhas, sementes e galhos) por CLAE-DAD.
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Cromatograma do extrato etandlico das folhas.
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Cromatograma do extrato etandlico dos galhos.

Condicdes cromatograficas: fase estacionaria C18 (Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 5 um, 150 x 4,6 mm), fase mével agua/acetonitrila em
gradiente exploratorio de 10-90% de acetonitrila durante 60 min, com fluxo de 1 mL/min, detector DAD: 217, 220, 240, 254, 365 nm.
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FIGURA 4.2 - Perfil cromatogréfico dos extratos brutos de E. dysenterica (flores, folhas, sementes e galhos) por CG-EM.
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Condi¢cdes cromatograficas: coluna capilar de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, 0,25 um de espessura de filme e fase
estacionaria contendo 5% de difenil, 95% dimetilpolisiloxana (HP-5MS) da Agilent Tecnology. Programacao de temperatura: 75 °C (1 min), 35
°C/min até 100 °C (5 min), 45 °C/min até 150 °C (5 min), 55 °C/min até 200 °C (15 min), 65 °C/min até 240 °C (2 min). O géas de arraste utilizado
foi 0 hélio a um fluxo de 1,0 mL/min. O injetor operou a 250 °C no modo splitless e 0 espectrémetro de massas no modo positivo por impacto
eletrénico (IE) com energia de 70 eV.
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FIGURA 4.3 - Perfil quimico dos extratos brutos de E. dysenterica (flores, folhas, sementes e galhos) obtidos por RMN *H.
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4.1. Substancias isoladas

O estudo quimico da fracdo acetato de etila do extrato etandlico
das flores de E. dysenterica resultou no isolamento e identificagdo de sete
substancias, sendo um acido carboxilico aromatico (I11), um éster aromatico () e
cinco flavonoides: quercetina (ll), juglanina (1V), kaempferol (V), (-)-epicatequina
(VI) e miricetina (V1) (FIGURA 4.4, p. 54 e 55).

FIGURA 4.4 - Estutura quimica das substéncias isoladas com a origem de seu
fracionamento e massa obitida.

O\ Ov galato de etila (1)
Origem: subfragdo 1.4-5.9.5
Massa: 14,2 mg
OH OH Isolamento: p. 41
OH Identificacdo estrutural: p. 56-66

quercetina (I1)

Origem: subfragdo 1.4-5.9.5
Massa: 14,2 mg

Isolamento: p. 41

Identificacéo estrutural: p. 56-66

Xy acido galico (11l
Origem: subfracdo LA 1.6.6.4
Massa: 5,1 mg
HO OH Isolamento: p. 42
OH Identificac&o estrutural: p. 67-71
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HO

OH

OH

juglanina (1V)

Origem: subfrac&o 1.6.9.9
Massa: 2,2 mg

Isolamento: p. 42

Identificacdo estrutural: p. 72-80

kaempferol (V)

Origem: subfragdo 1.7.5.11-13.3.1
Massa: 3,0 mg

Isolamento: p. 43

Identificacéo estrutural: p. 81-88

(-)-epicatequina (VI)

Origem: subfragéo 1.7.6.11.7.10.7
Massa: 4,9 mg

Isolamento: p. 45

Identificacdo estrutural: p. 89-95

miricetina (VII)

Origem: subfragdo 1.7.6.22.3
Massa: 3,5 mg

Isolamento: p. 46

Identificac&o estrutural: p. 96-98
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4.2 - Determinacédo estrutural das substancias galato de etila e quercetina

A mistura dos compostos fendlicos | (galato de etila) e |l
(quercetina) foi obtida na forma de um sdlido amarelo (14,2 mg), a partir da CC
da subfracdo LA 1.4-5.9.5 fluxograma 3.2 (p. 41). A amostra, quando analisada
por CCD e revelada com solucdo &cida de vanilina apresentou uma intensa
mancha amarela. Quando submetida a radiacdo UV em comprimento de onda
254 nm e 365 nm, apresentou uma mancha verde e outra verde-amarelada,
respectivamente. Estes compostos foram caracterizados através de
experimentos de RMN 'H e 3C, uni e bidimensionais e em comparagdo com
dados da literatura (NUNES et al., 2008; KALEGARI et al., 2011).

Analisando o espectro de RMN 'H (FIGURA 4.5, p. 61),
observam-se sinais integrando para um total de 12 hidrogénios, sendo estes
distribuidos em campo baixo referentes aos hidrogénios aromaticos, e em campo
alto referentes a hidrogénios metilicos e metilénicos.

Para a substancia | foi atribuido o singleto em &n 7,10, referente a
dois hidrogénios aromaticos equivalentes, H-2 e H-6. Também observou-se um
quadrupleto em &n 4,24 (g, J = 7,10 Hz) integrado para dois hidrogénios, e um
tripleto em &n 1,30 (t, J = 7,10 Hz) integrado para trés hidrogénios.

Através do espectro de DEPT 135° (FIGURA 4.6, p.62), possibilitou
a identificacdo dos hidrogénios metilénicos &c 60,71 (C-2’), uma vez que
hidrogénios de grupos CH ou CHs terdo sinais positivos, enquanto o0s sinais de
grupos CH2 geram sinais negativos (invertidos) (PAVIA, 2012).

No mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.7 e FIGURA 4.8, p. 63
e 64, respectivamente) foi possivel observar correlagdes entre o sinal de H-2 e
H-6 (n 7,10) com C-1 (6c 121,6), C-1’ (¢ 168,5), C-6 (6¢ 109,3), C-3 (6c 145,4)
e com o sinal C-4 (6¢c 138,2). A comparacao destes dados com a literatura
(TABELA 4.3, p. 59) (NUNES et al.; 2008), levam a identificagdo da substancia |
como sendo o 3,4,5-triidroxibenzoato de etila, isolada pela primeira vez no
género Eugenia.

Procedimentos utilizados na obtencdo de extratos e para o
isolamento de produtos naturais pode provocar ocorréncia de reacdes

envolvendo metabdlitos secundarios, que resulta na formagéo de artefatos de

56



isolamento. Entre 0s processos responsaveis pela formacéo destes artefatos,
destacam-se as reacdes térmicas e reacdes de solvilise (ASFAW et al., 2001;
BRITTON et al., 2001). Tal fato pode ter ocorrido para formacdo do 3,4,5-
trildroxibenzoato de etila. O acido galico presente em grande quantidade pode
ter reagido com o etanol, levando a uma reacao de esterificagao.

A substancia Il apresentou um singleto em 6+ 12,16 que integrou
para um hidrogénio sugerindo a presenca de uma hidroxila fenolica quelada.
Quando a hidroxila esta ligada a C3, o deslocamento quimico do hidrogénio é de
aproximadamente &1 10 enquanto o deslocamento quimico do hidrogénio da
hidroxila ligada a C5 € maior que 61 10 (ROSSI et al., 1997). Este dado sugere
gue a substancia Il possui uma hidroxila ligada a C5.

Na regido dos hidrogénios aromaticos foi possivel observar dois
dubletos em &+ 6,98 (J = 8,50 Hz, 1H) e &n 7,81 (J = 2,20 Hz, 1H), atribuidos
respectivamente aos hidrogénios H-5" e H-2’, e um duplo dubleto em o1 7,69
(J=8,50 e 2,20 Hz, 1H) atribuido a H-6’. A partir destes sinais observam-se
acoplamentos orto entre H-5" e H-6’, e meta entre H-2' e H-6’, caracteristico do
anel B de flavonoides substituidos em C-3’ e C-4’ (FIGURA 4.5, p. 61).

O mapa de correlagbes HSQC (FIGURA 4.9, p. 65) mostrou
correlacao dos hidrogénios H-2’, H-6" e H-5’ com os carbonos em &¢ 115,9 (C-
2’),0c121,2 (C-6’) e 6c115,5 (C-5’). Ja na analise do mapa de correlagbes HMBC
(FIGURA 4.7, p. 54 e FIGURA 4.8, p. 64) foi observado que o hidrogénio H-2’
correlaciona com os carbonos em &¢ 121,2 (C-6’), &c 145,8 (C-3’) e &c 147,2 (C-
2), e que os sinais de hidrogénios H-2’ e H-6' apresentam correlagdo com o
carbono em &¢ 147,0 (C-4’), assim concluindo as atribuicdes do anel B.

Foram observados ainda, dois dubletos em on 6,25 (J = 2,20 Hz,
1H) e 6n 6,51 (J = 2,20 Hz, 1H), caracteristico do acoplamento meta do anel A
(H-6 e H-8, respectivamente) de um nucleo basico flavonoidico (Figura 4.5, p.
61). Pela andlise do mapa de correlacdes HSQC (FIGURA 4.9, p. 65) foi possivel
atribuir todos os carbonos aos quais esses hidrogénios estdo ligados (TABELA
4.4, p. 60). Através da expansao do mapa de contorno HMBC (FIGURA 4.10, p.
55), foi possivel atribuir os demais carbonos do anel A, pois observam-se
correlagbes entre os sinais dos hidrogénios H-8 (dn 6,51) com os sinais dos
carbonos em 8¢ 98,9 (C-6), &c 103 (C-10), 8¢ 156,9 (C-9) e &c 164,1 (C-7); e entre
sinal do hidrogénio H-6 (dn 6,25) e com os sinais de carbonos em &c 94,2 (C-8),
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Oc 103 (C-10), &c 161,0 (C-5) e dc 164,1 (C-7), concluindo assim as atribuicdes
de hidrogénios e carbonos do anel A. Com a andlise dos dados
espectroscopicos, e em comparagdo com os dados da literatura, foi possivel
identificar a substancia Il como sendo o flavonoide quercetina.

Ainda foi possivel confirmar que a amostra analisada estava em
mistura a partir do cromatograma obtido por CLAE-DAD (deteccdo em 360 nm),
onde foram observadas duas bandas de alta intensidade, com os tempos de
retencdo de 14,04 e 17,10 min (FIGURA 4.10, p. 66). Este experimento também
colaborou para confirmar a identidade da substancia Il, uma vez que primeira
banda possui 0 mesmo tempo de reten¢ao (14,04 min) obtido para a quercetina
padrdo quando analisada nas mesmas condi¢cdes cromatogréficas.

O flavonoide quercetina (3,5,7,3,4’-pentaidroxiflavona) ja foi
amplamente isolado de espécies do género Eugenia. Este é o principal
flavonoide presente na dieta humana, representando cerca de 95% do total de
flavonoides ingeridos. O seu consumo diario estimado varia entre 50 e 500 mg
(DESCHNER et al., 1991; BEHLING et al., 2004). A cebola, maca e brocolis sdo
as fontes majoritarias da quercetina, e também é encontrado na couve, vagem,
tomate, alface, pimenta, nozes entre outros (HERTOG et al., 1993; BEHLING et
al., 2004). Suas propriedades terapéuticas se destacam principalmente pelo
potencial antioxidante. Estudos tém demostrado que a ingestdo de quercetina
esta relacionada com a baixa incidéncia de doenca cardiovascular, diversos tipos
de cancer, diabetes do tipo 2 e asma. Além disso, destaca-se pelos seus efeitos
protetores aos sistemas renal e hepatico (KNEKT et al., 2000; BEHLING et al.,
2004).
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TABELA 4.3 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H e *C para a substancia | (galato

de etila).
o’ OVB'
2
6
HO OH
OH
I
Substancia |
Dados obtidos NUNES et al., 2008
H/C
(ace?;'\rﬂ%zcgz,) 400 (alggggjén'z%sv (CDglz,(gg(rJn l)\/IHz) (CDgtl:g(,pSDOml\)/le)
1 - 121,60 - 121,63
2 7,10 (s) 109,30 7,04 109,93
3 - 145,41 - 146,33
4 - 138,25 - 139,56
5 - 145,41 - 146,33
6 7,10 (s) 109,30 7,04 109,33
1 - 168,50 - 168,51
2’ 424 (. J2H=)7’10 Hz, 60,71 4,23 (q) 61,66
3 1,30 (t, ‘;;)7'10 Hz, 14,40 1,30 (1) 14,55
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TABELA 4.4 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H e ¥C para a substancia Il
(quercetina).

Substancia ll

Dados obtidos

KALEGARI et al., 2011

T 2™ | ot | oo luEm | 5080

(acetona-dg, 400 MHz) 100 MHZ) ' (CD30OD, 300 MHz) 75 MHZ),
2 - 147,2 - 147.,8
3 - - - 137,1
4 - - - 177,2
5 - 161,0 - 162,3
6 | 6,25(d,J=2,2Hz 1H) 98,9 6,17 (d, J = 2,1 Hz; 1H) 99,1
7 - 164,1 - 165,3
8 | 6,51(d,J=22Hz 1H) 94,2 6,36 (d, J = 2,1 Hz; 1H) 94,40
9 - 156,9 - 158,1
10 - 103,1 - 104,1
1 - - - 1240
2 | 7,81(d, J=2,2 Hz; 1H) 115,9 7,72 (d, J = 2,1 Hz; 1H) 115,9
3 - 145,8 - 148,5
4 - 147,0 - 146,0
5 | 6,98 (d,J =85 Hz 1H) 115,5 6,80 (d, J = 8,4 Hz; 1H) 116,1
& 7,69 (dd,J=8,5e2,2 1212 7,6 (d,J=8,7¢e2,1Hz 121.6

Hz; 1H)

1H)
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FIGURA 4.5 - Espectro de RMN de *H das substancias | e Il (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN DEPT-135 das substéancias | e Il (acetona-ds, 100 MHz).
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FIGURA 4.7 - Mapa de contorno do experimento HMBC para as substancias | e Il (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.8 - Expansédo do mapa de contorno do experimento HMBC para as substéncias | e Il (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.9 - Mapa de contorno do experimento HSQC para as substancias | e 1l (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.10 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD (360 nm) da mistura das substancias | e Il.
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4.3. Determinagdo estrutural da substancia acido gélico

A substancia lll (4cido galico) foi obtida na forma de cristais brancos
(5,1 mg), a partir de CC da subfracdo LA 1.6.6.4 fluxograma 3.3, (p. 42). A
amostra, quando analisada por CCD e revelada com solucdo acida de vanilina
apresentou uma mancha amarela e quando submetida a radiacdo UV em
comprimento de onda 254 nm e 365 nm, apresentou, respectivamente, uma
mancha verde e azul. A identificagdo estrutural foi feita utilizando as técnicas
espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de 'H, HSQC e HMBC, em
comparacao com dados da literatura (OLIVEIRA et al., 2006; SOUZA FILHO et
al., 2006; MOURA et al., 2011).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 4.11, p. 69) da substancia Il
mostrou sinal na regido de hidrogénios aromaticos, sendo apenas um intenso
singleto em &x 7,03, que € atribuido aos dois hidrogénios equivalentes H-2 e H-
6. Na analise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 4.12, p. 70) da substancia
IIl observou-se que os hidrogénios H-2 e H-6 mostram correlacbes a Ji, com o
sinal em &c 109,1, atribuido aos C-2 e C-6.

Pelo mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.13, p. 71) observou-
se a correlagdo entre o sinal de H-2 (dn 7,03) com C-1 (8¢ 123,1), C-1’ (6c 171,2),
C-6 (6c 109,1), C-3 (6c 144,4) e com o sinal C-4 (6c 136,8). Ja o sinal de H-6 (&n
7,03) com C-1 (6c 123,1), C-1’ (6¢c 171,2), C-6 (6c 109,1), C-5 (dc 144,0) e com
o sinal C-4 (&¢ 136,8). A comparacao destes dados com a literatura (Tabela 4.5,
p. 68) levaram a identificagdo da substancia lll como sendo o &cido galico.

O &cido galico também conhecido como &cido 3,4,5-
trildroxibenzaoico, ocorre naturalmente em diversas espécies vegetais como nas
folhas de ché preto, no sumagre, no suber do carvalho, entre outras. Apresenta
atividade antifungica, antioxidante, anticarcinogénica, antimutagénica,
antialérgica, anti-inflamatoria, alelopatica, e inibidora da enzima conversora de
angiotensina. Também é empregado na industria farmacéutica para sintese de
farmacos e na idustrias de tinturas para o desenvolvimento de cores (NEGI et
al., 2005; BARBOSA-FILHO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006 e SOUZA FILHO
et al., 2006).
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TABELA 4.5 - Dados espectroscopicos de RMN de *H e 13C para a substancia Il (4cido

galico).
O, L OH
1
6 2
3
HO™ >, ~OH
OH
I

Substancia lll

Dados obtidos SOUZA FILHO et al., 2006
H/C
&1 (ppm) &c (ppm) &1 (ppm) &c (ppm)
(CDsOD, 400 MHz) | (CDsOD, 100 MHz) | (CDsOD, 300 MHz) | (CDsOD, 75 MHz)

1 - 123,1 - 121,9
2 7,03 (s) 109,1 7,05 (s) 110,3
3 - 144,1 - 146,4
4 - 136,8 - 139,6
5 - 144,0 - 146,4
6 7,03 (s) 109,1 7,05 (s) 110,3
1 - 171,2 - 170,4
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FIGURA 4.11 - Espectro de RMN de *H da substancia Il (CDsOD, 400 MHz).
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C-2eC-6

FIGURA 4.12 - Mapa de contorno do experimento HSQC da substancia Il (CDsOD, 400 MHz).
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FIGURA 4.13 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substéncia Il (CDz0OD, 400 MHz).
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4.4. Determinacao estrutural da substancia juglanina

A substéncia IV (juglanina) foi isolado da subfracdo LA 1.6.9.9
(fluxograma 3.3, p. 42) na forma de cristais verdes (2,2 mg) e em CCD, quando
revelada em solucdo acida de vanilina, apresentou manchas de coloracdo
amarela. Sua estrutura foi identificada através dos experimentos uni e
bidimensionais de RMN 'H e 3C (TABELA 4.6, p. 75), em comparagdo com
dados da literatura (CHANG, et al., 2009).

Os dados de RMN 'H (FIGURA 4.14, p. 76) apresentaram dois
dubletos desblindados caracteristicos de flavonoide em 618,07 (2H, J = 7,92 Hz)
e 7,01 (2H, J = 7,92 Hz), referentes aos hidrogénios equivalentes do anel B
aromatico para-dissubstituido. Observou também dois singletos largos em on
6,51(1H) e 6,27 (1H), com padrdo de substituicdo comum 5,7-dioxi, em que o
singleto H-6 aparece consideravelmente em campo mais blindado que o sinal
referente a H-8 (CRUZ, 2013). Esse comportamento se deve ao fato dos
hidrogénios do anel aromatico sofrerem anisotropia diamagnética do anel,
deixando-os relativamente desblindados (PAVIA, 2001; SILVERSTEIN, 2007).

O singleto largo em & 5,45 atribuido ao hidrogénio anomérico e os
singletos largos integrados para um hidrogénio em dn 4,28, 4,02 e 3,99 sugerem
a presenca de monossacarideo. Além disso, um singleto integrando para dois &n
3,54 atribuido a um grupo CH2 também corrobora com a sugestdo de um
monossacarideo do tipo pentose (NASCIMENTO, 2008).

O espectro de RMN 3C (FIGURA 4.15, p. 77) mostra sinais
referentes a 14 carbonos. O sinal em &c¢c 131,7 é referente aos carbonos C-2’ e
6’, enquanto que o sinal em dc116,5 foi atribuido a C-3’ e C5’, além da auséncia
dos carbonos quaternarios (C-1’) e (C-4’) que confirmaram a existéncia do anel
B dissubstituido. Ja os sinais em &c 99,7 (C-6) e 94,8 (C-8) sao referentes ao
anel A (CRUZ, 2013). A ocorréncia de quatro sinais na regidao d6c 62,6-89,6
referentes aos carbonos C-2”, C-3”, C-4” e C-5” e um sinal em &c 109,3
(referente ao carbono anomeérico C-1"), confirmam a existéncia de uma unidade
de monossacarideo ligado ao flavonoide. O esqueleto glicosilado de um flavonol
foi confirmado através dos dados caracteristicos, em comparacdo com dados da
literatura (NASCIMENTO, 2008).
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A configuracédo da unidade de glicosidica pode ser determinada a
partir do valor da constante de acoplamento 3J172", cuja dependéncia com o
angulo diedro @ de atomos de hidrogénios vicinais, foi reconhecida pela primeira
vez por Karplus. De acordo com Karplus, hidrogénios que apresentam
configuragdo B (trans-diaxiais), com @ = 180° tém uma constante de
acoplamento elevada, enquanto o analogo com configuracdo a (orientacdes
axial-equatorial e equatorial-equatorial), ambas com ® = 60°, tém constantes de
acoplamento muito menores (SINNOTT, 2007). Diante deste contexto,
determinou-se a configuragao a para o oxigénio ligado ao carbono anomérico C-
1”, uma vez que neste caso é observado um singleto largo.

A andlise do mapa de contorno de HSQC (FIGURA 4.16, p. 78)
mostra as correlacdes dos hidrogénios com os carbonos diretamente ligados
(J1). Observou-se gque o dubleto em &+ 8,07 (H-2’ e H-6’), possui correlagdo com
o sinal em &c¢ 131,7, assim como o dubleto em &1 7,01 (H-3’ € H-5’) com o sinal
em Oc 116,5. Ja o singleto em &x 3,54 (H5”) apresentou correlagdo com o sinal
em &c 62,6, sendo este atribuido ao grupo CH: ligado na posi¢cdo C-5" do
monossacarideo.

O mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.17, p. 79 e FIGURA
4.18, p. 80) mostra as correlagdes dos hidrogénios com carbonos a uma, duas e
trés ligacbes (J12¢€3). Foi possivel observaras correlacdes de H-6 (61 6,27) com
C-10 (dc 105,6) e C-8 (6c 94,8), além da correlacdo de H-8 (6n 6,51) com C-10
(6c 105,6) e C-6 (6c 99,7).

O sinal referente a H-2" e H-6’ (6+ 8,07) mostra correlacdo com os
sinais referentes a C-2’ e C-6’ (6¢c 131,7), C-2 (6c 158,2) e C-4’ (d6c 161,2). O
sinal referente a H-3' e H-5 (dn 7,01) mostrou correlacdo com 0s sinais dos
carbonos C-3’ e C-5’ (6c 116,5), também com o C-1’" (6c 122,8) e ainda com C-
4’ (5¢ 161,2).
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A posicdo exata da unidade de agucar em C-3-O foi determinada
com base na correlagdo observada entre o hidrogénio anomérico H-1" (n 5,45)
e o carbono C-3 (6c 134,8). Outras correlacdes também podem ser observadas
como H-2” (6n 4,28) e H-5” (&1 3,54) com C-4” (6¢ 89,6) e C-3” (dc 78,8).

As andlises dos espectros de RMN de !H, 3C e os mapas de
contorno da substancia IV, em comparagdo com os dados da literatura, levaram
a identificacéo do flavonol glicosilado juglanina (CHANG et al., 2009), conhecida
por exercer atividade antioxidante, atividade neuroprotetora contra toxidade
induzida por glutamato em células HT22, atividade citotoxica contra células
HepG2 e atividade anti-senescéncia (YANG, et al., 2014).
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TABELA 4.6 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e ¥C da substancia IV
(juglanina).

IV
Substancia IV
Dados obtidos CHANG et al., 2009
H/C
B (ppm) oo 1 (Ppm) S s
(Acetona-ds, 400 MHz) | 4 "o T | (DMSO, 500 MH) MH?)
2 - 158,2 - 156,3
3 - 134,8 - 133,4
4 - - - 177,6
5 - - - 161,2
6 6,27 (sl, 1H) 99,7 6,19 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 98,8
7 - 165,5 - 164,2
8 6,51 (sl, 1H) 94,8 6,42 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 93,6
9 - 158,0 - 156,7
10 - 105,6 - 103,9
1 - 122,8 - 120,7
2 8,07 (d, ‘;;)7'92 Hz, 131,7 8,02 (d, J = 8,04 Hz, 2H) 130,8
3 701, ‘;;)7'92 Hz, 116,5 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 115,4
4 - 161,6 - 159,9
5 7,01(d ‘;;)7'92 Hz, 116,5 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 115,4
6 8,07 (d, ‘;;)7'92 Hz, 131,7 8,02 (d, J = 8,04 Hz, 2H) 130,8
17 5,45 (s, 1H) 109,3 5,63 (sl, 1H) 108,0
2 4,28 (s, 1H) 82,2 - 82,1
3” 3,99 (sl, 1H) 78,8 - 77,1
4 4,02 (sl, 1H) 89,6 - 86,3
5 3,54 (s, 2H) 62,6 3,54 (s, 2H) 60,8

75



FIGURA 4.14 - Espectro de RMN *H da substancia IV (400 MHz, acetona-ds).
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN 13C da substancia IV (100 MHz, acetona-ds).
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FIGURA 4.16 - Mapa de contorno do experimento HSQC para a substéancia IV (400 MHz, acetona-ds).
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FIGURA 4.17 - Mapa de contorno do experimento HMBC para a substéancia 1V (400 MHz, acetona-ds).
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FIGURA 4.18 - Ampliacao do mapa de contorno HMBC para a substancia IV (100 MHz, acetona-ds).
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4.5. Determinagéo estrutural da substancia kaempferol

A substancia V (kaempmferol) (3,0 mg) foi obtida em mistura na
forma de um soélido amarelo, a partir de CC da subfragdo 1.7.5.11-13.3.1. A
identificacdo estrutural foi feita utilizando técnicas espectroscopicas uni e
bidimensionais de RMN de 'H e 3C (TABELA 4.7, p. 83), em comparacdo com
dados da literatura (ROHDIANA et al., 2014).

No espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.19, p. 84), foi observado a
presenca de sinais desblindados, caracteristicos de hidrogénios aromaticos,
sendo dois dubletos, um em &+ 8,04 (J = 8,50 Hz) e outro em &+ 6,92 (J = 8,50
Hz), ambos integrando para dois hidrogénios cada. Este conjunto de sinais é
caracteristico de acoplamento para-dissubstituido, tipico de um sistema AA'BB’
do anel B de flavonoides, logo atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-6’ e H-3’, H-5’
(KALEGARI et al., 2011). Observou-se ainda dois dubletos, 616,44 (J = 1,4 Hz)
e 616,18 (J = 1,4 Hz), ambos integrando para um unico hidrogénio, sendo estes
atribuidos aos hidrogénios do anel A, tipicos de um sistema de acoplamento AX.
Verificou-se ainda a presenca de um singleto em &n 12,47 atribuido ao sinal de
um hidrogénio quelado entre a carbonila e o grupo hidroxila da posi¢ao 5, para
esqueletos béasicos flavonoidicos.

No mapa de contorno COSY 'H-'H (FIGURA 4.20, p. 85), néo foi
possivel observar as correlacées dos hidrogénios blindados com os hidrogénios
aromaticos, mostrando assim que a amostra possuia impurezas.

O mapa de contorno HSQC (FIGURA 4.21, p. 86), apresenta
correlagdes dos hidrogénios em &+ 8,04 com o carbono em &6¢ 129,8 (C-2’ e C-
6’) e os hidrogénios em 61 6,93 com o carbono 6c 116,1 (C-3’ e C-5’) em sistema
aromatico de flavonoides. Também apresenta correlacdo dos sinais dos
hidrogénios em 6+ 6,43 e &+ 6,18 com os carbonos em dc 98,6 (C-6) e 6c 93,5
(C-8), respectivamente.

A analise do mapa de correlagcbes HMBC (FIGURA 4.22 e FIGURA
4.23, p. 87 e 88), indicou a correlagéo do sinal em &+ 8,04 com os carbonos em
0c 129,8 (C-2’ e C-6’), dc 146,5 (C-2) e &c 159,7 (C-4’). J& o sinal em 6H 6,92
apresentou correlagédo com os carbonos em 6¢c 116,1 (C-3’ e C-5'), 6c 122,3 (C-
1’), dc 146,5 (C-2) e 6¢c 159,7 (C-4’). Observou-se ainda a correlagédo do sinal do
hidrogénio em 61 6,44 com os carbonos em &c 98,6 (C-6), ¢ 102,9 (C-10), dc
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156,9 (C-9) e dc 164,1 (C-7). O sinal do hidrogénio em &n 6,18 apresentou
correlagdo com os carbonos em &c 93,5 (C-8), 6¢ 102,9 (C-10) e &6c 162,2 (C-5).
Com esses dados, pode-se concluir a identidade dos hidrogénios 6 e 8 do anel
A e a auséncia de um singleto entre dn 6,39-6,94, sugere que esta substancia
seja um flavonol.

O conjunto de dados descrito acima, corroboraram para confirmar

gue a substancia V se trata do kaempferol, um flavonol comum neste género.
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TABELA 4.7 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C da substancia V

(kaempferol).
\Y
Substancia V
Dados obtidos ROHDIANA et al., 2014
e 54 (ppm) 8¢ (ppm) 51 (ppm) Sc (ppm)
(DMSO-ds, 400 MHz) (DMS'\(A):i;;, 100 (acetol\?:;)je, 500 (acl:géol\?:;?e,

2 - 146,5 - 146,9
3 - 138,0 - 136,5
4 - - - 176,5
5 - 162,2 - 163,2
6 6,18 (d, J = 1,4 Hz) 98,6 6,25 (d, J = 2,0 Hz) 99,1
7 - 164,1 - 164,9
8 6,44 (d, J = 1,4 Hz) 93,5 6,50 (d, J = 2,0 Hz) 94,4
9 - 156,9 - 157,7
10 - 102,9 - 104,1
1 - 122,3 - 123,2
2 8,0 (d, J=8,5Hz2) 129,8 8,13 (d, J = 8,5 Hz) 130,3
3 6,93 (d, J = 8,5 Hz) 116,1 6,99 (d, J = 9,0 Hz) 116,2
4 - 159,7 - 160,0
5 6,93 (d, J = 8,5 Hz) 116,1 6,99 (d, J = 9,0 Hz) 116,2
6 8,0 (d, J=8,5H2) 129,8 8,13 (d, J = 8,5 Hz) 130,3
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FIGURA 4.19 - Espectro de RMN de 'H da substancia V (DMSO-dg, 400 MHz).
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FIGURA 4.20 - Mapa de contorno do experimento COSY *H-H para a substancia V (DMSO-dg, 400 MHz).
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FIGURA 4.21 - Mapa de contorno do experimento HSQC da substancia V (DMSO-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.22 - Mapa de contorno do experimento HMBC da substancia V (DMSO-dg, 400 MHz).
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FIGURA 4.23 - Ampliacdo do mapa de contorno do experimento HMBC para a substancia V (DMSO-ds, 400 MH2z).

- 50
- 93,5 B
. 986 = o
= 102,9 - 102,9 — 100
_ 1157 r
—122.3 r
— 129,8 -
- 138,0 :
ew 146,5 = 146,5 o
- 159 7 159,7 - 1369 -0
, . - 1641 =162,2 -
‘ T T | T T T | T T T ‘ T ‘ T T T | T T T T | T T T | T T T | T T |_
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

F2 Chemical Shift (ppm)

88

F1 Chemical Shift (ppm)



4.6. Determinacao estrutural da substancia (-)-epicatequina

A substancia VI (-)-epicatequina foi isolada da subfracdo LA
1.7.6.11.7.10.7 como um solido amorfo incolor (4,9 mg) e foi caracterizada
através dos experimentos de RMN unidimensionais 'H e DEPT-135, além dos
bidimensionais COSY e HSQC (TABELA 4.8, p. 91), além de comparacao com
dados da literatura (LOBO et al., 2008).

Ao analisar o espectro de RMN 'H (FIGURA 4.25, p. 92), verificou-
se a presenca de quatro sinais na regiao de hidrogénios alifaticos. Em 6n 2,85 (J
=16,70e 4,60 Hz) e &1 2,74 (J = 16,70 e 3,40 Hz), foram observados dois duplos
dubletos, ambos integrando para um hidrogénio, caracteristicos de hidrogénios
de grupo metilénico; dois singletos largos, um em &x 4,87 caracteristicos de
hidrogénio oximetinico-benzilico, e o segundo em &n 4,19 atribuido a um
hidrogénio ligado a carbono oximetinico. Esse conjunto de sinais é tipico do anel
C de epicatequina, composto este que possui dados espectrais muito parecido
com a catequina, por se tratarem de epimeros. Destaca-se apenas algumas
pequenas diferencas, tanto no deslocamento quimico como no padréo de
acoplamento, em consequéncia da mudanca de estereoquimica do carbono C-3
(LOBO et al., 2008).

Essa diferenca no padrdo de acoplamento ocorre devido ao fato
do H-3 estar em diferente configuracdo para a catequina e para epicatequina
(FIGURA 4.24, p. 90). Na epicatequina o acoplamento vicinal do H-2 (axial) com
o H-3 (equatorial) gera um singleto largo com diferentes deslocamentos quimicos
para ambos 0s casos. Isso se justifica porque configuracdes a (orientacdes axial-
equatorial e equatorial-equatorial), ambas com ® = 60°, tém constantes de
acoplamento menores que configuracdes 8 (trans-diaxiais), com ® = 180°, a
catequina possui um dubleto referente ao acoplamento vicinal do H-2 com o H-
3 (J = 7,6 Hz) e um multipleto referente aos acoplamentos vicinais do H-3, com
0 H-2, H-4a e H-4b (PAVIA, 2001; LOBO et al., 2008).
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FIGURA 4.24 - Relacao entre os valores das constantes de acoplamento *J do H-3 e o

angulo diedro ® de hidrogénios vicinais do anel C da epicatequina e catequina.
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Na regido dos hidrogénios aromaticos, pode se observar sinais em
on 7,04 (d, J = 1,94 Hz), o+ 6,78 (d, J = 8,05 Hz) e o1 6,83 (dd, J = 8,05 e 1,94
Hz) que séo referentes aos H-2', H-5 e H-6’ do anel B, respectivamente. Ja o
modo de oxidacdo do anel A foi definido por apresentar dois dubletos com
constante tipica de acoplamento meta (J = 2,44 Hz) em 6n 6,01 e &1 5,91,
relativos a H-6 e H-8 da epicatequina. O espectro de correlagdo COSY H-'H
(FIGURA 4.26, p. 93) foi utilizado para confirmar as interacdes spin-spin dos
atomos de hidrogénios presentes no anel C, comprovando assim 0s
acoplamentos ja discutidos.

A andlise do espectro de DEPT-135 (FIGURA 4.27, p. 94), em
conjunto com o mapa de contorno HSQC (FIGURA 4.28, p. 95), bem como a
comparacao dos dados com a literatura, foi possivel atribuir os oito sinais dos
carbonos hidrogenados da estrutura da (-)-epicatequina. Destaca-se 0s sinais
em &c 28,8 do carbono metilénico e os sinais atribuidos aos carbono oximetinico-
benzilico C-2 (&c 79,2), que representa um dos sinais mais importantes para
distinguir a epicatequina do seu epimero, a catequina, que exibe para C-2 um
sinal em (&¢ 82,4). Outros sinais importantes do espectro HSQC, sdo os sinais
oc 115,2 e dc 115,0, referente aos carbonos C-5 e C-2’, respectivamente,
mostrando correlagées 'J com os sinais On 6,784 e dn 7,04, atribuidos aos
hidrogénios H-5’ e H-2’ (LOBO et al., 2008).
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TABELA 4.8 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H e *C da substancia VI (-)-

epicatequina.

VI

3""OH
oHHa Hb

Substancia VI

Dados obtidos LOBO et al., 2008
HIC
S (ppm) (aggt(ggg—)de Su (ppm) (glgs(i%fg)Jr
(acetona-de, 400 MHz) 100MHz) (CDsOD, 300 MHz) gota;l B;;), 75

2 4,87 (sl, 1H) 79,2 4,82 (sl, 1H) 79,1

3 4,19 (sl, 1H) 66,7 4,17 (sl, 1H) 66,6

4 | 285 (ddllé,:ll}gj e 4,6 28.8 2,85 (ddhg,zlﬁ()s'g e 45 285

| 274 (ddllé,:ligj e 34 28.8 2,72 (ddhi,zlﬁ?’s e2,4 285

5 - 156,7 - 157,3

6 | 6,01(d,J=244Hz 1H) 95,9 5,93 (d, J = 1,8 Hz; 1H) 96,0

7 - 156,2 - 156,7

8 | 591(d,J=244Hz 1H) 95,4 5,91 (d, J = 1,8 Hz; 1H) 95,3

9 - - - 157,1
10 - 98,8 - 99,5

1 - 131,3 - 131,7

2 | 7,04(d, =194 Hz; 1H) 115,0 6,97 (d, J = 1,2 Hz; 1H) 115,0

3 - 144,1 - 145,0

4 - 144,1 - 145,1

5 | 6,78(d,J=805Hz; 1H) 115,2 6,75 (d, J = 8,1 Hz; 1H) 1154

s | 683 (ddHJz;:lig)S e 1,94 1101 6,79 (dd, J ;:3),1 e 1,2 Hz; 119.0
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FIGURA 4.25 - Espectro de RMN de *H da substancia VI (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.26 - Mapa de contorno do experimento COSY *H-H para a substancia VI (acetona-ds, 400 MHz).
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FIGURA 4.27 - Espectro de RMN DEPT-135 da substancia VI (acetona-ds, 100 MHz).
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FIGURA 4.28 - Mapa de contorno do experimento HSQC para a substancia VI (acetona-ds, 400 MHz).
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4.7. Determinagéo estrutural da substancia miricetina

A substancia VIl (miricetina) foi isolada da subfracdo LA 1.7.6.22.3
(Fluxograma 3.6, p. 46) como um sélido amorfo amarelo (3,5 mg), quando
analisada em CCD e revelada em solucao acida de vanilina, mostrou uma macha
amarela. Este composto foi caracterizado por RMN de 'H (TABELA 4.9, p. 97),
em comparacdo com os dados da literatura (YAN et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2006).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 4.29, p. 98), apresentou sinais
bastante desblindados, proximos a 7 ppm, sugerindo a existéncia de hidrogénios
em sistema aromatico. Os hidrogénios que possuem &+ 6,19 (d, J = 2,08 Hz) e
o1 6,38 (d, J = 2,08 Hz) sugerem acoplamento do tipo meta de um anel
aromatico, referentes aos H-6 e H-8, os quais correspondem ao anel A de um
flavonoide do tipo 5,7-diidroxilado (ISIDORO, et al 2012; LOPES, et al 2012;
SANTOS, 2013). O sinal em &n 7,35 (s) integrado para dois hidrogénios, é
caracteristico de substituicdes simétricas no anel B, devido a livre rotacédo, sendo
estes sinais atribuidos a H-2' e H-6'. Logo propde-se um anel B substituido nas
posicoes 3, 4’ e 5. Ao observar a auséncia do sinal do H-3, que geralmente &
um singleto entre &1 6,39-6,94, sugere-se que a substancia VIl trata-se de um
flavonol. A andlise dos dados espectroscépicos em comparacao a literatura foi o
suficiente para confirmar a substéancia como sendo o flavonol mericetina, um
flavonoide bastante comum em vérias espécies do género Eugenia (SILVA et al.,
2005; FONSECA et al., 2007).
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TABELA 4.9 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H para a substancia VI

(miricetina).
Vil
Substancia VIl
Dados obtidos OLIVEIRA et al., 2006 YAN et al., 2004
H
5, (ppm) 5, (ppm) 5, (ppm)
(CD,0OD, 400 MHz) (CDCl,, 400 MHz) (C,D,N, 500 MHz

6 6,19 (d, J = 2,08 Hz) 6,37 (d, J = 2,00 Hz) 6,27 (d, J = 1,50 Hz)
8 6,38 (d, J = 2,08 Hz) 6,56 (d, J = 2,00 Hz) 6,53 (d, J = 1,50 Hz)
2 7,35 (s) 7,53 (s) 7,25 (sl)
6 7,35 (s) 7,53 (s) 7,25 (sl)

97



FIGURA 4.29 - Espectro de RMN de 'H da substancia VI (CDsOD, 400 MHz).
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4.8. Ensaios bioldgicos

4.8.1. Efeito do extrato etandlico de E. dysenterica e de suas fracbes no
controle as operarias de Attalaevigata - ensaios por ingestéo

A utilizacdo de extratos naturais para o controle de formigas
cortadeiras tem sido amplamente reportado na literatura. Jung e colaboradores
(2013) avaliou a atividade inseticida da pitangueira (Eugenia uniflora L.) e
cinanomo (Melia azedarach L.) frente a soldados de Atta laevigatta enquanto que
Franco (2013) avaliou a aplicacdo de extratos vegetais no desenvolvimento de
seus fungos simbiontes.

Segundo Jung e colaboradores (2013), a familia Myrtaceae possui
resultados promissores na acéo inseticida no controle da formiga cortadeira (Atta
sexdens). Deste modo, chama a atencéo a novos estudos para sua utilizagéo no
controle de insetos-pragas. Diante deste contexto, E. dysenterica se torna uma
espécie atraente de ser investigada.

Os extratos etandlicos das folhas, flores, galhos e sementes de

E. dysenterica foram ensaiados sobre as fomigas operarias de Atta laevigata na

concentracdo de 2 mg/mL, conforme metodologia descrita no item 3.3.1, p. 46.
Para analise dos dados foram tracadas, inicialmente, curvas de sobrevivéncia
para cada tratamento em relacdo ao controle. Na analise dos resultados obtidos,
foram mostradas as curvas de sobrevivéncia das formigas submetidas ao
tratamento por ingestdo dos extratos incorporados a dieta, comparando com a
curva obtida do controle contendo apenas a dieta pura, apds um periodo de 25
dias de experimento (FIGURA 4.30, p. 100). A mortalidade acumulada e a
sobrevivéncia mediana foram calculadas utilizando o teste de Kruskal-Wallins
(KW) (Tabela 4.10, p. 100).
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FIGURA 4.30 - Curvas de sobrevivéncia de operéarias de Atta laevigata frente aos

ensaios por ingestéo dos extratos de E. dysenterica.
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TABELA 4.10 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de

Atta laevigata frente ao ensaio por ingestdo com extratos de E. dysenterica.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 Md*

Controle Negativo 0 0 0 33 6,6 10,0 33,3 36,6 60,0 73,3 0,29ab
Flores 0 33 66 66 10,0 10,0 20,0 33,3 80,0 833 0,31ab
Folhas 0 0 0 0 0 33 66 233 633 70,0 021b
Galhos 0 0 33 66 13,3 166 33,3 533 70,0 80,0 0,35a

Sementes 0 0 0 3,3 10,0 16,6 23,3 43,3 73,3 86,6 0,32ab

*Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis. [ ] = 2 mg/mL

No experimento houve um aumento sucessivo da mortalidade
acumulada, em porcentagem por dia, durante o decorrer do tempo de
experimento, destacando-se a grande mortalidade observada do 17° para o 21°
dia de experimento. No entanto, apenas o extrato etandlico dos galhos
apresentou diferenca significativa em relagéo ao controle em termos de potencial

toxico as operarias de Atta laevigata. Observou-se para este extrato uma
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mortalidade de 53% até o 17° dia, mas chegando em apenas 80% de formigas
mortas ao final dos 25 dias de experimento. Uma diminuic¢éo significativa em seu
potencial inseticida, quase semelhante ao apresentado pelo controle (73,3%) no
final do experimento. No final do periodo dos experimentos, os extratos das
folhas, flores e sementes apresentaram 83,3%, 70,0% e 80,0% de mortalidade,
respectivamente, resultados semelhantes com o controle da dieta pura (73,3%),
mostrando um baixo potencial toxico as operarias de Atta laevigata. Vale
destacar que em nenhum dos tratamentos a mortalidade chegou a 100% de
formigas mortas.

As fracbes obtidas por particdo liquido-liquido a partir do extrato
etandlico das flores também foram avaliadas frente as operarias de Atta
laevigata. Foram ensaiadas as fragdes em hexano, acetato de etila e
hidroalcoodlica (metanol/agua). Os resultados obtidos estdo representados na
(FIGURA 4.31, p. 101) e (Tabela 4.11, p. 102).

FIGURA 4.31 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta laevigata frente aos

ensaios por ingestdo das fracdes do extrato etandlico das flores de E. dysenterica.
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TABELA 4.11 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias de
Atta laevigata frente ao ensaio por ingestdo com as fracdes provenientes do extrato
etandlico das flores de E. dysenterica.

Mortalidade acumulada (%) por dia

Tratamento
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25  Md*
Controle 0 0 0 33 66 100 333 366 60,0 73,3 0,29ab
Negativo
Extrato bruto Flor 0 3,3 6,6 6,6 100 10,0 20,0 33,3 80,0 833 0,31ab
Hexano 0 0 0 0 33 66 133 30,0 70,0 76,6 0,26a
Acetato de Etila 0 0 0 0O 66 66 166 30 533 766 023a

Hidroalcolico 0 0 33 66 66 10 133 366 80 833 0,32a

*Letras distintas em relagéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste de
Kruskal-Wallis. [ ] = 1 mg/mL

Analisando os resultados obtidos, observou-se que nenhuma das
fracBes mostrou ter ativade inseticida significativa frente as formigas cortadeiras
de acordo com os dados estatisticos. Esses dados indicam que pode ter havido
sinergismo para a atividade apresentada no extrato das flores, uma vez que o
extrato apresentou mesmo que com baixa atividade, uma maior eficiéncia

guando comparada com as fracfes analisadas.

4.8.2. Avaliacao do efeito alelopatico

Foram feitos os ensaios de germinacéo das sementes utilizando os
extratos etandlicos das folhas, flores, sementes e galhos de E. dysenterica frente
as espécies alface, serralhinha e picéo preto.

De acordo com os resultados dos experimentos realizados,
observou-se que todos os diferentes extratos da E. dysenterica provocaram
inibicdo da germinagéo das sementes avaliadas. Os extratos das flores e folhas,
foram os que apresentaram os maiores valores de inibicdo (FIGURA 4.32, p.
105). Nestes ensaios menos de 10% das sementes avaliadas na concentracéo
mais baixa (0,001 mg/mL) foram germinadas e nas demais concentragdes o
potencial de germinacdo foi menor que 5% para os extratos das flores e das

folhas, confirmando assim um alto potencial inibitorio para estas partes da planta.
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Para os extratos dos galhos e sementes (FIGURA 4.33, p. 106), os
resultados ndo foram muito expressivos, uma vez que a inibicdo de germinacao
foi diretamente proporcional ao aumento da concentragdo dos extratos, sendo
0s resultados positivos apenas a altas concentracgées.

O extrato etandlico da semente provocou atraso na germinacao da
serralhinha e do picdo preto na concentragdo 0,025 g/mL, que pode ser
visualizado nas alteragBes das curvas de germinagdo e no tempo médio de
germinacao.

Nenhuma das espécies invasoras mostrou ser muito resistente
quando exposta a acdo dos compostos presentes nos extratos etandlicos de
E. dysenterica, sendo que na concentragéo de 0,1 e 0,075 g/mL ocorreu inibi¢cao
total das espécies avaliadas.

Segundo Einhellig (1999), os efeitos alelopaticos sdo oriundos de
diferentes substancias atuando em conjunto, visto que os aleloquimicos séo
encontrados em concentragdes baixas no meio ambiente. Os extratos etandlicos
sdo misturas que podem conter substancias de varias classes de metabdlitos
como alcaloides, terpenoides, fendlicos e aminoacidos ndo protéicos, dentre
outros, que apresentam efeitos complexos nas espécies avaliadas, ainda ndo
elucidados completamente. Salientando ainda que resultados positivos em
laboratorio para alelopatia, podem nao se repetir em condi¢cfes naturais, devido
a ocorréncia de diferentes fatores abiéticos e bidticos que podem influenciar esse
fendbmeno.

Muitas das substancias envolvidas na alelopatia sdo metabdlitos
secundarios que tem origem na via do acido chiquimico a qual origina os
flavonoides (ELLIOTT & CHENG, 1987; EINHELLIG, 1995). Estes compostos
possuem um papel importante nas plantas que inclui diminuicdo da entrada de
oxigénio nas mitocondrias e, nos cloroplastos, eficiéncia do fotossistema Il e
reducdo no transporte de elétrons (MORELAND et al., 1998). Os flavonoides
também agem como compostos de defesa e sinalizadores nos processos de
reproducao, simbiose e patogénese nas plantas. J& no ambiente, tem efeito nas
interacdes planta-planta, planta-microrganismo e na composi¢éo quimica do solo
(RICE, 1984; SHIRLEY 1996). Diversos autores argumentam que O arranjo

estrutural dos flavonoides € provavelmente o responsavel pela atividade
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alelopatica e esse arranjo esta relacionado com a fitotoxidade destes compostos
(MACIAS et al., 1997; BENINGER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006).

Sendo assim, o0s compostos fendlicos, principalmente o0s
flavonoides identificados nas flores de E. dysenterica podem explicar os efeitos
inibidores na germinacdo, uma vez que derivados fenolicos possuem efeitos
inibitérios relatados (SANTOS et al.,, 2011). Esses compostos também estédo
presentes nas folhas, e em menores concentracées nos galhos e sementes,
como pode ser visto nos espectros de RMN 'H (FIGURA 4.3, p.39). Contudo, é
importante salientar que novos experimentos devem ser realizados para
comprovar que essas substancia sdo os responsaveis pelo potencial inibitério
observado.

Pode-se concluir que E. dysenterica sugere um potencial
alelopatico. Uma conclusédo definitiva de que esta espécie seja um alelopatico
em condigbes naturais esti associada a uma investigagdo mais ampla e
profunda, que inclui outras abordagens experimentais, principalmente testes em

campo.
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FIGURA 4.32 - Potencial de inibicdo dos extratos etandlicos das folhas e flores de E. dysenterica sobre a germinacdo das sementes de alface,
serralhinha e picdo preto. Dados expressos em percentual de germinagdo em relagé@o ao tratamento testemunha com agua destilada.
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FIGURA 4.33 - Potencial de inibicdo dos extratos etandlicos dos galhos e sementes de E. dysenterica sobre a germinacéo das sementes de
alface, serralhinha e picéo preto. Dados expressos em percentual de germinagcdo em relagédo ao tratamento testemunha com agua destilada.
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5. CONCLUSOES

O estudo quimico da fracdo em acetato de etila do extrato etandlico
das flores de E. dysenterica levou ao isolamento e a elucidacdo estrutural de
sete substancias, acido galico e cinco flavonoides: quercetina, miricetina,
kaempferol, (-)-epicatequina e juglanina, todos ja relatados para esta espécie ou
género. Além disso, foi possivel isolar e identificar o galato de etila, nunca
relatado para o género, mas que muito provavelmente trata-se de um artefato.

Os ensaios inseticidas realizados com os extratos etanolicos brutos
das folhas, flores, galhos e sementes, assim como as fra¢cdes oriundas dos
extratos das flores frente as operarias de Atta laevigatta, ndo apresentaram
resultados significativos. No entanto, € importante ressaltar que ndo ha relatos
na literatura de ensaios realizada com esta espécie frente Atta laevigatta,
reforcando assim a importancia do estudo realizado.

J& os ensaios alelopéticos realizados com o0s extratos etandlicos
brutos das folhas, flores, galhos e sementes forneceram resultados satisfatorios,
sendo um dado importante no que tange a busca de compostos naturais que
fornecam novas perspectivas no desenvolvimento de herbicidas naturais, menos
prejudiciais ao meio ambiente e aos mamiferos. Os extratos das flores e folhas
apresentaram maior potencial de inibicdo de germinacéo, tornando evidente a
necessidade de realizar mais estudos para compreender melhor este fenémeno

em condi¢des naturais.
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