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RESUMO

A investigacdo de bioatividade de produtos naturais provenientes das plantas
encontradas no Cerrado pode contribuir, significativamente, para a satude publica do
pais. Este trabalho objetivou isolar e identificar os compostos bioativos das folhas de
Odontadenia lutea (Vell.) Markgr., avaliar a atividade citotoxica in vitro do extrato,
fracbes e compostos isolados em linhagens de células tumorais HL-60, PC-3 e HCT-
116 e avaliar a atividade inseticida in vitro do extrato e fracbes em formigas operarias
Atta sexdens rubropilosa. O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado por
meio de técnicas cromatogréaficas e a elucidacao estrutural por técnicas de IV, RMN
1D, 2D e EM-IES. O potencial citotéxico sobre as linhagens de células tumorais foi
avaliado pelo método MTT. A atividade inseticida foi verificada através da
porcentagem de mortalidade e a sobrevivéncia mediana das formigas ap0s a ingestao
diaria dos compostos teste por 25 dias. A fracdo hexanica (OLFEH) forneceu a mistura
T-1, na qual foram identificados a-amirina, B-amirina e lupeol. Rutina foi isolada a partir
da fracdo metandlica e acetato-etilica. A fragdo metandlica ainda forneceu o 3-O-
(9,12,15-octadecatrienoil)-B-D-galactopiranosil glicerol e os acidos linolénico e
palmitico. Os compostos testados foram atoxicos contra HCT-116 e HL-60. Sobre PC-
3, 0 extrato bruto etandlico (OLFE), as fracbes diclorometanica (OLFED), acetato-
etilica (OLFEA) e metandlica (OLFEM) a 50 pg.mLt e a rutina a 25 pg.mL* exibiram
baixa toxicidade, enquanto OLFEH a 50 pug.mL™ foi moderadamente t6xico, exibiu
porcentagem de inibicdo do crescimento celular igual a 52,08%. Na avaliagcdo da
atividade inseticida, somente houve mortalidade expressiva ao término dos
tratamentos com OLFEH, os demais n&o exibiram 100% de mortalidade em nenhuma
das concentracdes testadas. OLFEH a 2 mg.mL"! diminuiu a sobrevivéncia mediana
das formigas de dezesseis para seis dias, houve mortalidade de 98% ja no 14° dia e
100% ao término do experimento. As substancias rutina, B-amirina, 3-0-(9,12,15-
octadecatrienoil)-B-D-galactopiranosil glicerol, acido linolénico e acido palmitico séo
relatados pela primeira vez para o género Odontadenia. Sugere-se que T-1 contribua
para a moderada atividade citotoxica de OLFEH sobre PC-3. Sugere-se que T-1
também contribua para a atividade inseticida de OLFEH em A. sexdens rubropilosa.
A fracdo hexanica das folhas de O. lutea pode ser uma fonte em potencial para o
isolamento de substancias com atividade inseticida em A. sexdens rubropilosa.

Palavras-chave: Atividade inseticida, Formigas cortadeiras, Células tumorais,
Fitoquimico, Monogalactosilmonoacilglicerol.



ABSTRACT

Bioactivity research on natural products from plants found in the Cerrado can
contribute significantly to the country's public health. This work aimed to isolate and
identify the bioactive compounds of the leaves of Odontadenia lutea (Vell.) Markgr., to
evaluate the in vitro cytotoxic activity of the extract, fractions and isolated compounds
in HL-60, PC-3 and HCT-116 tumor cell lines and to evaluate the in vitro insecticidal
activity of the extract and fractions on worker ants Atta sexdens rubropilosa. The
chemical constituents were isolated by chromatographic techniques and the structural
elucidation by IR, 1D and 2D NMR and ESI-MS techniques. The cytotoxic potential on
tumor cell lines was evaluated by the MTT method. The insecticidal activity was verified
by the percentage of mortality and the median survival of the ants after the daily intake
of the test compounds for 25 days. The hexane fraction (OLFEH) provided the T-1
mixture, in which a-amyrin, B-amyrin and lupeol were identified. Rutin was isolated
from the methanolic and ethyl acetate fractions. The methanolic fraction still provided
3-0-(9,12,15-octadecatrienoyl)-glyceryl-p-D-galactopyranoside and linolenic and
palmitic acids. The compounds tested were non-toxic against HCT-116 and HL-60.
The crude ethanolic extract (OLFE), dichloromethane (OLFED), ethyl acetate (OLFEA)
and methanolic (OLFEM) fractions at 50 yg.mL* and rutin at 25 ug.mL-! exhibited low
toxicity on PC-3, while OLFEH at 50 yg.mL* was moderately toxic, exhibited a
percentage of cell growth inhibition of 52.08%. In the evaluation of the insecticidal
activity, there was only significant mortality at the end of OLFEH treatments, the others
did not show 100% mortality at any of the concentrations tested. OLFEH at 2 mg.mL™
decreased the median survival of the ants from sixteen to six days, there was 98%
mortality on day 14 and 100% at the end of the experiment. The substances rutin, 3-
amyrin, 3-0-(9,12,15-octadecatrienoyl)-glyceryl-3-D-galactopyranoside, linolenic acid
and palmitic acid are reported for the first time for the genus Odontadenia. It is
suggested that T-1 contributes to the moderate cytotoxic activity of OLFEH over PC-3.
It is suggested that T-1 also contributes to the insecticidal activity of OLFEH in A.
sexdens rubropilosa. The hexane fraction of O. lutea leaves may be a potential source
for the isolation of substances with insecticidal activity in A. sexdens rubropilosa.

Key words: Insecticidal activity, Cutting ants, Tumor cells, Phytochemical,
Monogalactosylmonoacylglycerol.
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1 INTRODUCAO

Até a década de 1950, as plantas ndo entusiasmavam a inddstria farmacéutica,
no entanto, as pesquisas foram expandidas apés o desenvolvimento de novos
meétodos de rastreio de bioatividade (PHILLIPSON, 2007). Em termos de descoberta
de novas moléculas a partir de produtos naturais (PN), cerca de 44% é relacionada a
mamiferos, 25% a plantas, 16% a bactérias e 12% a fungos (PATRIDGE et al., 2015).

Atualmente, os produtos naturais desempenham importante papel na saude
publica (ATANASOV et al., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016). Varios farmacos
oriundos de produtos naturais foram inseridos para uso clinico nestes ultimos 50 anos,
como por exemplo, a vimblastina e vincristina de Catharanthus roseus (L.) G. Don
(Apocynaceae) (PHILLIPSON, 2007; KUMAR et al., 2016). Neste ambito, o tratamento
de cancer é um importante exemplo, dos 246 farmacos utilizados, cerca de 72% séo
PN ou foram baseadas em PN (NEWMAN; CRAGG, 2016).

A pesquisa de bioatividade em produtos naturais ainda pode coadjuvar com
agricultura sustentavel, de modo a contribuir para o desenvolvimento de agentes
inseticidas mais seletivos e que substituam os sintéticos danosos ao meio ambiente e
aos seres humanos (BAIARDI, 2013). Como exemplo de sustancias oriundas de
plantas utilizadas no controle de pragas, pode-se destacar os alcaloides nicotina e
normonicotina de Nicotiana tabacum L. (Solanaceae) e o terpeno citronelal extraido
de Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Poaceae) (MACIEL et al., 2010).

Neste sentido, os estudos séo privilegiados pela biodiversidade brasileira, visto
gue o pais possui cerca de 13% de toda a biota mundial j4 estudada (LEWINSOHN;
PRADO, 2005). O Cerrado brasileiro abriga cerca de 12070 espécies de plantas,
dentre as quais, destaca-se Apocynaceae, taxon representado por 293 destas
espécies (FORZZA, 2010; ZAPPI et al., 2015). Familia sobre a qual ha relatos de
atividades cardioprotetora, hepatoprotetora, neuroprotetora, anti-inflamatoria,
anticancerigena, antimalarica, dentre outras (CHAN; WONG; CHAN, 2016).

A investigacao de bioatividade de produtos naturais provenientes das plantas
encontradas no Cerrado pode contribuir, substancialmente, para a salde publica do
pais. Nesse sentido, este trabalho objetivou realizar o estudo fitoquimico, avaliar a
citotoxicidade e a agao inseticida das folhas de Odontadenia lutea (Vell.) Markgr.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A FAMILIA Apocynaceae

Apocynaceae € constituida de arvores tropicais, arbustos e videiras, cujas
plantas tem a producédo de latex branco como caracteristica marcante, geralmente
possuem folhas opostas ou em espirais, flores grandes, coloridas e perfumadas com
cinco lobos contorcidos e frutos em pares. Caracteristicas estas que conferem os
nomes populares pelos quais é chamada, ervas-de-leite e familia das perobas ou
cipés (CHAN; WONG; CHAN, 2016).

A familia é composta por aproximadamente 5000 espécies dispostas em 366
géneros que, geralmente, estao distribuidos pelas regides de clima tropical do planeta
e, eventualmente, nas regibes temperadas (MORALES, 2005; RAPINI, 2012;
ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2014). No territério brasileiro séo
encontradas cerca de 760 espécies compreendidas em 75 géneros, sendo que,
destas, 293 sao encontradas no Cerrado (FORZZA, 2010; ZAPPI et al., 2015).

Um interessante aspecto a ser ressaltado é apresentado no estudo
etnobotéanico de Santos et al. (2013), que aponta 0s usos medicinais e ornamentais
cCOomo 0sS mais expressivos dentre as classes observadas. Salienta ainda que a
importancia econémica e medicinal de determinadas espécies relaciona-se aos
metabdlitos presentes no latex, como hidrocarbonetos poliisoprénicos, triterpenos,
acidos graxos, fitoesteréis e alcaloides (MARINHO et al., 2011; LINHARES;
PINHEIRO, 2013; SANTOS et al., 2013; DGHIM et al., 2015; WINK, 2016).

Apocynaceae apresenta ampla gama de atividades biologicas e
farmacoldgicas, como cardioprotetoras, hepatoprotetoras, neuroprotetoras, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (CHAN; WONG; CHAN, 2016). Atividades estas, que
sao relacionadas aos compostos quimicos produzidos pelo metabolismo secundario,
dentre os quais, sobressaem-se os alcaloides (WILLAMAN; SCHUBERT, 1961;
PATERNA et al., 2016; YAP et al., 2016), flavonoides (BADMUS et al., 2016; OKOYE;
OKOYE, 2016), triterpendides (ALlI; HOUGHTON; SOUMYANATH, 2006; EL-
KASHEF et al., 2015), cardenolideos (ABE; YAMAUCHI; MINATO, 1996; WEN et al.,
2016), pregnanos (OUNAISSIA et al., 2016) e iridoides (AKHTAR et al., 2013; FILHO
et al., 2013).
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Como exemplo, tem-se a reserpina (1), anti-hipertensivo extraido de
Rauvolfia serpentina (L.) Benth. ex Kurz (KUMAR et al., 2016). Como também os
alcaloides vimblastina (2) e vincristina (3) (Figura 1) (KUMAR et al.,, 2016),
recorrentemente citados ao se tratar de produtos naturais antimitéticos (LUCAS et al.,
2010; KUMAR et al, 2013; ABDALLAH et al.,, 2015), originados da planta
Catharanthus roseus (L.) G. Don, a qual &€ amplamente estudada (GAVIRAJ;
VEERESHAM, 2006; ASLAM et al., 2009; BRANDAO et al., 2010; ASLAM; MUJIB;
SHARMA, 2011; NEGI, 2011).

Figura 1: Alcaloides de Rauvolfia serpentina e Catharanthus roseus.
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Fonte: Adaptado de Brandéo et al. (2010); Kumar et al. (2016).

2.2 O GENERO Odontadenia

Odontadenia é um género de Apocynaceae cuja ocorréncia é relatada,
principalmente, para faixa territorial compreendida entre a Guatemala e o Brasil. A
maioria das espécies € encontrada na regiao sudoeste da América do sul. Este taxon
€ composto por 20 espécies de lianas, das quais, 16 sdo encontradas no Brasil. Os
individuos deste taxon possuem ramos voluveis, muito raramente sub-eretos, folhas
opostas, célices com cinco sépalas, os frutos séo foliculos apocérpicos tipicamente
cilindricos, e apresentam latex branco (MORALES, 1999; FORZZA, 2010).

Pouco se conhece sobre o potencial fitoquimico do género, no entanto, Rocha,
Luz e Rodrigues (1982) afirmam que a subfamilia Apocynoideae, a qual o género

Odontadenia pertence, € quimiotaxonomicamente marcada pela presenca de
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alcaloides esteroidais. Bisset (1958), apud Willaman e Schubert (1961) menciona a
presenca desta classe de metabdlitos nas cascas de Odontadenia macrantha (Roem.
& Schult.) Markgr.

Em contraste, testes fitoquimicos realizados com caule e folhas das espécies
Odontadenia funigera Woods., Odontadenia perrottetii (DC.) Woods., Odontadenia
punticulosa (A. Rich.) Pulle e Odontadenia verrucosa (Willd. ex Roem. & Schult.)
K.Schum. ex Markgr. encontradas na Amazonia apresentaram resultados negativos
para alcaloides (ROCHA; LUZ; RODRIGUES, 1982).

A revisdo bibliografica realizada aponta o uso tradicional do latex de
Odontadenia laxiflora (Rusby) Woodson pela tribo boliviana Chacobo, como veneno
na caca e na pesca (BUSSMANN; PANAIAGUA-ZAMBRANA, 2014). Como também
0 uso do po6 das folhas secas de O. verrucosa por nativos do Rio Negro como
repelente de pulgas e piolhos, e apesar de ter reputacdo de venenoso, o caule desta
planta é utilizado na preparacédo de cataplasmas para dor no peito decorrente de
tuberculose (SCHULTES, 1979).

Dentre as pesquisas de bioatividade relatadas para o taxon, destaca-se o
estudo de O. macrantha. Planta tradicionalmente utilizada no tratamento de disturbios
gastrointestinais (BREITBACH et al., 2013), como repelente de insetos e anestésico
(SCHULTES, 1979). O fracionamento biomonitorado do extrato metandlico das folhas
desta planta quanto a citotoxicidade em células tumorais conduziu ao isolamento do
limonoide Odontadenin A (4) (Figura 2), que apresentou atividade citotoxica na
linhagem celular A2780, de cancer de ovario, com ICso de 3,2 pg.mL?, além do
isolamento de dois triterpenoides ja conhecidos, a-amirina (5) e lupeol (6) (Figura 2)
(CHATURVEDULA et al., 2003).

Figura 2: Limonoide e triterpenos de Odontadenia macrantha.

Fonte: Adaptado de Chaturvedula et al. (2003); El-Kashef et al. (2015).



22

Também pode-se citar o estudo de O. punticulosa. Planta tradicionalmente
utiizada no tratamento de rubéola (GUPTA, 2013), distirbios gastrointestinais
(BREITBACH et al., 2013), afeccdes do baco e figado (SANTOS et al., 2013) e picada
de cobra (GIOVANNINI; HOWES, 2017). A triagem quanto a atividade antifingica do
extrato metanolico das folhas de O. punticulosa em Candida albicans direcionou o
isolamento de duas saponinas, pulsatilla D (7) e 3B-O-[B-D-xylopyranosyl-(1—3)-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-[B-D-glucopyranosyl-(7—4)]-a-L-arabinopyranosyl-
hederagenin (8) (Figura 3). As quais exibiram Concentrag6es Minimas Inibitorias
(CMI) iguais a 8 pg.mL* e 16 pg.mL%, respectivamente (FAVRE-GODAL et al., 2017).

Figura 3: Saponinas de Odontadenia punticulosa.
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Fonte: Adaptado de Favre-Godal et al. (2017).

2.3 A ESPECIE Odontadenia lutea (Vell.) Markgr.

Odontadenia lutea (Vell.) Markgr. (Figura 4) € uma planta nativa, porém nao
endémica no Brasil (FORZZA, 2010). Tem como habitat o cerraddo, cerrado (stricto
sensu), vereda, campo sujo, campo limpo, também é encontrada na Amazobnia e
Caatinga. Com distribuicdo no PA, AM, BA, MT, GO, DF, MG, SP, RJ. E uma
trepadeira de caule volavel com latex branco e flores brancas, com periodo de
florescéncia entre fevereiro e julho e frutificacdo de abril & setembro, € encontrada
com os nomes populares flor-de-veado e cipo-cururu (KINOSHITA, L.S. (coord.),
2005; CAVASSAN et al., 2009; MEDEIROS, 2011).

Suas caracteristicas botanicas sdo apontadas por Kinoshita (2005):



23

Lianas; ramos cilindricos, robustos, lenticelados, glabros a pubescentes.
Peciolo 3-10mm; lamina cartacea a subcoriacea, 6,8-15x2,4-6,1cm, eliptica
a oblongo-eliptica, apice acuminado, base obtusa a ligeiramente cordada,
margem inteira, concolor. Tirso axilar ou terminal, 5-30-flora; pedunculo 7-
33mm; bracteas 3-8,3x1-4mm, ovadas, glabras. Flores 45-90mm; pedicelo
7-25mm; lacinias do calice 5-14x3-7mm, ovadas, puberulentas; corola
infundibuliforme, branca com fauce amarelada, glabra, tubo inferior 19-24x3-
5mm, tubo superior 13-26x 10-23mm, lobos 14-26x17-23mm; anteras 7-
9mm, pilosas abaxialmente; ovario 3mm, oblongo-ovéide, cabeca do estilete
3mm, estilete 20-22mm. Foliculos 7,5-11x0,5-1cm, divergentes, lenhosos,
curvados no apice; sementes 11-12,5x 1-2mm, coma 20-42mm.

Figura 4: Odontadenia lutea (Vell.) Markgr.

A — Caule, folhas e frutos; B — Frutos; C — Folhas jovens; D — Folhas maduras. Fonte: Préprio autor.

2.4 PRODUTOS NATURAIS E ATIVIDADE ANTITUMORAL

A citotoxicidade de compostos orgéanicos é frequentemente explorada para o
desenvolvimento de farmacos antineoplasicos, haja vista a deficiéncia de arsenais
terapéuticos abrangentes e eficazes (DALLA VECHIA; GNOATTO; GOSMANN,
2009). Nesse contexto, salienta-se a expressiva contribuicdo das pesquisas em
produtos naturais. De acordo com Newman e Gragg (2016), cerca de 58,6% dos 246
medicamentos aprovados no periodo de 1940-2014 correspondiam a moléculas
naturais ou baseadas em produtos naturais e 13,4% a macromoléculas biol6gicas,
enquanto apenas 28% correspondiam a farmacos completamente sintéticos. Os
dados citados sdo mostrados no Grafico 1.
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Gréfico 1: Categorias dos 246 farmacos anticancerigenos aprovados no periodo 1940-2014.
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Fonte: Adaptado de Newman, Cragg (2016).

Neste seguimento tem-se os alcaloides (RABBANI-CHADEGANI; CHAMANI;
HAJIHASSAN, 2009), lignanas (CRAGG; GROTHAUS; NEWMAN, 2009), flavonoides
(SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014), estilbenos (BARBOSA et al.,, 2009), taxanos
(ALVAREZ et al., 2009) e quinonas (PARAMASIVAM et al.,, 2012) como o0s
constituintes quimicos vegetais mais reportados como potenciais agentes
quimioterapicos (MUNOZ CENDALES; CUCA SUAREZ, 2016).

Como exemplo, destaca-se o alcaloide camptotecina (9) extraido de
Camptotheca acuminata Decne. (Cornaceae). Substancia da qual obtém-se os
derivados topotecano (10) e irinotecano (11) (Figura 5), comercializados como
Hycamtin e Campostar pelas companhias farmacéuticas GlaxoSmithKline e Pfizer
para o tratamento de cancer de célon e ovario (HOUGHTON et al., 1995; MUNOZ
CENDALES; CUCA SUAREZ, 2016).
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Figura 5: Alcaloides originados de Camptotheca acuminata.

Fonte: Adaptado de Mufioz Cendales, Cuca Suarez (2016).

Tratando-se de investigacdo farmacologica experimental, a avaliacdo da
viabilidade celular e citotoxicidade de compostos ou extratos € realizada,
recorrentemente, pela medicdo da atividade mitocondrial através da reducédo de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (BONCLER et al., 2014).
Neste sentido, tem-se como exemplo o estudo da citotoxicidade dos isolados de
Bauhinia kockiana Korth. (Leguminosae) em linhagens celulares MCF-7, PC-3,
LNCaP, DU145 e HCT-116 (CHEW et al., 2014).

2.5 PRODUTOS NATURAIS E ATIVIDADE INSETICIDA

As formigas cortadeiras constituem um sério problema a muitos
agroecossistemas (FERNANDES et al., 2002). As formigas cortadeiras dos géneros
Atta e Acromyrmex sao consideradas as principais pragas no sistema agroflorestal da
Regido Neotropical (DORNELAS et al., 2016).

Para o controle destas e de outras pragas, atualmente, os métodos quimicos
tem sido estratégia frequentemente utilizada. Nos quais, utiliza-se, principalmente,
inseticidas de origem sintética (LOECK; GRUTZMACHER; COIMBRA, 2003;
RODRIGUEZ et al., 2015). Vérias vezes, estes insumos apresentam alta toxicidade e
pouca seletividade (LOECK; GRUTZMACHER; COIMBRA, 2003; BAIARDI, 2013).
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O desenvolvimento de agentes inseticidas mais seletivos e que substituam os
sintéticos danosos ao meio ambiente e aos seres humanos é de grande valia para a
agricultura. Os produtos naturais podem atuar como um método alternativo para o
controle desses insetos. Bioensaios visando detectar efeitos toxicos de plantas em
colonias de formigas cortadeiras sdo o primeiro passo na determinagdo de seu
potencial inseticida (HEBLING et al., 2000).

Vérios trabalhos foram desenvolvidos com este objetivo, dentre os quais, pode-
se citar os estudos das atividades inseticidas das plantas Spiranthera odoratissima St.
Hil. (Rutaceae) e Virola sebifera Aulb. (Myristicaceae) frente a formiga Atta sexdens
rubropilosa. Da primeira planta foram identificados 1-metil-2-fenilquinolin-4-ona (12),
acido limonéxico (13) e limonina (14) como bioativos, e da segunda (—)-kusunokinin
(15) (Figura 6) (TEREZAN et al., 2010; BICALHO et al., 2012).

Figura 6: Bioativos de Spiranthera odoratissima e Virola sebifera.
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Fonte: Adaptado de Terezan et al. (2010); Bicalho et al. (2012).

Assim também, a avaliacdo dos extratos de Ageratum conyzoides (L.) L.
(Compositae) frente as formigas Atta laevigata e Acromyrmex subterraneus
subterraneus (ARAUJO et al., 2008). E ainda o estudo do efeito do 6leo essencial da
planta Drimys angustifolia Miers (Winteraceae) sobre formigas do género Acromyrmex
spp. (MENEGHETTI; REBELO; VITORINO, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar o estudo fitoquimico, avaliar a citotoxicidade e a acdo inseticida das
folhas de Odontadenia lutea (Vell.) Markgr.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obter o extrato etandlico e as fracdes hexanica, diclorometanica, acetato-etilica
e metandlica das folhas de O. lutea;
e |solar e identificar os compostos bioativos das folhas de O. lutea;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro do extrato, fracdes e compostos isolados
das folhas de O. lutea frente as linhagens de células tumorais HL-60, PC-3 e
HCT-116;

e Avaliar a atividade inseticida in vitro do extrato e fracdes das folhas de O. lutea

em formigas operarias Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

4.1.1 Material
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Os quadros a seguir mostram o0s materiais cromatograficos (Quadro 1),

solventes (Quadro 2) e equipamentos (Quadro 3) utilizados.

Quadro 1: Materiais cromatograficos utilizados e respectivas marcas

MATERIAL

MARCA

Celulose microcristalina D

Synth

Silica gel 230-400 mesh

Macherey-Nagel

Diaion HP20

Sigma-Aldrich

Sephadex LH20

Sigma-Aldrich

Cromatofolhas de aluminio silica gel 60 F2s4

Macherey-Nagel

Secador serigrafico

Skil 1800 W

Lampada UV (254 e 365 nm)

Quadro 2: Reagentes utilizados e respectivas marcas.

REAGENTE

MARCA

Acetato de etila PA

Anidrol, Dindmcia e Neon

Diclorometano PA

Anidrol, Dindmcia e Neon

Etanol PA Anidrol, Dindmcia e Neon
Hexano PA Anidrol, DinAmcia e Neon
Metanol PA Anidrol, Dindmcia e Neon
Cloroférmio deuterado Merck
Metanol deuterado Merck

Vanilina acida
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Quadro 3: Equipamentos utilizados e respectivas especificagcdes.

EQUIPAMENTOS MARCA/MODELO
Estufa com circulagédo de ar Marconi/ MA035
Moinho de facas tipos créton Marconi/ MA-580
Evaporador rotativo TECNAL/ TE120 e Quimis/ Q344B
Balanca analitica Mettler/ P163
Espectrometro de RMN Bruker/ Advanced Il - 500 MHz/11,75 Tesla
Espectrofotdmetro de IV Perkinelmer/ Espectrum Frontier
Espectrémetro de massas Bruker/ micrOTOF-Q Il

4.1.2 Caracterizacao

4.1.2.1 Espectroscopia de absorcéo na regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais de absorcdo na regidao do Infravermelho com
transformada de Fourier (IV-TF) foram adquiridos em espectrofotdbmetro PerkinElmer
Espectrum Frontier do Laboratério de Analise Instrumental do Campus Anapolis de
Ciéncias Exatas e Tecnolégicas — Henrique Santillo (CCET) da Universidade Estadual
de Goias (UEG). Operando na regido de 4000 a 400 cm™! para amostras dispersas em
pastilhas de KBr. E quando equipado com dispositivo de Refletancia Total Atenuada
(ATR), de 4000 a 700 cm™.

4.1.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram adquiridos em
aparelho Bruker Avance Ill (11,75 T) do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (IQ-UFG), Goiania-
GO. Utilizou-se broadband probehead de 5 mm com gradiente de campo em z a 25°C.
Operando na frequéncia de 500,13 MHz para 'H e 125,75 MHz para 13C.
Eventualmente, foram realizados experimentos para observar correlagao
heteronuclear de quantum-simples (HSQC) e correlacdo heteronuclear de quantum-
multiplo (HMBC). Utilizou-se CDCIs e MeOD como solventes e tetrametilsilano (TMS)

como padrdo interno. Os experimentos foram realizados em tubos de 5 mm de
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didmetro e coletados usando o software Topspin 3.5 desenvolvido pela Bruker
BioSpin.

4.1.2.3 Espectrometria de massas

A Espectrometria de Massas (EM) foi realizada em aparelho Bruker micrOTOF-
Q Il do Laboratdrio de Cromatografia e Espectrometria de Massas (LaCEM) do 1Q-
UFG, Goiania- GO. A ionizacgao por electrospray (IES) foi operada nos modos negativo
e positivo. Foi utilizado nitrogénio de alta pureza (> 98%) como nebulizador de
desolvatacdo (200° C; 4 L.min') e gas de colisdo. A pressdo do nebulizador foi
mantida em 0,4 bar e a tenséo capilar ajustada em 4500 V. As condi¢cbes do analisador
de massas quadrupolar (Q-TOF) foram: Deslocamento final de placa: -500 V; Funil 1:
200 Vpp; Funil 2: 200 Vpp; Hexapolo RF: 200 Vpp; Colisédo RF: 200 Vpp; Tempo de
transferéncia: 85 pys para 0 modo negativo e 70 us para o positivo; Pré-pulso de
armazenamento: 7 ys para o modo negativo e 5 us para o positivo; Energia idnica do
quadrupolo: 5eV. Os espectros de massa foram adquiridos e processados usando o

software Bruker Compass DataAnalysis (Bruker Daltonik, GmbH).

4.2 EXTRACAO E ISOLAMENTO

4.2.1 Material Vegetal

As folhas de O. lutea foram coletadas no CCET-UEG, nas coordenadas
geograficas: latitude 16°22°50.5” sul, longitude 48°56’40.9” oeste e 1148 m de altitude.
Foi identificada pela Prof2. Dr2. Mirley Luciene dos Santos e a exsicata depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Goias (HUEG) sob o registro 11.381.

4.2.2 Obtencao dos Extratos

O material botanico (1,2 Kg) foi seco em estufa com circulagéo de ar a 45°C por
48 horas. Em seguida, foi triturado em moinho de facas. O material pulverizado (303
g) foi submetido a extracdo por maceracao a frio com etanol 96% (10 L) durante 20

dias, filtrado e concentrado em evaporador rotativo a 35 °C e 19 rpm (MATOS, 2009).
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O produto obtido foi denominado extrato bruto etandlico (OLFE) e entdo
fracionado por filtracdo a vacuo apds a incorporagdo em celulose microcristalina D.
Para tanto, utilizou-se hexano (5 L), diclorometano (5 L), acetato de etila (5 L) e
metanol (5 L) como eluentes. Os quais foram concentrados em evaporador rotativo.
Obteve-se as fracdes hexanica (OLFEH), diclorometanica (OLFED), acetato-etilica
(OLFEA) e metandlica (OLFEM). O processo descrito € ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Obtencéo e fracionamento do extrato bruto etandlico das folhas de O. lutea.

Material Vegetal
pulverizado

303 g

| Maceragao a frio com Etanol 96%

Extrato

| Concentragdo em evaporador rotativo

Extrato Bruto Etandlico

OLFE
54,73 g
Adi¢ao de celulose microcristalina D;
Fracionamento por filtragdo a vacuo
Fragao I-Ilexénica Fracao Diclcl)rometénica Fragao Ace|'tato-Et|'Iioa Fracao I\fletanélica
OLFEH OLFED OLFEA OLFEM
9,98 g 3,00 g 10,59 g 15,82 g

“OLFE” — Extrato Bruto Etandlico das Folhas de O. lutea; “OLFEH” — Fracao Hexanica das Folhas de
O. lutea; “OLFED” — Fracéo Diclorometanica das Folhas de O. lutea; “OLFEA” — Fracdo Acetato-

etilica das Folhas de O. lutea; “OLFEM” — Fracdo Metandlica das Folhas de O. lutea.

4.2.3 Isolamento

4.2.3.1 Isolamento de F-1 a partir de OLFEA

A fracdo OLFEA (7,091 g) foi fracionada por cromatografia em coluna (CC) de
Diaion HP-20 (® =5 cm e h = 14 cm) eluida com gradientes de H20 e MeOH (10:0 —
0:10). As fragOes foram coletadas em 150 frascos de 15 mL. Das quais, a fragéo 57-

71 (620 mg) foi refracionada por cromatografia de permeacédo em gel em coluna de
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Sephadex LH-20 (® = 2,0 cm e h = 32 cm) eluida com MeOH, obteve-se 47 fracdes.
Houve a formagéo de precipitado (ppt) na fracdo 11-15 (210 mg), o qual foi lavado

sucessivamente com MeOH (Figura 8).

Do respectivo ppt (100 mg), denominado F-1, foram feitas analises de IV (ATR)
e RMN 1D e 2D 'H (MeOD, 500 MHz), 3C (MeOD, 125 MHz), e HMBC.

Figura 8: Fluxograma do Isolamento de F-1 a partir de OLFEA.

OLFEA
7,091 g

F.E.: Diaion HP20
F.M.: H,O : MeOH (10:0 — 0:10)

@:5cm
h: 14 cm
[ [ I | I ]
1-46 47-56 57-71 72-90 91-131 132-150
254 mg 2449 620 mg 900 mg 2,5¢g 260 mg
F.E.: Sephadex LH20
F.M.: MeOH
g:2cm
h: 32 cm
| |
1-10 11-15 16-47
142 mg 210 mg 250 mg

Lavagem com MeOH
I
11-15

(sobrenadante)

|
11-15 (ppt)
F-1
100 mg

“OLFEA” — Fracao Acetato-etilica das Folhas de O. lutea; “F.E.” — Fase estacionaria; “F.M.” — Fase

movel; “@” — Diametro da Coluna; “h” — Altura da coluna.

4.2.3.2 Isolamento de T-1 a partir de OLFEH

A fracdo OLFEH (8,754 @) foi fracionada por cromatografia de adsor¢gédo em
coluna de Silica 230-400 mesh (® =5 cm e h = 15 cm) eluida com gradientes de
acetato de etila e hexano (0,1:9,9 — 10:0). Obteve-se 174 fragdes. As quais foram
analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) reveladas com

vanilina acida.
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A fragdo 61-72 (110 mg) foi refracionada em coluna de silica 230-400 mesh (®

= 2,0 cm e h = 22 cm) eluida com gradientes de acetato de etila e hexano (1:9 —

10:0). Obteve-se 91 fracdes. As referidas fracbes foram analisadas por CCDA

reveladas com vanilina 4cida, onde indicios de pureza foram observados na fracdo 30

(5 mg). A qual foi denominada T-1. O procedimento descrito € mostrado na Figura 9.

De T-1 foram feitas analises de IV (KBr) e RMN 1D 'H (CDCIz, 500 MHz) e 13C

(CDCls, 125 MHz).

Figura 9: Fluxograma do Isolamento de T-1.

OLFEH
8,754 g
F.E.: Silica 230-400 mesh
F.M.: Ac. de etila : Hexano (0,1:9,9 — 10:0)
J:5cm
h: 15 cm
[ | [ I
1-60 73-94 95-112 113-174
2,39 159 20g 2,5mg

F.E.: Silica 230-400 mesh
F.M.: Acetato de etila : Hexano (1:9 — 10:0)

1-29
20 mg

[
30

T
5mg

J:2cm
h: 22 cm
I |
31-42 43-91
31 mg 45 mg

“OLFEH” — Fracdo Hexanica das Folhas de O. lutea; “F.E.” — Fase estacionaria; “F.M.” — Fase movel;

“@” — Diametro da Coluna; “h” — Altura da coluna.

4.2.3.3 Isolamento de F-1, M-AG-1 e AG-2 a partir de OLFEM

A fracdo OLFEM (10,104 g) foi fracionada por CC de Diaion HP-20 (d =5cme
h = 14 cm) eluida com gradientes de H20 e MeOH (10:0 — 0:10). Obteve-se 145

fracOes. Das quais, houve a formacgéo de precipitado na fracdo 58-77 (1,9 g), o qual

foi lavado sucessivamente com MeOH. Do respectivo ppt (375 mg), denominado F-1
(Figura 10), foram feitas analises de RMN 1D *H (MeOD, 500 MHz) e 13C (MeOD, 125

MHz).
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A fracdo 136-144 (77,5 mg) foi refracionada por cromatografia de permeagéo
em gel em coluna de Sephadex LH-20 (® = 2,0 cm e h = 48 cm) eluida com MeOH.
Obteve-se 22 fracbes. As fracbes 11 (16 mg) e 12 (28 mg) (Figura 10), foram
denominadas M-AG-1 e AG-2, respectivamente. Das quais foram feitas analises de
RMN 1D e 2D 'H (MeOD, 500 MHz), 13C (MeOD, 125 MHz), HSQC e HMBC, como
também EM-IES.

Figura 10: Fluxograma do Isolamento de F-1, M-AG-1 e AG-2 a partir de OLFEM.

OLFEM
10,104 g

F.E.: Diaion HP20
F.M.: H,O : MeOH (10:0 — 0:10)

@:5cm
h: 14 cm
[ | | | | | |
1-57 58-77 78-93 94-102 103-135 136-144 145
219 1,99 1,39 195,3 mg 1,6 g 77,5 mg 2,3g
F.E.: Sephadex LH20
Lavagem com MeOH F.M.: MeOH
@:2cm
h: 48 cm
I \ | | | |
207 ({212 58-77 1-10 11 12 13.92
F-1 (Sobrenadante) 19 mg M-AG-1 AG-2 14 mg
375 mg i S 16 mg 28 mg

“OLFEM” — Fracao Metandlica das Folhas de O. lutea; “F.E.” — Fase estacionaria; “F.M.” — Fase

movel; “@” — Diametro da Coluna; “h” — Altura da coluna.

4.3 BIOENSAIOS

4.3.1 Ensaio de Citotoxicidade in vitro

O extrato, fracdes e o isolado F-1 de O. lutea foram submetidos a ensaios de
citotoxicidade em células tumorais. Os quais foram realizados no Laboratério de
Oncologia Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara (UFC) por meio da

reducdo do MTT, método descrito inicialmente por Mosmann (1983).
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4.3.1.1 Manutencéao das Linhagens Celulares

As linhagens tumorais utilizadas para a avaliacdo da atividade antiproliferativa
foram doadas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (US-NCI). As
células e suas respectivas concentracdes de plaqueamento para o teste do MTT séo
listadas na Tabela 1.

Tabela 1: Linhagens celulares e concentracdes de plagueamento para os ensaios de citotoxicidade.

Concentracéo de

Linhagem Celular Tipo Histoldgico Origem
Plagueamento
HCT-116 Carcinoma de célon Humana 7 x 10% céls.mL?
Adenocarcinoma de
PC-3 i Humana 1 x10°céls.mL?
prostata

Leucemia i

HL-60 Humana 3 x10%céls.mL?

promielocitica

O procedimento adotado e padronizado pelo grupo de pesquisa do LOE tem
por finalidade realizar apenas a triagem dos compostos (PINHEIRO et al., 2016;
SOUZA et al.,, 2017). Desta forma, os compostos promissores sdo testados
novamente em ensaios que incluam controles positivos e negativos, assim como
células normais (CASTRO et al., 2016).

As linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de antibi6ticos
(penicilina/estreptomicina), e mantidas em incubadora (NUAIRE, modelo TS Autoflow

a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COso.

4.3.1.2 Avaliacao do Efeito Citotdxico

O referido ensaio € um método colorimétrico que objetiva quantificar a atividade
mitocondrial por meio da reduc¢éo do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) de cor amarela, resultando na formacéo de cristais de formazan, de
cor purpura, em células metabolicamente ativas. Sendo a quantificacao realizada por
absorbancia em espectrofotbmetro (MOSMANN, 1983). O processo é descrito a

seguir e ilustrado na Figura 11.
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Ao passo em que células foram plaqueadas em multiplacas de 96 pocos, cuja
concentracdo de plagueamento utilizada € mostrada na Tabela 1, o extrato OLFE e
as fracbes OLFEH, OLFED, OLFEA, OLFEM foram diluidas em DMSO puro estéril na

concentragdo de 50 pg.mL?, e a substancia pura F-1 diluida a 25 pg.mL2.

Apébs 24 horas de incubacao em estufa a 37°C a 5% CO2, 0os compostos-teste
foram adicionados e as células foram incubadas por 72 horas. As placas foram
centrifugadas e o sobrenadante removido. Foi adicionado 150 uL de solugdo de MTT
a 1% diluido em meio RPMI 1640 em cada poco e as placas foram reincubadas por 3
horas. Posteriormente foram acrescentados 150 uL de DMSO puro a cada poco, para
a dissolucéo dos cristais de formazan. A absorbancia foi lida em espectrofotometro de
placa a 595 nm. Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao
da média (DP) da porcentagem de Inibicdo do Crescimento celular (IC), usando o

programa GraphPad Prism.

Figura 11: Ensaio de Citotoxicidade in vitro pelo MTT.
— A S
/ == :
/. =3

y > 37 °C .
R Y 5% CO /!
_— | -A d jw/ ?

~

Plagueamento
{ Cultivo celular q

' 4 . . ~
3 (RPMI 1640, de celulas; Adigzo de
SFB, Adicéo de
antibiéticos) extratos e (RPMI 1640)
fragbes

Formacgao de

e i

cristais de

Calculo da Leiturada i
Citotoxicidade absorbancia Eatmazan
Dissolugao

com DMSO

“‘RPMI 1640” — Meio de cultura; “SFB” — Soro fetal bovino; “MTT” — brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil tetrazélio; “DMSQO” — Dimetilsulféxido.
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4.3.2 Ensaio de Atividade Inseticida in vitro

O extrato e fragcbes de O. lutea foram submetidos & bioensaios de toxicidade
em formigas Atta sexdens rubropilosa. Os ensaios foram realizados no Centro de
Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
baseados na metodologia de Bueno et al. (1997).

4.3.2.1 Manutencgao das Formigas Cortadeiras

As operéarias de A. sexdens rubropilosa foram coletadas de formigueiros
mantidos em laboratério com folhas de Eucaliptus sp., flocos de aveia e,
ocasionalmente, Hibiscus sp., Ligustrum sp. ou folhas e pétalas de roseiras.

As formigas isoladas do formigueiro, foram mantidas com uma dieta artificial
sélida preparada com 1,25 g de glicose, 0,25 g de peptona bacteriolégica, 0,025 g de
extrato de levedura, 0,25 g de agar bacteriolégico e 25 mL de agua destilada. ApGs
solubilizada em forno micro-ondas e autoclavada por 15 minutos a 120°C e 1 atm, a
dieta foi vertida quente em placas de Petri de 10 cm de diametro, previamente
esterilizadas e, ap6s o resfriamento e a solidificacdo, foi embrulhada em filme de PVC

e mantida em geladeira, para utilizacdo durante o periodo do experimento.

4.3.2.2 Avaliacdo da Atividade Inseticida

O método consiste em verificar a porcentagem de mortalidade e a
sobrevivéncia mediana de formigas operarias (A. sexdens rubropilosa), mantidas com
dieta artificial, ap0s a ingestdo diaria de compostos teste em trés concentracdes
distintas por um periodo de 25 dias (BUENO et al., 1997) (Figura 12).

Figura 12: Ensaio de atividade inseticida in vitro com Atta sexdens rubropilosa.

24°C
U>70%
25d

vencia (%)

s¥ss5838588

Sobrevi

Manutengao

Coleta das com dieta
formigas artificial;

Tratamento

Comparagao
das curvas de
sobrevivéncia

“U” — Umidade relativa.
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A atividade inseticida sobre as formigas foi verificada pela ingestado do extrato
e fracbes das folhas de O. lutea incorporados a dieta artificial solida em trés
concentragdes (0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL™1). Primeiramente, foram incorporados a glicose
e aos demais ingredientes secos da dieta e, posteriormente, a agua destilada. Em
seguida, a mistura obtida foi solubilizada em forno micro-ondas, esterilizada e

armazenada como dieta controle.

Para cada tratamento, as formigas, com massa corpoérea variando de 15 a 25
mg, foram distribuidas em lotes de 50 operarias com grupos de 10 individuos
colocados em 5 placas de Petri de 10 cm de diametro forradas com papel filtro. A dieta
controle ou a dieta acrescida dos compostos teste foi colocada em papel aluminio na
quantidade aproximada de 0,4 a 0,5 g.placa?. Essas placas foram colocadas em
estufa B.O.D. a 24°C (x1) com umidade relativa > 70%. Os experimentos foram
examinados diariamente para a retirada e anotacdo do niumero de formigas mortas,
renovacao da dieta e troca do papel de filtro, durante um periodo maximo de 25 dias,
levando-se em conta o periodo normal de sobrevivéncia das formigas mantidas com

dieta artificial.

A analise grafica foi realizada através das determinacdes das porcentagens
acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento. Posteriormente, o tempo
de sobrevivéncia mediana foi determinado e as curvas de sobrevivéncia foram
comparadas por meio do teste ndo paramétrico log-rank (p<0,05) (ELANDT-
JOHNSON; JOHNSON, 1980), utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma
3.0. Em seguida, foi feita a comparacao entre as curvas de sobrevivéncia de formigas

submetidas aos tratamentos e ao controle (dieta pura).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS
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A partir de 303 g de folhas pulverizadas obteve-se 54,73 g de OLFE. O
fracionamento resultou em 9,98 g de OLFEH, 3,0 g de OLFED, 10,59 g de OLFEA e

15,82 g de OLFEM. O rendimento em porcentagem de massa € apresentado na

Tabela 2.
Tabela 2: Rendimento (Rend.) dos extratos obtidos de O. lutea.
Material de Partida Extracdo Fracionamento

O. lutea M?;’;’a Identificacdo Mz(:t;)sa R(eo/r(:;i Identificacdo Mf(;\;)sa R(e(:)z)d.
OLFEH 9,98 18,23

OLFED 3,0 5,48

OLFE 54,73 18,06

Folhas secas 303 OLFEA 10,59 19,34
OLFEM 15,82 28,90
Residuo 248,27 81,94 15,34 28,05

Total 303,00 100 54,73 100

“OLFE” — Extrato Bruto Etandlico das Folhas de O. lutea; “OLFEH” — Fracao Hexanica das Folhas de

O. lutea; “OLFED” — Fracéo Diclorometanica das Folhas de O. lutea; “OLFEA” — Fracdo Acetato-

etilica das Folhas de O. lutea; “OLFEM” — Fragcao Metandlica das Folhas de O. lutea.

5.2 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS

5.2.1 Identificagdo de F-1

O fracionamento de OLFEA e OLFEM forneceram a substancia F-1, que se

apresentou como solido amorfo amarelo. A qual foi submetida a analises de 1V, RMN

1D e 2D. A estrutura quimica do flavonoide identificado € mostrada na Figura 13.
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Figura 13: Estrutura quimica do flavonoide rutina.

As bandas de absor¢do em 3377 e 1653 cm™ no espectro de IV (Figura 14)
indicam a presenca de grupos hidroxila e carbonila, respectivamente. Sdo notados

também estiramentos C=C de nlcleos aroméaticos em torno de 1597-1362 cm-.

No espectro de RMN *H (Figura 15) observa-se sinais cujas multiplicidades
sugerem um sistema de substituicdo 3',4’ no anel aromatico B do nucleo quercentina
(OKOYE; OKOYE, 2016). Sao eles, um duplo dupleto em 61 7,65 referente ao
hidrogénio H-6’ (J = 8,4 e 2,2 Hz), um dupleto em &x 7,68 referente ao hidrogénio H-
2" (J = 2,2 Hz) e um dupleto em &1 6,89 referente ao hidrogénio H-5 (J = 8,4 Hz).
Observa-se também dois dupletos, um em &1 6,42 (J = 2,1 Hz) e outro em &w 6,23 (J

= 2,1 Hz) atribuidos a H-8 e H-6, respectivamente, do anel A.

O espectro de RMN 'H ainda apresenta multipletos relativos a hidrogénios
carbindlicos na regido entre &1 3,0 e 4,0 e de hidrogénios anomeéricos entre o1 4,5 e
5,5, que sugerem a ligagéo de unidades de acUcares a este flavonoide. Ha um dupleto
absorvendo em 61 5,13 (J = 7,6 Hz), atribuido ao hidrogénio H-1", cujo deslocamento
e multiplicidade sao caracteristicos do 3-D-glicosideo. Como também um dupleto em
OH 4,54 (J = 1,1 Hz), atribuido ao hidrogénio H-1"", além de um dupleto, integrando
paratrés hidrogénios, em 611,14 (J = 6,3 Hz), que indicam a presenca de uma unidade
a-L-raminose (MOURA,; VILEGA; SANTOS, 2011; OKOYE; OKOYE, 2016).

O espectro de RMN de 3C (Figura 16) apresenta um sinal com deslocamento
quimico de &c 178,0 atribuida ao carbono C-4, uma vez que € um sinal tipico de
carbonilas queladas em flavonoides. E a ocorréncia de dez sinais na regiao entre dc

77,0 e 16,0 e dois sinais, um em 0c 103,2 e outro em o6c 101,0, referentes aos
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carbonos anoméricos C-1” e C-1"", respectivamente, vem confirmar a existéncia das

duas unidades de acuUcares.

O espectro de HMBC (Figura 17) mostra a correlacdo do hidrogénio anomérico
H-1" (&n 70,8) da unidade de glicose com o carbono C-3 (6c 134,2) do flavonoide.

tRE]

Como também a correlacdo do hidrogénio H-1"" da unidade de ramnose com 0s

carbonos C-2"” (6¢ 70,8) e C-5"" (6¢ 68,3) desse mesmo acgucar, e com C-6” (6¢c 67,15)

da glicose. Além da correlacdo do hidrogénio H-6"" (dn 1,14) com os carbonos C-4
(6c 72,5) e C-5"" (8¢ 68,3). As principais correlagdes que confirmam a proposi¢ao sao

evidenciadas na Figura 17.

As andlises dos espectros de 1V, RMN *H, 13C, HMBC e posterior comparagéo
com dados descritos na literatura (Tabela 3) resultaram na identificagéo do flavonoide

rutina (C27H30016 - quercetina-3-O-3-D-glicose-6"-O-a-L-raminosil).

Rutina foi isolada de diversas espécies de Apocynaceae, dentre as quais
destaca-se Hancornia speciosa Gomes e Alstonia boonei De Wild, as quais exibiram
atividade anti-inflamatéria (TORRES-REGO et al., 2016), antioxidante e
antimicrobiana (OKOYE; OKOYE, 2016). O flavonoide apresenta também atividade
anticarcinogénica (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009).
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Figura 14: Espectro de IV (ATR) de F-1.
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Figura 15: Espectro de RMN 'H de F-1 (MeOD, 500MHz).
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Figura 16: Espectro de RMN 3C de F-1 (MeOD, 125 MHz).
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Figura 17: Espectro de HMBC de F-1 (MeOD, 'H 500 MHz; 13C 125 MHz).
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Tabela 3: Dados de RMN H (MeOD, 500 MHz) e 13C (MeOD, 125 MHz) de F-1.

& (ppm), J (H2) 8¢ (ppm)
Posig&o _ Rutina |
1 Moura, Vilega, Santos 1 Moura, Vilega,
(2011) Santos (2011)

2 - - 157,9 156,5
3 - - 134,2 133,2
4 - - 178,0 177,3
5 - - 161,6 161,2
6 6,23 (d,J =2,1) 6,20 (d, J=2,1) 98,5 98,7
7 - - 164,6 164,5
8 6,42 (d, J = 2,1) 6,40 (d, J = 2,1) 93,4 93,6
9 - - 157,2 156,4
10 - - 104,2 103,7
1 - - 122,1 121,5
2 7,68 (d,J =2,1) 7,53 (d, J =2,0) 116,2 116,2
3 . ; 144.,4 115,2
4 - - 148,4 148,5
5 6,89 (d, J = 8,4) 6,83 (d, J=9,0) 114,6 115,2
6’ 7,65(dd,J=84e21) 7,75(dd,J=7,8¢24) 121,7 121,0
1”7 5,13 (d, J = 7,6) 5,44 (d, J=7,2) 103,2 101,2
o ) ; 75,8 75,8
3 ) ; 74,3 74,0
4 . - 70,0 69,9
5 . - 76,8 76,4
6” - - 67,5 66,9
1 454 (d,J=1,1) 4,38 (d, J=1,0) 101,0 100,7
o ] ; 70,8 70,5
3 ] ; 70,7 70,3
4" - - 72,5 71,8
5 - - 68,3 68,2
6 1,14 (d, J = 6,3) 0,99 (d, J = 6,0) 16,4 17,6

“O4” — Deslocamento quimico de Hidrogénio; “dc” — Deslocamento quimico de Carbono; “J” —

Constante de acoplamento; “d” — Dupleto; “dd” — Duplo dupleto.
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5.2.2 Identificagdo de T-1

O fracionamento de OLFEH forneceu a mistura T-1, que se apresentou como
sélido amorfo branco, a qual foi submetida a analises de IV, RMN 1D. As formulas

estruturais dos triterpenos identificados sdo mostradas na Figura 18.

Figura 18: Estruturas quimicas dos triterpenos da a-amirina, 3-amirina e lupeol.

o - amirina: Ry = CH3; R, = H
p - amirina: Ry = H; R, = CH4

A banda de absorcdo na regido de 3368 cm™ no espectro de IV (Figura 19)
indica a presenca de grupos hidroxila em T-1. Os estiramentos em 2942-2920 cm™
sdo atribuidos as ligacdes Csp*>-H, enquanto 2869-2858 cm™? as Csp?-H. Os
estiramentos em 1463, 1455 e 1378 cm™ sugerem a presenca de ligacdes do tipo

C=C. S&o percebidos também os estiramentos C-O em 1050, 1037 e 955 cm™.

Na regido caracteristica de hidrogénios olefinicos (6n 4,5-7,5) do espectro de
RMN *H (Figura 20) observa-se dois tripletos, um em &+ 5,12 (J = 3,6 Hz) e outro em
on 5,18 (J = 3,7 Hz) proprios dos hidrogénios H-12 dos triterpenos a-amirina, [3-
amirina, respectivamente. Nesta regido ainda observa-se um multipleto em o1 4,56 e
um dupleto em &n 4,68 (J = 2,0 Hz) caracteristicos dos dois hidrogénios Han-29 do
lupeol (SOUZA et al., 2001). Hidrogénios os quais, H-12a-amirina, H-12p-amirina, € Hasb-
29upeol, €ncontram-se integrados na proporcdo de 3:1:3, o que pode inferir o

minoritarismo de B-amirina na mistura.

O espectro de RMN 'H ainda apresenta multipletos em torno de dn 3,20
atribuidos aos H-3a de ambas as substancias. O que é confirmado pelo espectro de
RMN 3C (Figura 21) que apresenta trés sinais em dc¢ 79,0, sinais estes caracteristicos
da ligacéo de grupos alcoois na posi¢ao C-3p (OLEA; ROQUE, 1990).
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A observagéo do espectro de RMN 3C vem confirmar as indicagdes, visto que
os deslocamentos quimicos dos carbonos sp? sdo bastante caracteristicos de cada
esqueleto. O espectro de RMN 3C apresentou sinais em &c 139,6 e 124,4 préprios
dos carbonos C-13 e C-12 da a-amirina. Bem como os sinais em &c 150,9 e 109,3,
proprios dos carbonos C-20 e C-29 do lupeol. No entanto, quanto aos deslocamentos
caracteristicos dos carbonos olefinicos de B-amirina, observa-se apenas o sinal &c
121,7 atribuido ao carbono C-12 (OLEA; ROQUE, 1990). A ndo percepc¢ao do sinal
em &c 145,1 do C-13 de B-amirina pode-se apoiar na minotirariedade da substancia

na mistura, como observado nas integrais do espectro de RMN *H.

As andlises dos espectros de IV, RMN H, 13C e posterior comparacdo com
dados descritos na literatura (Tabela 4) resultaram na identificacdo dos triterpenos a-
amirina (CsoHs00 - 3B-hidroxi-urs-12-en-3-ol), B-amirina (CsoHsoO - 3B-hidroxi-olean-
12-en-3-ol) e lupeol (C3oHs00 — Lup-20(29)-en-33-ol).

Os trés triterpenos foram amplamente isolados de Apocynaceae (ASSIS
JUNIOR et al., 2013; EL-KASHEF et al., 2015). Inclusive, a-amirina e lupeol de O.
macrantha (CHATURVEDULA et al., 2003). Como também em plantas do género
Hoya (EBAJO JR.; SHEN; RAGASA, 2015) e Mandevilla (CORDEIRO et al., 2011).
Por serem, geralmente, encontrados em mistura (OLEA; ROQUE, 1990), a literatura
aponta métodos para sua separacao (DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011). Para os trés
triterpenos séo relatadas atividades antioxidante e anti-inflamatéria (MELO et al.,
2010; PEDERNERA et al., 2010) assim como atividade citotoxica (KEAWSA-ARD;
LIAWRUANGRATH; KONGTAWEELERT, 2015).
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Figura 19: Espectro de IV (KBr) de T-1.
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Figura 20: Espectro de RMN 'H de T-1 (CDCIz, 500 MHz).
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Current Data Parameters

NAME T-1
EXPNOC 1
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20170403

Time 11.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPRCG zg30

TD 65536
SOLVENT CDCL3

NS 16

DS 2

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.152588 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 181

DW 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFCl 500.1330885 MHz
NUC1 1H

P1 12.00 usec
PLWI1 22.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 500.1300124 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00
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Figura 21: Espectro de RMN 3C de T-1 (CDCls, 125 MHz).

o~ - Q0 o~ [=]
~ o 0w ©
2 : :: : : Current Data Parameters
0 I SIS = NAME T-1
—~ — — —~ —
‘ | ‘ ‘ EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20170508
Time 12.27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBO BB-1H
PULPROG Zgpg
TD 40960
SOLVENT CDC13
« - amifina: Ry = CHg; Ry = H NS 8000
s - amirina: Ry = H; Ry =CHy ! gf\m 41666_66§ .
12 FIDRES 1.017253 Hz
AQ 0.4915200 sec
CDC13 RG 203
DW 12.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
HO - . D1 0.50000000 sec
H.e? k D11 0.03000000 sec
3 TDO 1
======== CHANNEL f1l ========
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13C
Pl 9.50 usec
PLW1 56.00000000 W
======== CHANNEL f2 ========
SFQ2 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
C29 lupeol PCPD2 80.00 usec
C12 g-amirina C, PLW2 22.00000000 W
PLW12 0.49500000 W
PLW13 0.24898000 W
C12 B-amirina .
c o ]:;% - Processing pa;;;ngé:ers
20 lupeol -
13 a-amirina ™S | gp 125.7577890 MHz
" | I WDW EM
i SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
N T SRR RS A AR RS AR KRS RN RN N -Te) 1.40

150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



Tabela 4: Dados de RMN 13C (CDCls, 125 MHz) de T-1.
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& (ppm)
PoSicHo a-amirina B-amirina Lupeol
T4 Dias, Hamerski, ] Dias, Hamerski, ] Assis Junior et
Pinto (2011) Pinto (2011) al. (2013)
C-1 38,7 38,7 38,7 38,7 38,8 38,7
C-2 28,7 28,7 27,2 27,2 27,4 27,4
C-3 79,0 79,6 79,0 79,3 79,0 79,0
C-4 38,7 38,7 38,6 38,5 38,8 38,8
C-5 55,2 55,1 55,2 55,1 55,3 55,3
C-6 18,3 18,4 18,3 18,6 18,3 18,3
C-7 32,9 32,2 32,6 324 34,3 34,3
C-8 40,0 40,0 39,7 39,8 40,8 40,8
C-9 47,7 47,7 47,7 47,6 50,4 50,4
C-10 36,9 36,9 36,9 36,9 37,1 37,2
C-11 23,3 23,3 23,3 23,6 20,9 20,9
C-12 124,4 124,4 121,7 121,7 25,1 25,2
C-13 139,6 139,5 - 145,2 38,0 38,1
C-14 42,1 42,0 41,5 41,7 42,8 42,8
C-15 27,2 27,2 26,6 26,2 27,4 27,4
C-16 26,6 26,6 26,6 26,1 35,6 35,6
C-17 33,7 33,7 32,6 32,6 43,0 43,0
C-18 59,0 59,0 47,2 47,2 48,3 48,3
C-19 39,6 39,6 46,8 46,8 47,9 48,0
C20 39,6 39,6 31,0 31,0 150,9 150,9
C-21 31,2 31,2 34,7 34,7 29,8 29,9
C-22 415 41,5 37,1 37,1 40,0 40,0
C-23 28,1 28,1 27,9 28,0 28,1 28,0
C-24 15,6 15,6 15,3 154 15,3 154
C-25 15,6 15,6 15,3 15,4 16,1 16,1
C-26 16,8 16,8 16,8 16,8 15,9 16,0
C-27 23,2 23,2 26,1 25,9 14,5 14,5
C-28 28,1 28,1 28,4 28,4 18,0 18,0
C-29 17,4 17,4 33,7 33,8 109,3 109,3
C-30 21,4 21,4 23,7 23,7 19,3 19,3

“dc” — Deslocamento quimico de Carbono.
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5.2.3 Identificacao de M-AG-1

O fracionamento de OLFEM forneceu M-AG-1, que se apresentou como
precipitado branco em meio a 6leo amarelo. A qual foi submetida a analises de RMN
1D, 2D e EM-IES. A Figura 22 mostra o0 monogalactosilmonoacilglicerol (MGMG) e o

acido graxo identificados.

Figura 22: Estrutura quimica do MGMG e do acido palmitico.

3-0-(9,12,15-octadecatrienoil)-p-D-galactopiranosil glicerol:

H OH

Ac. palmitico:
k/V\/\/\/Wm
HO 1 CHs

No espectro de RMN !H (Figura 23) observa-se prétons da porgéo glicerol do
MGMG, H-1 (m, dn 3,56) H-2 (m, &1 3,67) e H-3an (dd, &1 4,09 e 4,17). Hidrogénios
carbindlicos em 61 3,47-4,01. E um dupleto em &1 4,24 (J = 7,8 Hz, 1H) atribuido ao
hidrogénio anomérico H-1’, cuja multiplicidade caracteriza um 3-D-glicosideo.

Para a porcdo acida do MGMG, atribui-se os hidrogénios olefinicos H-9”, H-
10”7, H-12”, H-13"”, H-15" e H-16" aos multipletos em &1 5,3-5,4 (6H). O tripleto em on
2,83 (J = 6,0 Hz, 4H) aos hidrogénios metilénicos H-11" e H-14”. Enquanto o tripleto
em 01 2,37 (J = 7,6 Hz, 2H) é atribuido ao proton metilénico H-2”. E o tripleto em dH
0,99 (J = 7,5 Hz, 3H) aos hidrogénios H-18" da metila terminal.

O tripleto em 610,92 (J = 6,9 Hz, 6H) é atribuido aos hidrogénios H-16 da metila
terminal do acido graxo livre. A raz&do entre as integrais das metilas, = 1:2, fornece a
proporcao das espécies quimicas na mistura, MGMG e &c. graxo livre. Desta forma, o
tripleto em &1 2,27 (J = 7,4 Hz, 4H) é atribuido aos hidrogénios H-2 do acido.

Devido a semelhanca entre as por¢des acidas dos dois compostos, 0 espectro

é caracterizado pela sobreposi¢cdo de sinais. O multipleto em &+ 1,63 é atribuido aos
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prétons metilénicos H-3” e H-3. Enquanto os multipletos na regiao &n 1,31-1,35 sao
atribuidos aos hidrogénios H-4"-7” do MGMG e H-4-15 do &acido graxo.

No espectro de RMN 3C (Figura 24) observa-se sinais de carbonilas em &c
177,0 e &c 174,0. Os sinais em &c 131,3; 129,6; 127,8; 127,4; 127,4 e 126,8 sao
atribuidos as ligagbes duplas no MGMG. Os sinais em &c 69,7; 65,0 e 62,6 sdo
atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-1, respectivamente, da porcao glicerol do
MGMG. Em &c 103,9 o carbono C-1’ do glicosideo. Carbonos metilenos na regiao &c

34,1-20,0. Além de dois sinais de metilas terminais, ambos em 6¢ 13,0.

O espectro de HSQC (Figura 25) permitiu as correlagbes apresentadas nas
Tabelas 5 e 6. O espectro HMBC (Figura 26) confirma a carbonila em 6c 177,0 para o
acido graxo livre, uma vez que nao ha correlacées com a porcao glicerol. Inclusive
demonstra as substituicdes na porcao glicerol. O hidrogénio anomérico H-1’ (dn 4,24)
do glicosideo correlaciona-se com o carbono C-2 (6¢c 69,7) do glicerol. O hidrogénio
H-1 (& 3,56) do glicerol com o carbono C-1’' (¢ 103,9) do glicosideo. Tanto o
hidrogénio H-2 (dn 3,67) quanto H-3an (61 4,09 e 4,17) do glicerol correlacionam-se

com a carbonila em &c 174,0, a qual é atribuida a por¢ao linolénica do MGMG.

A formula molecular C16H3202, &cido palmitico, foi determinada por EM-IES(-)
(Figura 27) como m/z 255,2347 [M-H]. Observa-se residuo de &cido linolénico
(C18H3002) como m/z 277,2122 [M-H]. A EM-IES no modo positivo (Figura 28)

confirma a formula molecular C27H4609 do MGMG como m/z 537,3068 [M+Na]*.

As andlises dos espectros de RMN 1H, 13C, HSQC, HMBC, EM-IES e posterior
comparacdo com dados descritos na literatura (Tabelas 5 e 6) resultaram na
identificagéo do acido palmitico (CisH320:2 - acido hexadecanoico) e do 3-0-(9,12,15-

octadecatrienoil)-p-D-galactopiranosil glicerol (C27Ha600).

Apesar de gliceroglicolipideos como MGMGs serem indicados como o0s
constituintes principais de Picralima nitida (Stapf) T.Durand & H.Durand
(ADEBOWALE; ADEWUYI; ADEBOWALE, 2012), ndo sao bem descritos para
Apocynaceae. Os quais sdo amplamente relatados em Euphorbiaceae e
Caesalpinaeceae (CATENI; FALSONE; ZILIC, 2003; SASHIDHARA et al., 2012). O 3-
0-(9,12,15-octadecatrienoil)-p-D-galactopiranosil  glicerol, por exemplo, exibe
expressiva atividade anti-inflamatéria (CATENI; FALSONE; ZILIC, 2003; CATENI et
al., 2004).



Figura 23: Espectro de RMN 'H de M-AG-1 (MeOD, 500MHz).
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Figura 24: Espectro de RMN 2C de M-AG-1 (MeOD, 125 MHz).
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3, 1 PLW12 0.49500000 W
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Figura 25: Espectro de HSQC de M-AG-1 (MeOD, 'H 500 MHz; 13C 125 MHz).
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Figura 26: Espectro de HMBC de M-AG-1 (MeOD, 'H 500 MHz; 13C 125 MHz).
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Figura 27: Espectro EM-IES(-) de M-AG-1.

59

Intens.
x108
M-HJ ; -
25[5_23]47 Ac. palmitico:
(0]
"o - WW
HO CH5
0.8 |
0.6 |
3-0-(9,12,15-octadecatrienoil)-3-D-galactopiranosil glicerol:
[M-H-2377 (o]
277.2122 o cH
0.4 | - - - 3
T l—oH Ho_,4
0]
0.2 | —0 OH
H CH
00 T .\.;ullmg . . N IL I E . . A | .
200 400 600 800 1000 1200

m/z



60

Figura 28: Espectro EM-IES(+) de M-AG-1.
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Tabela 5: Dados de RMN *H (MeOD, 500 MHz) e 13C (MeOD, 125 MHz) do MGMG de M-AG-1.

&1 (ppm), J (Hz2)

&¢c (ppm)

POSICAO 3-0-(9,12,15-octadecatrienoil)-B-D-galactopiranosil glicerol
M-AG-1 Cateni et al. (2004) M-AG-1 Cateni et al. (2004)
1 3,56 (M) 4,57 (m) 62,6 66,8
2 3,67 (m) 4,62 (m) 69,7 70,2
4,09 (dd,J=11,3e6,2) 4,09 (dd,J=10,4e5,1)
3 65,0 72,2
4,17 (dd,J=11,9e 4,5) 4,34 (dd,J=10,4 € 5,2)

1 4,24 (d, J =7,8) 4,85 (d, J =7,9) 103,9 105,8
2’ 3,47-4,01 4,39 (m) 71,1 72,7
3 3,47-4,01 4,11 (dd, J=9,6 e 3,4) 75,3 77,2
4 3,47-4,01 4,19 (d, J = 3,4) 68,8 69,1
5 3,47-4,01 4,15 (dd,J=7,5e5,3) 73,4 75,4
6’ 3,47-4,01 4,52 (m) 61,0 62,4
17 - - 174,0 173,7
2” 2,37 (t,J=17,6) 2,35 (t, J=7,1) 33,5 34,4
3” 1,63 (m) 1,60 (m) 24,5 25,4
4”7 1,31-1,35 (m) 1,25 (m) 29,3 29,1
5” 1,31-1,35 (m) 1,25 (m) 29,3 29,1
6” 1,31-1,35 (m) 1,25 (m) 29,2 29,1
7 1,31-1,35 (m) 1,30 (m) 29,2 29,6
8” 2,10 (m) 2,05 (m) 26,7 27,7
9” 5,30-5,39 (m) 5,50-5,55 (M) 127,8 127,7
10” 5,30-5,39 (M) 5,50-5,55 (M) 126-8 130,7
117 2,83 (t,J = 6,0) 295(d,J=74e54) 251 26,0
12” 5,30-5,39 (M) 5,50-5,55 (M) 127,4 128,4
13” 5,30-5,39 (M) 5,50-5,55 (M) 127,4 132,1
14” 2,83 (t, J = 6,0) 295(dd,J=7,4e54) 294 26,2
15” 5,30-5,39 (M) 5,50-5,55 (M) 129,6 132,1
16” 5,30-5,39 (M) 5,50-5,55 (M) 131,3 128,9
177 2,10 (m) 2,02 (m) 26,7 20,8
18” 0,99 (t, J = 7,5) 0,94 (t, J=7,5) 13,0 14,5

“MGMG’ — Monogalactosilmonoacilglicerol; “4” — Deslocamento quimico de Hidrogénio; “6c” —

Deslocamento quimico de Carbono; “J” — Constante de acoplamento; “d” — Dupleto; “dd” — Duplo

dupleto; “t” — Tripleto; “m” — Multipleto.



Tabela 6: Dados RMN 'H (MeOD, 500 MHz) e 13C (MeOD, 125 MHz) do &cido graxo de M-AG-1.

& (ppm), J (h2)

&c (ppm)

POSICAO Acido palmitico
M-AG-1 Sashidhara et al., 2012
1 - 177,4 175,0
2 2,27 (t,1=7,4) 34,1 35,1
3 1,63 (m) 24,9 26,0
4 1,31-1,35 (m) 28,8 30,2
5 1,31-1,35 (m) 28,8 30,2
6 1,31-1,35 (m) 28,9 30,2
7 1,31-1,35 (m) 28,8 30,8
8 1,31-1,35 (m) 29,0 30,8
9 1,31-1,35 (m) 29,2 30,8
10 1,31-1,35 (m) 29,2 30,8
11 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
12 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
13 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
14 1,31-1,35 (m) 29,3 33,1
15 1,31-1,35 (m) 24,5 23,8
16 0,99 (t, J = 6,9) 13,0 14,5

”

“dn” — Deslocamento quimico de Hidrogénio; “6c” — Deslocamento quimico de Carbono; “J” —
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Constante de acoplamento; “t” — Tripleto; “m” — Multipleto; A comparacédo para o acido palmitico partiu

da porcéo acida correspondente do glicerol (2S)-1-O-oleoil-2-O-palmitoil-3-O-a-galactopiranosil-(1/6)-

O-B-galactopiranosil em Sashidhara et al., 2012.
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5.2.4 Identificacédo de AG-2

O fracionamento de OLFEM forneceu a mistura AG-2, que se apresentou como
precipitado branco em meio a 6leo amarelo. A qual foi submetida a analises de RMN
1D, 2D e EM-IES. As férmulas estruturais dos acidos identificados sdo mostradas na

Figura 29.
Figura 29: Estrutura quimica dos acidos linolénico e palmitico.

Ac. linolénico:
(@)

— — — CHs
HO

1 9 12 15 18
Ac. palmitico:
O

Ho)-k/\/\/\/\/\/\/\m_i3

1 16

Na regido caracteristica de hidrogénios olefinicos do espectro de RMN H
(Figura 30) observa-se multipletos, &+ 4,3-5,3 (6H), atribuidos a H-9, H-10, H-12, H-
13, H-15 e H-16 do acido linolénico. Um tripleto em &+ 2,83 (J = 5,8 Hz, 4H) atribuido
a hidrogénios metilénicos localizados entre duplas ligacdes, H-11 e H-14. Em 61 2,10
(J = 7,9 Hz, 4H) encontra-se os sinais dos hidrogénios metilénicos, H-8 e H-17,
vizinhos as duplas ligacdes. Observa-se sinais de metilas em 610,99 (J = 7,6 Hz, 3H,
H-18) e 61 0,92 (J = 7,0 Hz, 3H, H-16), dos &c. linolénico e palmitico, respectivamente.

Devido a semelhanca estrutural entre os acidos, o espectro de RMN 'H é
caracterizado pela sobreposicdo de sinais. Onde a razdo entre as integrais das
metilas, = 4:3, fornece a propor¢do das espécies quimicas na mistura, ac. linolénico
e ac. palmitico, respectivamente. O tripleto em 6+ 2,28 (J = 7,4 Hz, 4H) e o multipleto
em On 1,61 (4H) sdo atribuidos aos protons metilénicos, H-2 e H-3, de ambos os
acidos. Enquanto os multipletos na regido on 1,31-1,35 (26H) s&o atribuidos aos

hidrogénios H-4-7 do &c. linolénico, e H-4-15 do &c. palmitico.

No espectro de RMN 3C (Figura 31) observa-se sinais caracteristicos de
carbonilas de acidos carboxilicos, um em &c 176,89 e outro em &¢ 176,85. Seis sinais,
0c 131,3;129,6; 127,8; 127,7; 127,4 e 126,8, atribuidos aos carbonos das trés ligacdes
duplas do ac. linolénico. Além de dois sinais de metilas terminais, um em &6c 13,2 e

outro em &c 13,0. Como também de carbonos metilenos na regiao &c 20,0-34,0.
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A andlise do espectro de HSQC (Figura 32) permitiu as correlacbes
apresentadas na Tabela 7. A leitura do espectro HMBC mostra a correlagéo da metila
em dx 0,99 com o carbono em &¢ 131,3, 0 que confirma a proposi¢cdo de que esta
pertenca ao ac. linolénico. Esta como as demais correlagbes que confirmam a
proposicdo sao evidenciadas na Figura 33. A formula molecular CisH3002 foi
determinada por EM-IES(-) como m/z 277,2191 [M-H] e C1sH3202 como m/z 255,2342
[M-H] (Figura 34).

As andlises dos espectros de RMN *H, 3C, HSQC, HMBC, EM-IES e posterior
comparacao com dados descritos na literatura (Tabela 7) resultaram na identificacéo
do &cido linolénico (CisH3002 - acido (92, 12Z, 15Z)-octadeca-9,12,15-triendico) e

acido palmitico (C1sHs202 - 4cido hexadecandico).

Os acidos linolénico e palmitico sdo dois dos quatro acidos graxos principais
encontrados no 6leo de Calotropis procera (Aiton) Dryand. (Apocynaceae) (BARBOSA
et al., 2014). Em Apocynaceae o acido palmitico foi identificado em Catharanthus
roseus (L.) G. Don (BRUN et al., 2001) e em espécies do género Plumeria (TOHAR et
al., 2006). H4, inclusive, relatos de sua sintese (SANDRI; VIALA, 1995). Estudos
mostram que &cidos graxos, como o ac. linolénico, apresentam atividade sobre varios
microorganismos, como bacterias Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis e Helicobacter pylori, virus como o da hepatite C (HCV) e
fungos Rhizoctonia solani e Crinipellis perniciosa (MASOKO; MABUSA; HOWARD,
2016).



Figura 30: Espectro de RMN *H de AG-2 (MeOD, 500MHz).
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Figura 31: Espectro de RMN 3C de AG-2 (MeOD, 125 MHz).
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Figura 32: Espectro de HSQC de AG-2 (MeOD, H 500 MHz; 13C 125 MHz).
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Figura 33: Espectro de HMBC de AG-2 (MeOD, *H 500 MHz; 13C 125 MHz).
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Figura 34: Espectro EM-IES(-) de AG-2.
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Tabela 7: Dados de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) e 13C (MeOD, 125 MHz) de AG-2.
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&1 (ppm), J (Hz2)

&c (ppm)

S (ppm), J (Hz)

&c (ppm)

Acido linolénico

Acido palmitico

POSICAO
AG.2 Sandri, Viala AG.2 Sashidhara
(1995) etal., 2012

1 - 176,8 179,9 - 176,9 175,0
2 2,28 (t,J =7,4) 34,0 34,1 228(t,J=74) 340 35,1
3 1,61 (m) 24,8 24,7 1,61 (m) 24,8 26,0
4 1,31-1,35 (m) 28,9 29,6 1,31-1,35 (m) 29,0 30,2
5 1,31-1,35 (m) 28,8 29,2 1,31-1,35 (m) 29,0 30,2
6 1,31-1,35 (m) 28,9 29,1 1,31-1,35 (m) 29,0 30,2
7 1,31-1,35 (m) 28,8 29,1 1,31-1,35 (m) 29,2 30,8
8 2,10 (m) 26,7 27,2 1,31-1,35 (m) 29,2 30,8
9 5,30-5,39 (m) 127,8 128,3 1,31-1,35 (m) 29,2 30,8
10 5,30-5,39 (m) 126,8 127,1 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
11 2,83 (t,J =5,8) 25,0 25,6 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
12 5,30-5,39 (m) 127.,4 127,7 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
13 5,30-5,39 (m) 127,7 128,2 1,31-1,35 (m) 29,3 30,8
14 2,83 (t,J =5,8) 25,0 25,5 1,31-1,35 (m) 29,3 331
15 5,30-5,39 (m) 129,6 130,2 1,31-1,35 (m) 22,3 23,8
16 5,30-5,39 (m) 131,3 131,9 0,92 (t,J =7,0) 13,0 14,5
17 2,10 (m) 20,0 20,5 - -

18 0,99 (t, J = 7,6) 13,2 14,2 - -

“O4” — Deslocamento quimico de Hidrogénio; “dc” — Deslocamento quimico de Carbono; “J” —

Constante de acoplamento; “t” — Tripleto; “m” — Multipleto; A comparagédo para o acido palmitico partiu

da porc¢éo acida correspondente do glicerol (2S)-1-O-oleoil-2-O-palmitoil-3-O-a-galactopiranosil-(1/6)-

O-B-galactopiranosil em Sashidhara et al., 2012.
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5.3 TOXICIDADE

5.3.1 Citotoxicidade in vitro

O extrato OLFE, as fragbes OLFEH, OLFED, OLFEA, OLFEM e a substancia
F-1 (rutina) foram testados a fim de verificar a citotoxicidade frente as linhagens de
células tumorais HCT-116, PC-3 e HL-60 (Tabela 8).
Tabela 8: Percentual de Inibicdo do Crescimento tumoral (IC) in vitro do extrato e fra¢cdes das folhas

de O. lutea na concentracdo de 50 pg.mL?* e 25 pug.mL-1 para F-1 (rutina), e Desvio Padrédo (DP),

frente a trés linhagens de células tumorais. Determinacao pelo método MTT com 72h de tratamento.

HCT-116 PC-3 HL-60
Amostras
IC (%) DP (%) IC (%) DP (%) IC (%) DP (%)

OLFE 0,0 0,0 32,78 1,63 0,0 0,0
OLFEH 0,0 0,0 52,08 4,81 0,0 0,0
OLFED 0,0 0,0 31,94 1,00 0,0 0,0
OLFEA 0,0 0,0 28,67 0,91 0,0 0,0
OLFEM 0,30 2,94 33,80 0,36 0,0 0,0
F-1 0,0 0,0 33,87 1,54 0,0 0,0

“OLFE” — Extrato Bruto Etandlico das Folhas de O. lutea; “OLFEH” — Fracao Hexanica das Folhas de
O. lutea; “OLFED” — Fracéo Diclorometanica das Folhas de O. lutea; “OLFEA” — Fracdo Acetato-
etilica das Folhas de O. lutea; “OLFEM” — Fragcao Metandlica das Folhas de O. lutea.

Considerou-se IC entre 1-50% como baixa toxicidade, entre 51-75% como
moderada toxicidade e IC acima de 75% como alta toxicidade (PINHEIRO et al., 2016;
SOUZA et al., 2017). Foram atoxicos contra HCT-116 e HL-60. A 50 pg.mL™, o extrato
OLFE, as fracdes OLFED, OLFEA, OLFEM e a substancia F-1 a 25 pug.mL* exibiram

baixa toxicidade sobre PC-3, enquanto OLFEH foi moderadamente toxico.

Em OLFEH foram identificados os triterpenos a-amirina, -amirina e lupeol (T-
1, p. 47). A literatura relata a citotoxicidade do lupeol frente a PC-3 (GALLO;
SARACHINE, 2009). Como também do lupeol e da mistura a-amirina e B-amirina
contra MCF-7 (KEAWSA-ARD; LIAWRUANGRATH; KONGTAWEELERT, 2015).
Inclusive, a atoxicidade dos trés triterpenos contra HCT-116 (RAGASA; CORNELIO,
2013), assim como exibido por OLFEH. Em vista disso, sugere-se que T-1 contribua
para a moderada atividade inibit6ria de OLFEH sobre PC-3 (52,08% a 50 pug.mL™).



72

5.3.2 Atividade Inseticida in vitro

O extrato OLFE e as fracbes OLFEH, OLFED, OLFEA e OLFEM foram testados
nas concentragées 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL* a fim de verificar o potencial téxico em
formigas Atta sexdens rubropilosa através da incorporacao a dieta artificial por 25 dias.
A avaliagdo dos bioensaios através da porcentagem acumulada de mortalidade e

curvas de sobrevivéncia por dia sdo mostradas a seguir.

A mortalidade acumulada por dia aumentou gradativamente durante todos os
bioensaios. Somente houve mortalidade expressiva ao término dos tratamentos com
OLFEH (Gréfico 3), diferentemente dos tratamentos com OLFE (Grafico 2), OLFED
(Gréfico 4), OLFEA (Grafico 5) e OLFEM (Grafico 6), os quais ndo exibiram 100% de

mortalidade em nenhuma das concentracfes testadas.

A sobrevivéncia mediana (Md) nos tratamentos com OLFE a 0,2 e 2,0 mg.mL™
foi de 22 e 20 dias, respectivamente, enquanto o controle e OLFE a 1,0 mg.mL*
exibiram Md superior a 25 dias (Grafico 2).

Gréfico 2: Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporacao em dieta artificial com OLFE nas concentracdes 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL™2.
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“OLFE” — Extrato Bruto Etanolico das Folhas de O. lutea.

Para OLFEH, houve 100 % de mortalidade ao término do experimento com o
extrato na concentracéo 2,0 mg.mL*. A Md nos tratamentos com OLFEH a 1,0 e 2,0
mg.mLfoi de 12 e 6 dias, respectivamente, enquanto o controle exibiu Md igual a 16
dias, e OLFE a 0,2 mg.mL* exibiu Md superior a 25 dias (Gréfico 3).
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Grafico 3: Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporacado em dieta artificial com OLFEH nas concentracées 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL.
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“OLFEH” - Fracao Hexanica das Folhas de O. lutea.

A Md nos tratamentos com OLFED a 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL*foi de 17, 14 e 13

dias, respectivamente, enquanto o controle exibiu Md igual a 24 dias (Grafico 4).

Gréfico 4: Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporacéo em dieta artificial com OLFED nas concentragdes 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL™2.
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“OLFED” — Fracéo Diclorometanica das Folhas de O. lutea.

A Md nos tratamentos com OLFEA a 1,0 e 2,0 mg.mL foi de 14 e 13 dias,
respectivamente, enquanto o controle exibiu Md igual a 16 dias, e OLFEA a 0,2 mg.mL"
L exibiu Md superior a 25 dias (Gréfico 5).



74

Grafico 5: Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporacdo em dieta artificial com OLFEA nas concentracdes 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL2,
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“OLFEA” — Fragédo Acetato-etilica das Folhas de O. lutea

OLFEM a 1,0 e 2,0 mg.mL* exibiram Md iguais a 15 dias. O controle exibiu Md
igual a 24 dias, e OLFEM a 0,2 mg.mL"! exibiu Md superior a 25 dias (Gréfico 6).

Gréfico 6: Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio

de incorporacéo em dieta artificial com OLFEM nas concentragdes 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL".
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“OLFEM” — Fracdo Metandlica das Folhas de O. lutea.

A Tabela 9 resume a porcentagem acumulada de mortalidade diaria e o tempo

de sobrevivéncia mediana (Md) das operarias mantidas com a dieta controle e

acrescida dos compostos teste. Através da qual, observa-se que OLFE a 0,2 e 2,0
mg.mL*, OLFEH a 1,0 e 2,0 mg.mL?*, OLFED a 1,0 e 2,0 mg.mL* e OLFEAa 1,0 e

2,0 mg.mL? apresentaram diferenca significativa em relacdo a dieta controle.
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Tabela 9: Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de A. sexdens
rubropilosa submetidas ao bioensaio com dieta artificial acrescida com de extrato e fracdes de O.

lutea nas concentragdes 0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL.

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *

(mg.mL™) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 (dias)

Dieta Controle 0 0 0 4 4 10 14 16 20 26 >25a

w 0,2 0 2 2 6 14 18 26 30 50 52 22b

g 1,0 0 0 2 14 16 18 20 28 42 42  >25a
2,0 2 2 2 16 28 40 42 44 50 52 20b

Dieta Controle 0 0 0 8 18 28 46 52 56 58 16a

E 0,2 0 0 0 10 16 20 32 34 40 42  >2ba
L6'L 1,0 0 0 0 16 30 42 64 78 82 84 12b
2,0 0 0 0 52 66 90 98 98 98 100 6b

Dieta Controle 0 0 0 2 2 14 38 44 46 52 24a

a 0,2 0 0 4 8 12 20 30 50 52 64 17a
g 1,0 0 0 8 22 26 30 54 58 60 78 14b
2,0 0 0 10 26 28 36 58 74 76 80 13b

Dieta Controle 0 0 0 8 18 28 46 52 56 58 16a

E 0,2 0 0 2 12 20 24 32 38 42 44  >25a
LaL 1,0 0 0 0 2 22 32 60 66 68 68 14b
2,0 0 0 0 8 20 38 54 64 68 70 13b

Dieta Controle 0 0 0 2 2 14 38 44 46 52 24a

E 0,2 0 2 2 8 10 14 24 30 32 48 >2ba
La'L 1,0 0 2 2 10 10 18 36 58 60 72 15a
2,0 0 2 2 8 12 18 46 58 58 66 15a

“Md” — Sobrevivéncia mediana; “ *” — Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca
significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05); “OLFE” — Extrato Bruto Etandlico das Folhas
de O. lutea; “OLFEH” — Fracdo Hexanica das Folhas de O. lutea; “OLFED” — Frag&o Diclorometéanica
das Folhas de O. lutea; “OLFEA” — Fracao Acetato-etilica das Folhas de O. lutea; “OLFEM” — Fragdo

Metanélica das Folhas de O. lutea.

A maior disparidade entre as curvas de sobrevivéncia € percebida no

tratamento com OLFEH na concentracdo 2 mg.mL? (Gréafico 3). Em que houve
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mortalidade de 98% ja no 14° dia e 100% ao término do experimento (Tabela 9). Isto,
enquanto o tratamento com a dieta controle alcancou 58% de mortalidade no 25° dia.
OLFEH a 2 mg.mL* diminuiu a sobrevivéncia mediana das formigas de dezesseis

para seis dias.

Em OLFEH identificou-se os triterpenos a-amirina, -amirina e lupeol (T-1, p.
47). A literatura aponta o lupeol como agente inibidor do corte das folhas de
Didymopanax vinosum E. March. (Araliaceae) por formigas A. sexdens rubropilosa
(SALATINO et al.,, 1998). B-amirina e lupeol isolados de Inula japonica Thunb.
(Asteraceae) exibiram atividade acaricida para Tetranychus cinnabarinus (Boisduval)
(Acari: Tetranychidae) (DUAN et al.,, 2011). Extratos de Senecio salignus DC.
(Asteraceae) contendo B-amirina e lupeol demonstraram atividade inseticida para a
lagarta Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (ROMO-ASUNCION et al.,
2016). Em vista disso, sugere-se que T-1 contribua para a atividade inseticida de

OLFEH contra A. sexdens rubropilosa.
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6 CONCLUSAO

» O fracionamento do extrato das folhas de O. lutea resultou no isolamento e
identificacéo do flavonoide rutina, dos triterpenos a-amirina, B-amirina e lupeol,
do monogalactosilmonoacilglicerol 3-0-(9,12,15-octadecatrienoil)-B-D-
galactopiranosil glicerol e dos acidos linolénico e palmitico.

» As substancias rutina, [B-amirina, 3-0-(9,12,15-octadecatrienoil)-B-D-
galactopiranosil glicerol, acido linolénico e acido palmitico séo relatados pela
primeira vez para o género Odontadenia.

> O extrato e fracdes das folhas de O. lutea a 50 pg.mL! e a substancia rutina
(F-1) a 25 pg.mL"! foram atéxicos para as linhagens HL-60 e HCT-116.

» OLFE, OLFED, OLFEA, OLFEM e a rutina (F-1) exibiram baixa toxicidade sobre
PC-3, a inibicdo do crescimento celular variou entre 28-34%.

» Sugere-se que T-1, a-amirina, B-amirina e lupeol, contribua para a moderada
atividade citotoxica de OLFEH a 50 pg.mL* sobre PC-3 (IC = 52,08%).

» OLFE, OLFED, OLFEA, OLFEM a0,2; 1,0 e 2,0 mg.mL™* ndo exibiram atividade
inseticida expressiva em A. sexdens rubropilosa.

» Sugere-se que T-1 contribua para a atividade inseticida de OLFEH a 2 mg.mL-
L em A. sexdens rubropilosa.

» A fracdo hexanica das folhas de O. lutea pode ser uma fonte em potencial para
o isolamento de substancias com atividade inseticida em A. sexdens
rubropilosa.

» Pesquisas adicionais que visem a identificagdo dos demais compostos

bioativos a partir O. lutea devem ser realizados.
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