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RESUMO

ARANTES, Mayara Barreto de Souza, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Fevereiro de 2021. Constituintes Quimicos e Atividade
Inseticida de Trichilia ramalhoi Rizzini (Meliaceae). Orientador: Prof. Ivo José
Curcino Vieira.

Os produtos do metabolismo secundario das plantas vém atraindo cada vez mais
a atencdo dos pesquisadores da area de quimica dos produtos naturais. Esses
produtos possuem atividades biol6gicas importantes para o sistema de defesa do
vegetal. Deste modo, na area agricola é de grande importancia a identificacao de
novas substancias que tenham atividade inseticida eficiente, pois, atualmente os
insetos praga, como a traca-do-tomateiro (Tuta absoluta) tém adquirido
resisténcia a muitos pesticidas comerciais e essas substancias posteriormente
podem ser usadas como modelo para novos pesticidas. Nesse cenario, o estudo
fitoquimico e o potencial de atividade biologica da espécie Trichilia ramalhoi tem
sido pouco investigada, fazendo-se necessario um estudo mais aprofundado
dessa espécie ja que plantas da mesma familia e mesmo género tém mostrado
resultados promissores quando testadas as atividades biologicas em diversas
areas e principalmente a atividade inseticida. T. ramalhoi, foi coletada em
Linhares-ES em 2019, passou por métodos cromatograficos classicos e técnicas

espectroscopicas e espectométricas para identificacdo estrutural das substancias.
Xiii



O estudo fitoquimico das folhas de T. ramalhoi levou a identificacdo e
caracterizagcdo de 7 substancias sendo, 6 triterpenos: Alitusaltinina A (1) em
mistura com Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (ll), Betulona (lll), Felochina
(V), Tetranoiraldeido Bourjotilona C (1V), Piscidinol A (VI); e um esteroide: Itesmol
(IV). Sendo as substancias Il e IV isoladas pela primeira vez de forma natural e a
V inédita para o género Trichilia. O experimento de atividade inseticida
demonstrou que o uso da concentracdo mais alta do extrato de T. ramalhoi (5%
m/v) afetou a biologia da Tuta absoluta, aumentando a mortalidade de imaturos
(larvas+pupas), diminuindo a fertilidade diaria e total do inseto e a viabilidade das
pupas.
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ABSTRACT

ARANTES, Mayara Barreto de Souza, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, February, 2021. Chemical Constituents and Insecticidal
Activity of the Trichilia ramalhoi Rizzini (Meliaceae). Advisor: Prof. lvo José
Curcino Vieira.

The products of secondary metabolism in plants are increasingly attracting the
attention of researchers in the field of natural product chemistry. These products
have important biological activities both for the plant's defense system. Thus, in
the agricultural area, it is of great importance to identify new substances that have
an efficient insecticidal activity, since currently insect pests such as the tomato
moth (Tuta absoluta) have acquired resistance to many commercial pesticides and
these substances later can be used as a model for new pesticides. In this
scenario, the phytochemical study and the biological activity potential of the
species Trichilia ramalhoi has been little investigated, making it necessary to
further study this species since plants of the same family and same genus have
shown promising results when testing biological activities in several areas and
mainly the insecticidal activity. T. ramalhoi, collected in Linhares-ES in 2019,
underwent classical chromatographic methods and spectroscopic and
spectrometric techniques for structural identification of substances. The

phytochemical study of T. ramalhoi leaves led to the identification and
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characterization of 7 substances, 6 of which are triterpenes: Alitusaltinina A (1) in
mixture with Tirucalano - 7,22,24 - trien - 3 - one (II), Betulona (lll) , Felochina (1V),
Tetranoiraldehyde Bourjotilona C (V), Piscidinol A (VI); and a steroid: Itesmol (VI).
Substances Il and V isolated for the first time naturally and unprecedented IV for
the genus Trichilia. The experiment of insecticidal activity demonstrated that The
use of the highest concentration of T. ramalhoi extract (5% w / v) affected the
biology of Tuta absoluta, increasing the mortality of immatures (larvae + pupae),

decreasing the daily and total fertility of the insect. insect and pupae viability.
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1. INTRODUCAO

O livro “Primavera silenciosa”, obra da bidloga Rachel Carson que
revolucionou o mundo em 1962 ao denunciar os efeitos danosos causados pelo
uso indiscriminado do pesticida dicloro-difenil-tricloroetano, mais conhecido pela
sigla DTT (Carson, 2010), foi um marco importante para agricultura e desde entéo
se tem aumentado o apelo por um sistema de producdo mais consciente, sendo
gue atualmente existem legislagdes nacionais e internacionais de controle de
qualidade de alimentos para que ndo sejam consumidos alimentos com teor de
pesticidas acima do permitido (ANVISA, 2020).

Os produtos do metabolismo secundario das plantas possuem atividades
bioldgicas, que apesar de ndo terem participacdo direta para a sobrevivéncia da
planta, sdo importantes para o sistema de defesa do vegetal. Sendo assim, para a
area agricola é de grande importancia a busca por novos compostos, devido a
ampla utilizacdo desses produtos no campo e muitas vezes pela falta de op¢bes
voltadas para o manejo mais ecologico e também devido a resisténcia
desenvolvida por pragas através do uso indiscriminado desses produtos ao longo
do tempo. Os novos compostos devem possuir atividade inseticida eficiente, além
de ndo contribuirem para a contaminacdo ambiental, ndo deixar residuos nos
alimentos e ndo prejudicar os insetos inimigos naturais (Vendramim,1997).

Além disso, o mercado internacional é rigoroso na inspecao de residuos
nos alimentos que sdo importados. O estudo de Rezende et al. 2019 determinou a

quantidade do pesticida paraguate presente em macas que sao exportadas para a



Europa e concluiu que a maca Fuji estava fora dos limites da Anvisa e da Unido
Europeia. Segundo o IBGE (2020), no periodo que compreende de 2005 a 2014
houve um aumento de cerca de 60% na comercializacdo de pesticidas no Brasil.
De acordo com dados de Goncalves et al. (2016) das 504 substancias com uso
autorizado no Brasil, 149 estédo proibidas na Unido Europeia, gerando um cenario
de grande preocupacgdo, pois a maioria dessas substancias podem acarretar
grandes danos a saude humana.

No Brasil, a praga Tuta absoluta, inseto pertencente a ordem dos
lepidopteros e da Familia Gelechiidae, mais conhecida como traga-do-tomateiro
tem causado prejuizos a lavoura. Esta € uma praga que causa injarias ao fruto do
tomate e minas nas folhas, provocando queda na produtividade e consequente
prejuizo aos produtores. Segundo levantamento feito pela Arthropod Pesticide
Resistance Database (2020), a traca-do-tomateiro apresentou resisténcia a 16
ingredientes ativos pelo mundo, sendo eles pertencentes aos grupos: Piretroides,
benzoilureias, oxadiazinas, diamidas, carbamatos e espinosinas.

Portanto, hd um apelo por estudos de plantas que possuam atividade
inseticida eficiente para que se tornem uma alternativa futura ao uso de
inseticidas convencionais que sdo prejudiciais a saude do homem e ao meio
ambiente. A familia Meliaceae vem sendo amplamente estudada devido aos bons
resultados que se tem obtido por ter atividade biolégica eficiente, dentre as
atividades estudadas nessa familia esta a acdo inseticida que vem mostrando
resultados promissores (Gémez-Garcia et al., 2019).

A Trichilia ramalhoi € uma espécie que pertencente a familia Meliaceae e
tem sido pouco explorada cientificamente em estudos fitoquimicos e atividade
inseticida, reforcando a importancia de investigar essa espécie que pode vir a ter
resultados promissores.

Os dados da atividade inseticida do extrato de Trichilia ramalhoi Rizzini
foram apresentados na forma de artigo e encontra-se na sessdo anexo desta

dissertacgéao.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Isolar e identificar estruturalmente os constituintes quimicos do extrato
metandlico/particdo diclorometano das folhas da espécie Trichilia ramalhoi
(Meliaceae) Rizzini e testar sua acao inseticida sobre a traca-do-tomateiro (Tuta

absoluta), inseto praga de importancia agricola.

2.2. Objetivo Especifico

. Fazer levantamento bibliogréfico relacionado a composicao quimica
da espécie Trichilia ramalhoi e sobre as atividades biolégicas, especialmente a
acao inseticida, visando um maior conhecimento sobre a espécie em estudo.

o Isolar, identificar e caracterizar substancias do metabolismo
secundario da espécie Trichilia ramalhoi.

. Testar a atividade inseticida dos extratos e substancias isoladas da

espécie Trichilia ramalhoi sobre a Tuta absoluta.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Meliaceae

As Plantas da familia Meliaceae pertencem a ordem Sapindales,
compreendem cerca de 1400 espécies distribuidas em aproximadamente 50
géneros e dentre estes, seis sao nativos do Brasil: Cedrela, Cabralea, Swietenia,
Carapa, Guarea, e Trichilia (Pennington & Styles, 1975).

A familia Meliaceae é caracterizada quimicamente pela producdo de
limonoides. Além da Meliaceae, a Rutaceae e a Cneoraceae sdo as Unicas
familias de espécies vegetais a produzirem limonoides, sendo esta ultima com
menos frequéncia (Tan et al., 2011).

Os limonoides (também conhecidos como tetranortriterpenoides)
pertencem a classe de triterpenos modificados no qual ocorre a perda de 4
carbonos da cadeia lateral do apoeufol (20R)/apotirucallol (20S) e posteriormente

é formado o anel furano, sumarizado na Figura 1 (Dewick, 2009).



Figura 1. Perda de quatro carbonos na cadeia lateral para formagéo do limonoide.

A atividade biolégica da familia Meliaceae € atribuida principalmente pela
presenca de limonoides e tem sido descritas em muitos trabalhos. Segundo Matos
et al. (2010), o extrato diclorometanico de folhas da Cedrela fissilis apresentou
atividade inseticida ocasionando morte larval de 63% da populacédo avaliada de
Spodoptera frugiperda. Na revisao feita por Beneli et al. (2017), trata a cerca da
importancia da espécie de planta Azadirachta indica - mais conhecida
popularmente como neem — no cenario de produtos naturais principalmente pela
sua atividade inseticida que se da pela presenca do composto azadiractina (figura
2), que pertence ao grupo de limonoides. No trabalho de Siddiqui et al. (2003), foi
isolado um novo tetranortriterpenoide chamado meliatetraolenone [24,25,26,27-
tetranor-apotirucalla-(apoeupha)-6a-O-metil, 7a-senecioil(7-deacetil)-
11a,12a,21,23-tetrahidroxi-21,23-epoxi-2,14,20(22)-trien-1,16-dione] a partir do
extrato metandlico de neem que apresentou atividade inseticida contra larvas do
quarto instar de Anopheles stephensi.

Além da atividade inseticida, a familia Meliaceae também possui atividade
antimicrobiana, antidiarreica (Konaté et al., 2015), antifingica (Opawale et al.,
2015), antiviral (Espada et al., 2015), entre outras (Komane et al., 2011).



Figura 2. Estrutura da substancia azadiractina.

3.2. Género Trichilia

O género Trichilia é um dos maiores em quantidade pertencentes a
familia Meliaceae, composto por plantas caracterizadas por terem porte arboreo
ou arbustivo. Pode ser encontrada nos neotrépicos, do norte do México até o
norte da Argentina. Possui 81 espécies catalogadas até entdo na Ameérica
Tropical e esta presente em 23 estados brasileiros (Pennington, 2016).

Segundo Vieira et al. (2014), através de uma revisédo do perfil fitoquimico
de plantas do género Trichilia pode-se concluir que dos 334 compostos isolados
até 2014, 87,7% pertencem a classe dos terpenos.

Estudos recentes tém mostrado trabalhos relevantes envolvendo plantas
do género Trichilia que possuem alta atividade inseticida (Liu et al., 2018), sendo
de grande importancia para a agricultura moderna.

Segundo dados de Curcino et al. (2014), 27 plantas pertencentes a este
género estdo sendo estudadas quimicamente, sendo elas: T. americana, T.
catigua, T. casaretti, T. cipo, T. claussenii, T. connaroides, T.cuneata, T.dregeana,
T.emetica, T. elegans, T. estipulata, T. havanensis, T. heudellotti, T. hirta, T.
hispida, T. lepidota, T. martiana, T. pallida, T. prieuriana, T. quadrijuga, T.
reticulata, T. rubescens, T. rubra, T. schomburgkii, T. silvatica, T. trifolia e T.
ramalhoi, esta ultima sendo a espécie escolhida para o estudo da constituicao
guimica e seu potencial inseticida.

Trabalhos foram realizados no laboratério (LCQUI-UENF), tendo como
objeto de estudo plantas do género Trichilia, com as espécies Trichilia casaretti



(Vieira et al., 2010, Vieira et al., 2018), Trichilia hirta (Vieira et al., 2013, Vieira et
al., 2016), Trichilia lepidota (Terra et al., 2013), Trichilia quadrijuga (Rodrigues et
al., 2009).

3.2.1. Constituintes quimicos do género Trichilia

Sabe-se que plantas do género Trichilia tem como caracteristica quimica
a presenca de limonoides. Porém, segundo Curcino et al. (2014) outras classes
de substancias foram isoladas como: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
esteroides, cumarinas, flavonoides, ligananas e lactonas. A maioria dessas
substancias isoladas pertencem a substancias provenientes da rota biossintética
dos terpenoides.

Duas vias metabdlicas levam a biossintese de terpenoides: a via do
mevalonato e a via 1l-desoxilulose-5-fosfato (DXP) apresentadas na Figura 3.
Todos os carbonos da estrutura derivam bioquimicamente do isopentenil
pirofosfato (IPP) que possui 5 carbonos.

Os terpenoides s&o classificados de acordo com a quantidade de
unidades de isopreno que séo incorporados na estrutura, sédo eles: hemiterpenos
(Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cig), diterpenos (Ca), sesterpenos

(Cos), triterpenos (Czp) e tetraterpenos (Cyo) (Dewick, 2009).
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Figura 3. Representagdo esquematica das duas rotas metabdlicas referente a
sintese de terpenos/terpenoides: via do mevalonato e via do 1-desoxixilulose-5-
fosfato (DXP) (Felipe e Bicas, 2016).

Foi realizado por Curcino et al. (2014) e Vieira (2015) um levantamento
bibliografico das substancias que foram isoladas de plantas do género Trichilia,
sendo em sua maioria terpenoides. A partir deste levantamento, Passos et al.
2020 listou em sua pesquisa 227 limonoides identificados a partir de 21 espécies

do género Trichilia entre os anos de 1966 e 2020.

3.2.2. Atividade Inseticida do Género Trichilia

Plantas da familia Meliaceae tém obtido bons resultados quando
estudadas visando atividade inseticida. Na literatura existem muitos trabalhos
envolvendo a acao inseticida de extratos ou compostos isolados de plantas do
género Trichilia, como no trabalho de Liu et al.,, (2018), onde foi isolada a

substéancia trisinlina A de raizes de Trichilia sinensis. Essa substancia pertence a



classe dos limonoides e apresentou um resultado promissor quando testada
contra larvas de Spodoptera litura.

No trabalho desenvolvido por Cunha et al. (2005), extratos aquosos e nao
aguosos (provenientes de particdbes feitas com solventes organicos) foram
testados a fim de identificar qual fracdo seria a mais eficiente contra o inseto Tuta
absoluta, sendo os extratos da particdo acetato de etila e metanol (provenientes
de um extrato diclometéanico), ambas a 0,15% as mais eficientes.

Simmonds et al. (2001) isolou 3 novos limonoides inéditos das raizes de
Trichilia pallida, e somente a substancia 6,11 B-dihidroxi-12a-(2-
metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-1,4 (,15-epoxi-1,5-meliacadien-29-oato de metila
obteve maior atividade antialimentar contra todas as larvas de lepdopteras
testadas no experimento: Spodoptera littoralis, Spodoptera exigua, Heliothis
virescens e Heliocoverpa armigera.

Nebo et al. (2010) obteve bons resultados a partir do experimento
realizado com frutos da espécie Trichilia clauseenii. O bioensaio revelou uma
atividade inseticida eficiente da particdo metandlica que provocou a morte de
cerca de 64% da populacdo das lagartas. Essa acdo inseticida foi atribuida
principalmente a presenga de acidos graxos w — fenilalquil e alcenil.

Wheeler et al. (2001) trabalharam com a investigacdo da atividade do
extrato da Trichilia americana sobre a Spodoptera litura e apds a realizacdo dos
bioensaios pode-se concluir que o extrato bruto metandlico apresentou atividade
antialimentar sob 50% da populacao larval e acéo téxica. Também houve reducao
do crescimento.

A espécie Trichilia americana foi estudada por Brito et al. (2019) e
apresentou resultados promissores contra o0 inseto Copitarsia decolora
(lepdoptera). Dentre os 4 extratos de plantas analisadas, o extrato de acetato de
etila e acetona de T. americana causaram morte larval de 90% e 50%
respectivamente. Além da atividade inseticida, também diminuiu o peso larval
médio, aumentou a duragdo do estagio larval, ocasionou ma formagéo das pupas
e afetou a fertilidade.

No trabalho de Baldin et al. 2020, plantas pertencentes a familia
Meliaceae e Asteracea foram testadas quanto ao seu efeito inseticida e inibitorio
de seus extratos sobre a mosca-branca (Bremisia tabasi). Todos os extratos

obtiveram resultados promissores: T. casaretti, T. catigua, T. clausenii, T. elegans,
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M. glomerata, L. ericoides, L. granmongolense e L. salicifolia, causando efeito de
deterréncia na ovoposicdo, com excecdo do extrato etandlico de T. pallida e
extrato hexanico de M. azedarach.

O género Trichilia pertencente a familia Meliaceae, a mesma dos géneros
Melia e Azadirachta, € conhecido por possuir espécies com atividade inseticida
eficiente (Isman et al., 1996). O Nim (Azadirachta indica A. Juss) possui uma
vasta literatura sobre o controle de pragas realizado utilizando suas sementes, 0
perfil fitoquimico das sementes de Nim € constituida principalmente do limonoide
azadiractina, que tem a sua presenca atribuida a eficacia dos extratos contra
insetos (Forim et al., 2010).

Portanto, os estudos das plantas do género Trichilia € importante, pois
pode-se encontrar substancias semelhantes as encontradas nos géneros Melia e
Azadirachta.

Estudos tém evidenciado que espécies do género Trichilia tém
apresentado resultados promissores quanto ao seu uso inseticida (Garcia Gomez
et al., 2018). Estudos de triagem de plantas do género Trichilia na Costa Rica de
Wheeler et al. 2001 demonstraram através de experimento o potencial inseticida
dessas espécies. Foram avaliadas 6 espécies que reduziram significativamente o
crescimento larval de Spodoptera litura. A espécie que apresentou melhor
resultado foi a Trichilia americana.

3.2.3. Trichilia ramalhoi

A espécie Trichilia ramalhoi, popularmente conhecida na regido da Bahia
como caixao-preto (Pennington, 1981), é caracterizada por possuir porte arbéreo
podendo alcancar 30 metros de altura, flores com tons esverdeados e
esbranquicados e frutos maduros amarronzados. A floragdo ocorre entre 0s
meses de maio e agosto e a frutificacdo entre agosto e fevereiro (Pennington,
2016a). No Brasil pode ser encontrada nos estados do Ceara, Espirito Santo,
Bahia, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Pennington, 2016).

Em 2004 a Trichilia ramalhoi foi estudada pela primeira vez por (Ambrozin
et al. 2004). Neste trabalho, trés substancias foram isoladas dos galhos: mistura

de B-sitosterol e estigmasterol (esteroides), lupeol e lupenona, estas duas ultimas
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pertencentes a classe de triterpenos pentaciclicos. A substancia lupeol
apresentou atividade contra o Tripanossoma cruzi.

A atividade tripanocida desta espécie ainda € descrita por Leite et al.
(2009) onde este afirma depois de experimentos com extratos de Trichilia
ramalhoi que esta é uma planta promissora contra a atividade deste protozoario.

O trabalho mais recente envolvendo a espécie foi conduzido por Gomes et
al. (2020). Neste trabalho, foram isoladas 7 substancias de extratos metandlicos
de caules e folhas, sendo elas: metil 5-O-cafeoilquinato, apocinina C, uma
mistura de dois estereoisdbmeros de cinconains la e Ib e alguns compostos
previamente identificados nesta espécie: B-sitosterol, estigmasterol e lupeol. Os
extratos de T. ramalhoi foram submetidos a avaliacdo bioldgica e mostrou
eficiente acdo antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatoria.

A atividade bioldgica e o estudo fitoquimico de Trichilia ramalhoi tém sido
pouco explorados ndo havendo outros relatos de atividade inseticida, portanto,
sendo importante a ampliacdo dos estudos desta espécie ja que quando estudada
obteve resultados promitentes. Visto os bons resultados da atividade inseticida no
género Trichilia, se faz importante a investigacdo desta atividade na Trichilia

ramalhoi.

3.3. Plantas Inseticidas

A busca por moléculas que apresente atividade inseticida eficiente tem sido
cada vez maior devido ao crescente numero de insetos que se tornaram
resistentes aos produtos ja utilizados (Nogueira et al., 2020), a ocorréncia de
morte de insetos inimigos naturais (Guedes et al., 2016), contaminacdo de
alimentos (Balleste & Mantelli 2020). Além disso, 0 avanco na area de sintese
qguimica proporcionou que moléculas complexas provenientes do metabolismo
secundario das plantas fossem modificadas em escala industrial (Saito e Luchinni
1988).

Pesquisas que estudam o metabolismo secundéario de plantas e visam
isolar e identificar novas moléculas que possuam atividade inseticida tem por

objetivo que essas moléculas sejam modelo para a sintese de novos compostos



12

inseticidas ou para obter inseticidas vegetais para uso in natura (Vendramim e
Castiglioni 2000).

Diversos estudos vém demonstrando a eficiéncia de extratos quando
utilizados para controlar pragas de forma eficiente. Segundo Neri (2020), extratos
aquosos de nim a 5% diminuiram a incidéncia de ovoposicéo e agdo antialimentar
da Bremisia tabasi biotipo B em plantas de melancia. Nebo et al. 2010 concluiu
que o extrato hexanico de sementes de Trichilia claussenii apresentou atividade
inseticida sobre Spodoptera frigiperda causando 70% de mortalidade de lagartas.
Baldin et al. 2020 avaliou a atividade inseticida em 7 extratos de plantas
pertencentes a familia Meliaceae e 4 plantas da familia Asteraceae sobre Bemisia
tabaci. Foi possivel concluir que todas as plantas apresentaram efeito repelente
para Bemisia tabaci, exceto o extrato etandlico de Trichilia pallida e extrato
hexanico de Melia azadirachta.

No Brasil, o extrato de sementes da planta Sophora flavescens, conhecido
comercialmente como oximatrine ou oxymatrine, é registrado pela ANVISA para
uso agricola. Tem acéo acaricida e pode ser usado em diversas culturas como:
abobora, abobrinha, algodéo, ameixa, berinjela, café, chuchu, citros, jil6, maca,
marmelo, nectarina, néspera, péra, péssego, pimenta, pimentdo, quiabo, tomate e
soja (ANVISA, 2003).

3.4. Tuta absoluta

A Tuta absoluta (Meyrick), pertence a ordem das Lepdopteras e a familia
Gelechiidae e é considerada uma das pragas mais importantes da cultura do
tomate. O ciclo completo do inseto é de aproximadamente 30 dias, os adultos séo
pequenas mariposas de cor cinza e as lagartas chegam a 6 mm e possuem
coloracéo parda ( Franca & Coelho 1992).

As lagartas desse inseto se alimentam do interior das folhas, provocando
minas transparentes nas folhas e galerias de coloracdo escura nos frutos do
tomate. A severidade do ataque pode levar a planta a morte e consequentemente
provocando prejuizos ao produtor (EMBRAPA, 2009).

No Brasil ela foi identificada pela primeira vez no ano de 1979 na cidade de
Morretes no estado do Parana (Muszinsk et al., 1982). Além do Brasil, ela pode
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ser encontrada em lavouras de tomate do mundo todo, em diferentes areas da
Europa, norte da Africa, Mediterraneo, na india e América do Sul, Central e Norte
(PROMIP, 2020).

Seu controle depende de aplicacdo de inseticidas e nos ultimos anos tem
se observado que a Tuta absoluta adquiriu resisténcia a principais classes de
inseticidas usados em seu controle. Roditaski et al. 2015 relataram pela primeira
vez a resisténcia da praga ao grupo de inseticida Diamida, que é uma classe
amplamente utilizada para combater pragas da ordem dos lepidopteros e age no
controle dos receptores da rianodina.

Além de apresentar resisténcia a inseticidas do grupo Diamida, segundo
levantamento feito pela Arthropod Pesticide Resistance Database (2020), a traca-
do-tomateiro apresentou resisténcia a mais 16 ingredientes ativos pelo mundo,
sendo eles pertencentes aos grupos: piretroides, benzoilureias, oxadiazinas,

carbamatos e espinosinas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do material vegetal

Para o experimento, foi coletado a espécie Trichilia ramalhoi na Reserva
Natural Vale, localizada na cidade de Linhares (latitude: 19°23'28" sul e longitude:
40°04'20" oeste) situada no norte do estado do Espirito Santo. No estudo foi

utilizado folhas desta espécie.

4.2. Secagem, moagem e preparacado do material

O material vegetal foi seco ao ar livre, posterior a coleta, durante dez dias
e moido no moinho de martelo. Para preparacdo dos extratos brutos foi feita uma
maceragao exaustiva em metanol e em seguida realizou-se uma particdo com
solventes organicos imisciveis em ordem crescente de polaridade (CH,Cl,, ACOEt
e ButOH) (Figura 4).
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Figura 4. Particdo do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi.

4.3. Isolamento e purificagdo das substancias

As técnicas utilizadas para isolamento e purificacdo de substancias foram
Cromatografia em Coluna (CC), Cromatografia em Camada Delgada Preparativa
(CCDP) e Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para analise de pureza.

4.4. Identificacéo e elucidacao das substancias isoladas
Na identificagéo e a elucidagéo das substancias isoladas foram utilizadas

métodos espectroscépicos, sendo eles: Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H

e °C) e Espectrometria de Massas (EM).
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4.5. Analises por Cromatografia

As analises utilizando o método cromatografico em coluna foram
realizadas com gel de silica e silica gel 60 PFys4 para fazer a Cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP). Para as andlises por Cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA) foram utilizadas cromatofolhas de aluminio
com gel silica 60 F254. As substancias eluidas na placa foram observadas por
irradiacdo com lampada ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm e 365
nm, posteriormente foram pinceladas com reagente cromogénico H,SO,4 conc./
vanilina e aquecidas em seguida. As andlises de RMN foram realizadas no
equipamento da marca Bruker, modelo Ascend 500 (500 MHz para *H e 125 MHz
para 3C).
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5. ANALISE DAS PARTI(;()ES OBTIDAS DOS EXTRATOS DE FOLHA
DE Trichilia ramalhoi Rizzini

5.1. Andlise da Fracao Diclorometano

A fracdo diclometano foi submetida ao processo de cromatografia em

coluna utilizando como fase estacionaria gel de silica e eluida com os solventes

hexano:acetato de etila, tendo a polaridade elevada a 100% com o solvente

acetato de etila. Foram obtidas 6 fragdes (Tabela 1).

Tabela 1. Estudo cromatografico do extrato diclometanico de folhas de T. ramalhoi

Fracao Cddigo Quantidade (g) Substancia(s)
1 TR1 3,1052 g
2 TR2 9,31¢g
Aliantusaltinina A (1) + Tirucalano —
TR3 9,40 g 7,22,24 — trien —ona (II)
TR4 + TR5 9,5319¢ Betulona (111), Itesmol (1V), Felochina (V)
Tetranoraldeido Bourjotilona C (VI),
TR6 9,8257 g Piscidinol A (V1)
TR7 17,2389 g
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5.1.1. Estudo Fitoquimico da Fracdo TR3 (9,40 g)

A fracdo TR3 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna. A
coluna foi empacotada com gel de Silica. O sistema de solventes utilizado foi
hexano:acetato de etila, em ordem crescente de polaridade até a concentracéo de
100% (v/v) de acetato de etila. Foram obtidas 12 fracdes. A fracdo TR3.5 foi
escolhida para passar novamente pelo processo de cromatografia em coluna,
utilizando o mesmo sistema de solventes. Posteriormente a fragdo TR3.5.6 foi
submetida ao mesmo processo de separacdo e obteve-se a substancia

Aliantusaltinina A (Figura 5).

TR3
940g

TR 3.1 TR 32 TR33 TR34 TR3S5 TR386 TR3.7 TR338 TR39 TR3.10 TR3.11 TR 3.12
327,8 mg 39,1mg 2845mg || 812,8 mg ] 2054,1 mg || 140,7 mg |]628,7 mg 572,7 mg 350,2 mg 539,5mg 993,8 mg 837,1 mg

TR352 § TR353 TR3S54|] TR3SS TR356 || TR357 TR358 TR359 TR35.10
583 mg 10,1 mg 90 mg 1753 mg 709,5 mg || 4482 mg 1382mg |]172,8 mg 1932 mg

TR 351
223 mg

TR 356.1 TR3562 TR3563 TR3564 TR3.565 TR 3566 TR356.7
27,1 mg 17,5mg 2153 mg 104,8 mg 646 mg 179 mg 476 mg

ALIANTUSALTININA A
+

TIRUCALANO -7,22,24
—TRIEN —3-0ONA

Figura 5. Analise Cromatografica da Fracdo TR3.

5.1.2. Estudo Fitoquimico da Fracdo TR4 (9,5319 Q)

A fracdo TR4 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna. A
coluna foi empacotada com gel de Silica. O sistema de solventes utilizado foi
hexano:acetato de etila, em ordem crescente de polaridade até a concentracéo de
100% de acetato de etila. Foram obtidas 7 fracdes. As fracdes TR4 + TR5 foram
reunidas e recromatografadas obtendo-se 11 fragGes. A partir das 11 fragOes
obtidas a TR4.6 foi escolhida para passar novamente pelo processo de
cromatografia em coluna, utilizando o mesmo sistema de solventes.

Posteriormente a fracdo TR4.6.10 foi fracionada em 11 fragdes, também a partir
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do mesmo método de separacgéo e utilizando o0 mesmo sistema de solvente. Em

seguida, a partir da fracdo TR4.6.9 foi submetida a uma cromatografia em

camada delgada preparativa e obteve-se a substancia Betulona. A fracdo

TR4.6.13 foi submetida a cromatografia em coluna obtendo-se 7 fracGes e obteve-

se a substancia Itesmol. Destas 7 fracOes obtidas, a fragdo TR4.6.13.2 foi

submetida ao processo de cromatografia em coluna, obtendo-se a substancia

Felochina (Figura 6).
TDR4
9,5319¢g
[ | 1 | | 1 |
TR1 TR 2 TR 3 TR 4 + TRS TR 6 TR7
31052 g 931g 940¢g 953199 98257¢g 17,2389 ¢
TR 41 TR42 TR 43 TR 44 TR45S TR 46 TR 47 TR 438 TR 49 TR 4.10 TR 4.11
23,1mg 1531 mg J§1258 mg || 40,5 mg 269,5mg fJ 1995,3 mg [§ 3851,1 mg |] 531,7 mg || 650, mg 8461 mg 596,1 mg
TR461 I TR462 JJTR463 TR464 TR465 || TR466 TR 467 TR 4638 TR469 TR4610| TR46.11 TR46.12 TR 46.13 TR 46.14
3,4 mg 28mg 2,4 mg 1mg 1,1 mg 14,1 mg 16,2 mg 71,7 mg 83,9 mg 67,3 mg 75,5 mg 1464 mg 716,2 mg 678,3 mg
1
TR46.10.1 ||TR46.10.2 || TR 46.10.3||TR 46.10.4 || TR 46.105 || TR 46106 || TR46.107 || TR 45.108 ||TR 46.108 || TR 46.10.10 || TR 46.10.11
39,3 mg 0,2mg 1,5mg 0,9mg 21mg 6,7 mg 18,9 mg 3,3mg 18,6 mg 11,8 mg 7.5mg
BETULONA
TR 46.13.1 TR 46.13.2 TR 46.133 TR46.13.4 TR46.135 TR 486.136 TR 46137
15,2 mg 2214 mg 463 4 mg 2398 mg 11,9 mg 14,1 mg 2414 mg
ITESMOL
Tras.12 | |TRes 12 |[T46.12 Traz.12 [ITRas.12 ITrRes 12 [|Trec iz TRec 12 |fTrRac 12 || TR 12 ||| TReE12 TR4.6.13. TR4.8.12 TR4.8.13 TR4.8.12.
21 22 23 24 25 26 27 238 28 2.10 2.1 2.12 2.13 2.14 2.15
53mg 19mg []1.2ma 112mg || 2amg | 15mg | 2tma | 27ma || 208mg || 222mg 43.3mg 13.7 mg 2.1 mg 4.2mg 9.2mg
FELOCHINA

Figura 6. Analise Cromatogréfica da Fragdo TR4 + TR5.
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5.1.3. Estudo Fitoquimico da Fracdo TR6 (10 g)

A fracdo TR6 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna. A
coluna foi empacotada com gel de Silica. O sistema de solvente utilizado foi
dicloro:metanol, em ordem crescente de polaridade até a concentracdo de 100%
(v/v) de metanol. Foram obtidas 10 fracdes. A fracdo TR6.3 foi escolhida para
passar novamente pelo processo de cromatografia em coluna, utilizando o
sistema de solventes hexano:acetato de etila e obteve-se a substancia
Tetranoraldeido Bourjotilona C. Posteriormente a fracdo TR6.3.8 foi submetida ao
mesmo processo de separacao utilizando o sistema de solventes hexano:acetato,
e a partir das duas fracbes obtidas, a TR6.3.8.1 foi submetida ao método

cromatografico de coluna e obteve-se a substancia Piscidinol A (Figura 7).

TR 6
10g

TR 6.1 TR62 TR6.3 TR64 TR6.5 TR66 TR6.7 TR6.8 TR6.9 TR6.10
6,6 mg 6,8 mg 13,5mg 7.2mg 97,5 mg 1026,4 mg f11310,7 mg ] 792,3 mg 664 mg 41019 mg

TR63.1 |§ TR632 |l TR633 || TR63.4 ] TRE3S TR6.36 || TR63.7 TR6.3.8

6 mg Smg 54mg 6,2mg 8mg 382mg 12423 mg 389,7 mg
TETRANORALDEIDO
BOURJOTINOLONA C

TR6.3.8.1 TR6.3.82
85,7 mg 206 mg
TR6.3.8.1.1 TR638.12 TR6.38.1.3
32,7 mg Smg 73,5mg
TR6.3.8.1.3.1 TR6.3.8.132 TR633813 TR6.3.8.1.4 TR6.3.8.15 TR6.3.8.16
36mg 40,4 mg 7,5mg 0,8mg 12,1 mg 6,4 mg
PISCIDINOL A

Figura 7. Analise Cromatogréfica da Fragdo TR6.



21

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Aliantusaltinina A e Tirucalano-7,22,24-trien-3-ona

O triterpeno Aliantusaltinina A (I) foi isolado em mistura com a substancia
Tirucalan-7,22,24-trien-3-ona  (II) (Figura 8) na fracdo metandlico/fracdo
diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi. As estruturas foram determinadas
através da anélise dos espectros de massas (EM) (Figura 5 & 6) e RMN *H
(Figura 7 & 9), *C-DEPTQ (Figura 10 a 12), *H-'H-COSY (Figura 13), HSQC
(Figura 14), HMBC (Figura 15) e 'H-'H-NOESY (Figura 16), o que permitiu a

elaboracdo da Tabela 2.

(1

Figura 8. Triterpenos isolados do extrato metanélico das folhas de T. ramalhoi.
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Foi possivel observar no espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 10 & 12)
uma duplicacdo nos sinais apontando para um mistura onde verificou-se, sete
sinais de grupos metilas para a substancia | e oito sinais de grupos metilas para a
substancia Il. Além disso, os sinais com deslocamento quimico em &c 118,43;
145,94 e 27,41 foram atribuidos aos carbonos C-7, C-8 e C-30, respectivamente
para ambas as substancias por apresentarem o0 mesmo ambiente quimico
ocorrendo, assim, sobreposicdo dos sinais. Ja o sinal da carbonila em C-3 foi
observado em ¢ 217,03 e os carbonos olefinicos da cadeia lateral em 6c 114,07
(C-26, 1), 124,29 (C-23, II), 125,89 (C-24, 1), 130,06 (C-23, I), 132,00 (C-25, ),
134,54 (C-24, 1), 138,55 (C-22, II) e 142,21 (C-25, I). Juntamente com o auxilio do
CG/EM, onde foi possivel observar dois picos majoritarios com o mesmo valor m/z
de 422, possibilitou estabelecer a mesma formula molecular C3yH460 indicando
gue se trata de um esqueleto triterpénico do tipo tirucalano.

No espectro de RMN 'H, pode-se observar a presenca de um grupo
metileno em CH,-26 na substancia | pela presenca do sinal em 6y 4.87 (S), que
estd ausente em Il, além dos outros sinais dos hidrogénios olefinicos da cadeia
lateral que diferem para as duas substancias éy 5,33 (m, H-22, 1), 5,62 (m, H-23,
1), 5,79 (m, H-24, 11), 6,14 (d, 14, 7, H-24, 1) e 6,17 (m, H-23, 1I).

A diferenca entre as substancias | e Il se pela estrutura da cadeia lateral
ligada ao carbono CH-17. No espectro de 'H-'H-COSY é possivel visualizar
hidrogénios vizinhos a 3 ligacbes. Na substancia | a presenca do sinal oy 4,86
indica a presenca dos hidrogénios de CH,-24 a 3 ligagbes dos hidrogénios
metilicos de CH3-27 indicados pela presenca do sinal 64 1,86. J4 na substancia Il
a presenca do sinal oy 5,79 indica a presenca dos hidrogénios de CH,-24 a 3
ligacbes dos hidrogénios metilicos de CH3-26 e CH3-27, indicados
respectivamente pelos sinais 641,76 ¢ 61 1,77.

No espectro de HSQC, foi possivel evidenciar a diferenca entre as
substancias | e Il na posicdo da dupla ligacdo, na substéncia | temos uma
insaturacao nos carbonos CH-23 (6¢ 130,06) e CH-24 (¢ 134,54) que apresenta
correlacdo com os hidrogénios em o6y 5,62 e 6,14, respectivamente, e outra
insaturacdo nos carbonos C-25 (6¢c 142,21) e CH»-26 (&¢c 114,07), sendo este
altimo correlacionado com os hidrogénios em &y 4,87. JA na substancia Il a
insaturacao esta nos carbonos CH-22 (6¢ 138,55 e 6y 5,33) /CH-23 (6c 124,39 e
01 6,17) e CH-24 (6c 125,89 e 6y 5,79)/C-25 (6¢c 132,00).
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No espectro de HMBC pode-se visualizar para a substancia | as
correlagbes entre 3H-27 com os carbonos C-24, C-25 e C-26. Ja para a
substancia Il pode-se observar as correlacdes entre 3H-27 e 3H-26 com o0s
carbonos C-24 e C-25.

Assim, o conjunto desses dados em comparagao com dados da literatura
(Zhou et al., 2011; Kim et al.,, 2011) permitiram identificar a mistura dos
compostos | e Il como tirucalan-7,22,24-trien-3-ona e Aliantusaltinina A,
respectivamente. A substancia tirucalan-7,22,24-trien-3-ona foi isolada pela
primeira vez como produto natural. Kumar et al. 1991 haviam sintetizado essa
molécula através de modificacdes estruturais de triterpenos isolados da espécie
Paramignya monophyela.
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Tabela 2. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) de | e IIl. Os
valores dos deslocamentos quimicos & e & estdo em ppm e as constantes de

acoplamento J estdo em Hz

HSQC HMBC HSQC HMBC
o S Jen Iy O O *Jew *Jex
C
3 217,03 - 217,03 -
3H-28;
4 47,89 - 3H-29 47,89 -
8 145,94 - 3H-30 145,94 -
10 37,49 - 3H-19 37,49 -
13 43 - 3H-18 3H-30 43,00 -
14 51,61 - 3H-30 3H-18 47,89 -
25 14221 . 3H-27 132,00 . 3H-26;
! ! 3H-27
CH
3H-19; 3H-
52,54 1,75 28: 3H-29 52,54 1,75
7 11843 532(m)  2H-6 118,43 532 (m)
9 48,51 2,30 48,51 2,30
1,56 - . 1,56 —
17 53,10 150 3H-18; 3H-21 | 53,10 1,50
20 36,69 1,40 3H-21 40,54 2,10 3H-21
22 : - - - 138,55 5,33 (m)
23 130,06 5,62 (m) 12439 6,17 (m)
6,14 (d, 3H-26;
24 134,54 14,7) 3H-27 125,89 5,79 (m) 3H-27
CH,
1 38,54 21'32’ 3H-19 38,54 2,00,1,47
2 (3dd' 2,77 (dd,
2 34,94 N 34,94 14,3, 5,7)
57) 2,25
2,25 !
6 24,37 2,15 24,37 2,15
11 18,23 1,55 18,26 1,55
1,80,
12 33,48 165 3H-18 33,48
15 34,08 1,45 3H-30 34,08
1,98, 1,85,
16 28,21 138 28,48 1,300,
22 39,51 2,25,1,80 3H-21 - - - -
26 114,07 487 (s) 3H-27
CHs
18 2204  0,86(s) 2223 0,87 (s)
19 1283  1,03(s) 12.83 1,03 (s)
21 20,19 0,91 19,28 0,93 (d)
26 - - - - 18,59 1,76 (s) 3H-27
27 1875 1,86 (s) 2617 1,77 () 3H-26
28 2450  1.07 (s) 3H-29 2450 1,07 ()
29 21,7  113(s) 3H-28 21,7 1.13(s)
30 2741  1,04(s) 2741  1.04(s)
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Figura 11. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de | e Il
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Figura 16. Ampliacdo do espectro de RMN **C-DEPTQ (125 MHz, CDCl3) de | e I1.
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6.2. Betulona

O triterpeno Betulona (Ill) (Figura 21) foi isolado da fracéo
metandlico/fracdo diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi. A estrutura foi
determinada através da analise dos espectros de RMN *H (Figura 18 & 20), *C-
DEPTQ (Figura 21 & 23), 'H-'H-COSY (Figura 24), HSQC (Figura 25), HMBC
(Figura 26) e *H-'H-NOESY (figura 27), o que permitiu a elaboracéo da Tabela 3.

Figura 21. Triterpeno isolado do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi (lll).

A partir da andlise de espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 21 a 23),
constatou-se a presenca de trinta carbonos, sendo sete ndo hidrogenados (d¢
36,87, 40,86, 42,77, 47,35, 56,89, 150,40 e 218,18), cinco metinicos (d¢c 37,54,
47,97, 48,84, 49,83, 54,95), doze metilénicos (6¢ 19,65, 21,48, 25,20, 27,02, 29,1,
29,72, 33,51, 33,96, 34,14, 39,60, 60,54 e 109,77) e seis metilicos (6¢c 14,62,
15,79, 15,88, 19,14, 21,35 e 26,62). Sendo os sinais em &c 109,77 (C-29) e
150,40 (C-20) atribuidos ao grupo insaturado, além do sinal em 5¢ 60,54 atribuido
ao carbono ligado a hidroxila C-28.

O espectro de RMN de *H mostrou seis singletos em &4 0,95, 1,01, 1,04,
1,08, 1,09 e 1,70, caracteristicos de grupos metilicos. O sinal em & 1,70 sugere
um grupo metilico ligado a uma insaturagdo. Também apresentou dois singletos
em oy 4.70 e 4.60 de grupo metileno terminal (2H-29) e dois dubletos em &y 3.82
(d, 10.0) e 3.36 (d, 10.0) de grupo carbindlico (2H-28).
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O espectro de *H-'H-COSY é possivel visualizar Hidrogénios vizinhos a 3
ligacbes. Na substancia Ill a presenca do sinal oy 4,70 (s), 4,60 (s) indica a
presenca dos hidrogénios de CH,-29 a 3 ligacGes dos hidrogénios metilicos de
CH3-30 e CH-19 indicados respectivamente pela presenca do sinal 641,70 e 2,40.

O espectro de correlacao heteronuclear HSQC corroborou na confirmacao
da proposta do triterpeno através das correlacdes entre os sinais 6¢c 60,54 com os
hidrogénios em 6y 4,70 e 4,60 atribuido ao grupo metileno e o sinal em 6¢ 109,77
com os hidrogénios 6y 3,82 e 3,36 atribuido ao carbono carbindlico.

No espectro de HMBC pode-se visualizar as correlacdes entre H-19 e 3H-
30 com os carbonos C-19 e C-29, e 2H-29 com o carbono C-19 confirmando a
localizac&do do grupo metileno, também foi possivel observar as correlacées entre
2H-28 com os carbonos C-16 e C-22.

Esses resultados em conjunto com os dados da literatura (Ollenikov et al.,

2017) corroboram para o triterpeno betulona.
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Tabela 3. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) De IIl. Os valores
dos deslocamentos quimicos sxe 5cestdo em ppm e as constantes de acoplamento

J estdo em Hz

HSQC HMBC (Olennikov et al.,
2017)
dc On “Jen *Jek dc
C
3 218.18 - 218.0
4 47.35 - 3H-23; 3H-24 H-2b 47.4
8 40.86 - 3H-26 3H-27 40.7
10 36.87 - 3H-25 36.5
14 42,77 - 3H-27 3H-26 42.5
17 56.89 - 56.8
20 150.40 - H-19; 3H-30 H-18 150.0
CH
5 54.95 1.32 H-1a; 3H-23; 3H- 54.9
24; 3H-25
9 49.83 1.40 3H-26; 3H-27 50.1
13 37.54 1.70 H-12a 3H-27 38.3
18 48.84 1.65 H-12a; H-21a 48.8
19 47.97 2.40 2H-29; 3H-30 47.0
CH,
1 39.60 1.90, 1.42 2H-2 3H-25 39.5
2 34.14 2.50 (m), 2.42 (m) 34.0
6 19.65 1.48 19.4
7 33,51 1.45 3H-26 335
11 21.48 1.42,1.25 21.2
12 25.20 1.65, 1.08 25.2
15 27.02 1.70, 1.05 3H-27 29.4
16 29.72 1.45,1.20 H-28b 32.4
21 29.11 1.92,1.42 29.8
22 33.96 1.90, 1.10 2H-28 37.1
28 60.54 3.82(d, 10.0), 3.36 (d, H-18 59.4
10.0)
29  109.77 4.70 (s), 4.60 (s) H-19; 3H-30 110.2
CHs;
23 26.62 1.09 (s) 3H-24 26.5
24 21.35 1.04 (s) 3H-23 20.7
25 15.88 0.95 (s) 15.8
26  15.79 1.08 (s) 2H-7 15.6
27 1462 1.01 (s) 14.5
30 19.14 1.70 (sl) 2H-29 19.0




|- 6000000

| 500000
|- 5000000
| 4500000
|- 4000000
|- 3500000
|- 3000000
|- 2500000
|- 2000000
|- 1500000
|- 1000000
| so0000
Lo

|--S00000

e Loas g

l

|

Figura 22. Espectro de RMN H (500 MHz, CDCI) de llI.

0.0

0.5

1.0

2.5

4,0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.5

f1 (ppm)

1

40

3



41

‘1 9p (10aD ‘zZHW 005) T_F NINY op oJs1oeds3 op oedeldwy "¢z einbi4

{wad) 1)
€T T S§'T 9T LT 2T 6€¢ 0t VE TE EE pE §'E 9C L€ BE 6E 0Or T TP €¢ Py S v L'v 8P 6P
1 1 1 1 1 ] 1 1 ] 1 ] 1 1 1

000002~

0

£C000Z

4

00000+

000009

ccoooe

000007

0000077

4

QO000PT

0000971

4

0000081

0000002

0000022

0000057

0000097

0000082
e S R ——, {\ AN Il A
NENNRNNNNNNNNN ww W W = A

000000¢ RELBEHELEB8D o 2288 2 3 32
O NWND S NN - n o~ -aN N > nea



- 5000000

- 4500000

- 4000000

3500000

- 3000000

- 2500000

- 2000000

- 1500000
- 1000000
- 500000

-0

veu o
9z8 0
6580\
6B 0
GBS0 %
00650 =
HO50

BH6'0—
Ebb'0
T
veoL \
TEQT
LA N
0901 ~_
B9O'T —x
oL //:

WWW\L

180T ¥
POl /

T~
67T
081~
ZET~
EEEL =
0sET ="
UBE'L

SGET 3'-
0wt

SEE TN
AL G
50 Bt
A
LB%°Y

$6&'T 4

065 T ==
oSl <
619°T
L8 B
2951~
$L9T >
PoU'T =~
+0LT—

098 7
99T 1
9HT
vEH 1
T6ET
0061
6067
6161 Y
526°1
FEGT T
TR
OFE'T
DSH'T N
2= B
996 1
(921 /
86T /
£661
HT—
6502 —

(PP PEr.

A b wb

1.05 1,00 0,95 0.90 0.85 0.80

1,25 1,20 115 110

1.35 1.30

1.40
f1 (ppm)

1.50 1.45

1.55

1.76 1.70 1.65 1.60

1.80

1.85

1.5 1,90

2.10 2,05 2.00

42

3

Figura 24. Ampliacdo do Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCI._) de IIl.



43

1119p (12dD ‘ZHIN S2T) OLd3A-Og; NIWNY 8p 01108ds3 "Gz einbi

€ or 0s 0

-
»
L

01%00°6-
0T%00°8-
01%00°2-
D1%00'9-
0T%00'5-
\Dﬂ =00
0T%00'E-
01002

\.O~ =001~

00°07

{wdd) 14
o8 06 001 01T ozt 0ET
1 . d. . s L
A " "

01007+
01#00°Z
OTX00°E
O1x00°b
O1x00°5
OTx00°3
01002
01%00°8
0TX00°6+
07007
DTX0T T
DTX0ZT
01081

FUSERS

OTX05°T

bHIG' S T

=

o
=
3



44

111 9p (B10Aa0 ‘ZHIN G2T) O1d3d-Og; NINY 3p 04108dss op ogdeldwy 9z einbi

{wdd) 1y
T OET SET OPT SPT OST SST 09T S9T 04T SLT OBT SB8T 067 S6T OOCT SOZ 01T SIT O
1 1 1

1 1 1 I 1 L 1 I 1 Il It 1

00T sS0T  OTT  STT 0%

I 1 1 Il It

wn

o ™

01%00°6-
07 %00°8-
OTx00°2-
01%00°9-
0T %00°5-
0T%00"b-
»n: =007
0T%00°7-

0T=00°T-+

00°0 y |
0Tx00'T ﬁw

0T%00°T
...n: =00"E
01x00°t
0Tx00°5
OTx00'9
PIx00°2
07%00'5+
010076+
01001
DT0T°T+
012077+
01061
DTx05 T

LOTx05°T




45

01%00°6-
0T%00'8-
012007
01x00°9-
0Tx00'5-
01200
OTx00°E-
01002
01%00°T-
00°0]
0Tx00°T
01#00°Z
0TX00°E
O1x00°b
01%00'5

0T%00°9

01007
01%00°8
DTX00'6
07007
DTX0T T
07027
r.n: =0E° 1+

DIx0%"T

111 9p (B10Aa0 ‘ZHIN G2T) O1d3d-Og; NINY 9p 01108dsa op ogdeldwy */g einbi

OTX05°T

{wdd) 14
st oz sz 0t 13 or st 05 ss 03 59
1 i Il i Il 1 I 1 ' Il i
A & R §
_ ] |
I
1

N ah AT I I\ [ [ /5

3 RYNME R RS MR @ & 3 % R

2ELEBE = 32 S3F 8 3% 3 8 z S2

S oo aNvD - - & 0w -~ wo =] - -~ -0



46

(wad) 14

0'47]

997

CER

111 9P £10AD Wd ASOD-H,~H, feajonuowioy oede[a1i0d ap 04309ds3 "gz einbi4

(wdd) 24
S0 o't St 0'T L4 0't S°E o't S'v 0's S'S 0'9 S's 0L S'Z

1 1 1 1 1 1 L Il L 1 Il Il Il Il i

A

e e o



47

wdd) 14

{
i

‘111 @p DOSH ap JeajonuolalaH ogde|aliod ap 0419ads3 "gz ednbi4

(wad) 74
o't 5T o'z S'T e St o't S't 0's 5'S 0'9 S'9

0114 oo
0014
06
08+
049

0%

ov- = @
3 <

0z S

014




48

‘111 8p DGNH 3p JeajanuoialaH orde|aliod ap onoads] "og ednbi4

(wdd) 74
oy

n
)
=)
-
9
-
o
~N
n
ri

o€ S'E st 0's 5's 09 §'9 0L

I ! Il ' 1 1 I 1 Il ' 1 1 3 L

S'L

(wdd) 14
=]
o
-
L

o=




49

{wdd) 14

0

5'97

0'97

S'SH

0'57

Il 8P ASTON-H,-H, 3p Jeajonuowoy oede[a1i0d ap 013109ds3 " |¢ einbi4

(wdd) 74
5'0 o1 s 0T s 0'E S'€ o't Sv 0's s'S 09 S'9 (4 SYE
w 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1
]
1 " .\
) ﬁ|
'
i ot
'
N 0
P
. !
|
t— o% )
1
1

DIDHEAYIN - HiIN OC ¥OCYU3dO

£190D 10gusajng
% y ZHWO0S - {MSHAASON DET) £'01'9p ¥AL IWELSOWY
. | ' | | | | | | | HZTITSEBURSNS §




50

6.3. Itesmol

O esteroide itesmol (IV) (Figura 32) foi isolado da fracédo
metandlico/fracdo diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi, como cristais
incolores. A estrutura foi determinada através da analise dos espectros de RMN
'H (Figura 29 & 31), **C-DEPTQ (Figura 32 & 34), *H-'H-COSY (Figura 35), HSQC
(Figura 36) e HMBC (Figura 37), o que permitiu a elaboracédo da Tabela 3.

Figura 32. Esteroide isolado do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi.

O espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 32 & 34), apresentou sinais para
29 atomos de carbono, trés sinais para atomos de carbono quaternario sendo um
caracteristico de ligagcdo dupla em &¢ 140,8 (C-5), dez sinais para grupos
metilénicos (CH), sendo dois ligados a atomos de oxigénio em &¢ 71,8 (CH-3) e
71,3 (CH-22) e um caracteristico de ligagdo dupla d¢c 121,6 (CH-6), dez sinais
para grupos metinicos (CH,), seis sinais para grupos metilicos (CHz).
O espectro de RMN *H (Figura 29 & 31) apresentou dois singletos e
quatro dupletos referentes a grupos metila em &y 0,73 (s, 3H-18), 0,82 (d, 8,5,
3H-21), 0,91 (d, 8,6, 3H-26), 0,91 (d, 8,6, 3H-27), 0,94 (d, 8,6, 3H-28) e 1,03 (s,
3H-19), além de dois grupos hidroxila em &4 3,55 (m, H-3) e 3,74 (dd, 13,5, 2,1,
3H-22) e um hidrogénio olefinico &4 5,37 (d, 6,4, H-6).
No espectro de *H-'H-COSY é possivel visualizar hidrogénios vizinhos a 3
ligacbes. Na substancia IV a presenca do sinal 4 0,91 indica a presenca dos

hidrogénios de CHs-26 a 3 ligagbes dos hidrogénios metilicos de CH3-27
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indicados pela presenca do sinal 4 0,91. A presenca do sinal oy 1,28 indica a
presenca dos hidrogénios de CH-24 a 3 ligacdes dos hidrogénios metilicos de
CH3-26 e CH3-27, indicados respectivamente pelos sinais 640,91 ¢ 64 0,91.

No espectro de HSQC, pode-se observar qual carbono esta ligado a uma
ligacdo da molécula de hidrogénio. Na cadeia lateral da substancia IV o CH-20
esta ligado aos hidrogénios do carbono metilico CH3-21 por uma ligacdo saturada
e estdo indicados respectivamente pelos sinais de carbono 6c 42,5 e ¢ 17,6 e
pelos sinais de hidrogénios indicados respectivamente de 641,73 e o4 17,6.

No espectro de HMBC pode-se visualizar a qual carbono os hidrogénios
estdo distantes a duas ou trés ligagdes. No CH-25 o espectro indica que este
carbono esta a duas ligacdes dos hidrogénios de C3H-26 e CH3-27 indicados
respectivamente pelos sinais dy 0,91 e 6y 0,91, indicando duas metilas ao final da
cadeia lateral.

Os dados espectrais do esteroide IV estdo de acordo com os dados

descritos em literatura (Zanno et al., 1973) para o esteroide Itesmol.
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Tabela 4. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) De IV. Os valores
dos deslocamentos quimicos sxe 5cestdo em ppm e as constantes de acoplamento
J estdo em Hz

v
HSQC HMBC (Zanno et al., 1973)*
dc H ZJcH 3JcH dc SH
c
5 140,8 - 2H-4; 2H-7; 3H-19 140,7 -
10 36,5 - 3H-19 36,5 -
13 42,3 - 2H-18 42,3 -
CH
3 71,8 3,55 (m) 71,7 3,48 (m)
6 121,6 5,37 (d, 6,4) 2H-4 1215 5,36 (d)
8 31,9 1,50 (m) H-9 3H-6 31,9
9 50,1 0,93 (m) 2H-7; H-14 50,1
14 56,3 1,00 (m) H-14; 3H-18 56,3
17 53,0 1,10 (m) 2H-20 3H-18; 3H-21 53,0
20 42,5 1,73 (m) H-17 42,7
22 71,3 3,74 (dd, 13,5, H-20 71,3 3,76 (dt, 10, 5)
2,1)
24 41,4 1,28 (m) 2H-23 3H-26; 3H-27 41,4
25 28,7 1,78 (m) 3H-26; 3H-27 28,8 -
CH,
1 37,3 1,90 (m) 37,3
1,09 (m)
2 31,9 2,02 (m) 31,9
1,20 (m)
4 42,3 2,34-2,19 (m) 42,3
7 31,6 2,03 (m) 31,6
1,86 (m)
11 211 1,65-1,52 (m) 211
12 39,7 2,02 (m) 39,8
1,20 (m)
15 24,4 1,65 (m) H-17 24,3
1,10 (m)
16 27,5 1,77 (m) 27,5
1,38 (m)
23 29,9 1,26 (m) 29,9
1,03 (m)
CH;
18 11,9 0,73 (s) 2H-12 12,3
19 19,4 1,03 (s) 19,4
21 17,6 0,82 (d, 8,5) 17,6
26 11,8 0,91 (d, 8,6) 3H-27 21,1
27 20,5 0,91 (d, 8,6) 20,5

28 12,3 0,94 (d, 8,5) 11,9
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Figura 35. Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de IV.
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6.4. Felochina

O triterpeno Felochina (V) (Figura 42) foi isolado da fracédo
metandlico/fracdo diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi, como cristais
incolores. A estrutura foi determinada através da analise dos espectros de RMN
'H (Figura 39 & 41), *C-DEPTQ (Figura 42 & 43), *H-'H-COSY (Figura 44), HSQC
(Figura 45), HMBC (Figura 46) e H-'H-NOESY (Figura 47), o que permitiu a
elaboracao da Tabela 4.

Figura 42. Triterpeno isolado do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi (V).

O espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 42 & 43), revelou a presenca de
31 sinais de atomos de carbono, sendo sete ndo hidrogenados [incluindo uma
carbonila em &¢ 217,0 (C-3) e um carbometoxi em &¢ 79,8 (C-25)], sete carbonos
metinicos [incluindo dois carbonos carbindlicos em &¢ 68,7 (CH-23) e 76,3 (CH-
24) e um carbono olefinico em &¢ 117,9 (CH-7)], oito carbonos metilénicos e nove
carbonos metilicos [incluindo um grupo metoxila em &¢ 49,4 (C-OMe)].
O espectro de RMN *H (Figura 39 & 41) evidenciou a presenca de
sinais referentes a grupos metila em &4 0,85 (s, 3H-18), 0,93 (d, 6,3, 3H-21), 1,01
(s, 3H-19), 1,02 (s, 3H-30), 1,06 (s, 3H-28), 1,13 (s, 3H-29), 1,25 (s, 3H-26), 1,32
(s, 3H-27) e 3,26 (s, 3H-OMe), dois hidrogénios carbindlicos em &y 3,14 (s, H-24)
e 4,11 (m) e um hidrogénio olefinico em &4 5,32 (d, 2,85, H-7).
No espectro de *H-'H-COSY foi possivel visualizar hidrogénios vizinhos a 3
ligagbes. Na substancia IV a presenca do sinal dy 1,53 indica a presenca dos

hidrogénios de CH-17 a 3 liga¢gbes dos hidrogénios metilicos de CH3-18 e CH3-21
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indicados respectivamente pela presenca dos sinais 6y 0,85 e 64 18,9. A presenca
do sinal oy 3,14 indica a presenca dos hidrogénios de CH-24 a 3 ligacGes dos
hidrogénios metilicos de CH3-26 e CH3-27, indicados respectivamente pelos sinais
on 1,25 e 64 1,32. A presenca do sinal dy 1,06 indica a presenca dos hidrogénios
de CHs-28 a 3 ligacdes dos hidrogénios metilicos de CH3-29, indicados pelos
sinais 641,13,

No espectro de HSQC, pode-se observar qual carbono esta ligado a uma
ligacdo da molécula de hidrogénio. Na cadeia lateral da substancia V o carbono a
do OCHgs est4 ligado a trés hidrogénios por uma ligacdo saturada indicado pela
presenca do sinal de carbono 6¢49,4 e éy 3,26.

No espectro de HMBC pode-se confirmar posicdo da dupla ligacao entre os
C-7 e C-8 atraveés das correlagdes de 2H-6 com ambos os carbonos, além de 3H-
30 com C-8. J4 as posi¢cdes dos grupos oxigenados foram atribuidos pelas
correlagdes de 3H-26, 3H-27 e 3H-OCH;3; com o carbono C-25, 3H-26 e 3H-27
com C-24 e 2H-22 com C-23.

Esses resultados corroboram com a proposta de Su et al. 1990 para

caracterizacao da substancia Felochina.
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Tabela 5. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *3C (125 MHz) de V. Os valores

dos deslocamentos quimicos &4 e oc estdo em ppm e as constantes de
acoplamento J estdo em Hz

V
HSQC HMBC (Su et al., 1990)*
dc OH Jen Jch oc O
C
3 217.0 - 216,97 -
4 47.9 - 3H-29; 3H-28; 47,92 -
H-5
8 145.9 - H-6; 3H-30 145,93 -
10 - -
13 51.2 - 2H-12; 3H-18 2H-11 51,25 -
14 435 - 3H-18; 3H- 43,80 -
30
25 79.8 - 3H-27; 3H-26 3H-OCHgj; 79,81 -
CH
5 52.3 1.73 (t, 8.45) 3H-29; 3H- 52,38
28, 3H-19
7 1179 5.32(d, 2.85) 2H-6 118,03 5.31 (dd, 2.2,
5.49)
9 48.6 2.29 (m) H-5; H-7; 3H- 48,53
19
17 53.8 1,53 (m) 3H-21; 3H- 53,80
18
20 30.7 1,40 (m)
23 68.7 4.11 (m) 2H-22 68,72  4.09 (ddd, 1.65,
4.94, 8.94)
24 76.3 3.14 (s) 3H-26; 3H- 76,39 3.13 (d, 9.89)
27
CH,
1 38.5 2.00 (m) 2H-2 38,59
1.46 (m)
2 34.9 2.77 (dt, 5.5, 34,97 2.76 (dt, 5.49,
14.5) 14.26)
2.26 (m) 2.26 (m)
6 24.4 2.10 (m) 24,40
11 18.3  1.67-1.47 (m) 18,35
12 33.8 1.83 (m) 2H-18 33,80
1.65 (m)
15 34.0 1.50 (m) 34,04
16 28.5 2.03 (m) 28,50
1.30 (m)
22 39.8 1.82 (m) 3H-21 38,86
1,22 (m)
CH;
18 22.0 0.85 (s) 22,07
19 12.8 1.01 (s) 12,85
21 18.9 0.93 (d, 6.3) 18,93 0.93 (d, 6.6)
26 21.5 1.25 (s) 3H-27 21,60
27 21.6 1.32 (s) 3H-26 21,65
28 24.5 1.06 (s) 3H-29 24,58
29 21.6 1.13 (s) 3H-28 -
30 27.4 1.02 (s) 27,41
OCHj4 49.4 3.26 (s) 49,36 3.25(s)
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Figura 45. Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de V.
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Figura 46. Espectro de RMN *C-DEPTQ (125 MHz, CDCls) de V.
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6.5. Tetranoiraldeido Bourjotilona C

O triterpeno Tetranoiraldeido Bourjotilona C (VI) (Figura 52) foi isolado da
fracdo metandlico/fracdo diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi, como
cristais incolores. A estrutura foi determinada através da andlise dos espectros de
RMN *H (Figura 49 a 51), **C-DEPTQ (Figura 42 a 54), *H-'H-COSY (Figura 55),
HSQC (Figura 56), HMBC (Figura 57) e *H-'H-NOESY (Figura 58), o que permitiu
a elaboracao da Tabela 6.

Figura 52. Triterpeno isolado do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi (VI).

O espectro de RMN **C-DEPTQ (Figura 42 a 54), revelou a presenca de
vinte e seis atomos de carbono, seis sinais para atomos de carbono quaternario
sendo um caracteristico de ligacao dupla em &6¢ 145,57 (C-8), seis sinais para
grupos metilénicos (CH), sendo um ligado a um atomo de oxigénio em &6¢ 203,51
(CH-23) e um caracteristico de ligagdo dupla &¢ 118,03 (CH-7), nove sinais para
grupos metinicos (CH,) e cinco sinais para grupos metilicos (CH3) indicando ser
um tetranortriterpeno.

O espectro de RMN *H (Figura 49 & 51) evidenciou a presenca de um
grupo aldeido pelo sinal em &4 9,79 (s, H-23), outros sinais importantes referentes
a grupos metila foram observados em 64 0,88 (s, 3H-18), 0,99 (d, 7,0, 3H-21),
1,03 (s, 3H-19), 1,05 (s, 3H-30), 1,06 (s, 3H-28) e 1,13 (3H, s, H-29).

No espectro de *H-'H-COSY é possivel visualizar hidrogénios vizinhos a 3

ligagbes. Na substancia VI a presenca do sinal dy 2,60 indica a presenga dos
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hidrogénios de CH»-22 a 3 ligagcdes dos hidrogénios de CHs-21 indicado pela
presenca do sinal 64 0,99.

No espectro de HSQC foi observado a correlacéo entre o sinal de carbono
em &c¢ 203,51 (CH-23) com o sinal de hidrogénio em 9,79 (s, H-23), evidenciando
ser uma funcao aldeido.

No espectro de HMBC pode-se visualizar as correlagdes entre H-23 e 3H-
21 com C-22 atribuindo o aldeido a cadeia lateral, além da confirmacédo da
auséncia de quatro carbonos da cadeia lateral.

Esses resultados corroboram com a proposta de Vieira et al., 2013 e
Mcchesney et al., 1997 para caracterizacdo de parte da substancia, identificando-
a como triterpeno tirucalano. E a primeira vez que esta substancia é isolada de
forma natural, pois Bree et al.,, 1966 e Mulholland & Taylor (1988) relatam a

obtencado desta substancia através de sintese.
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Tabela 6. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) de VI. Os valores

dos deslocamentos quimicos &4 e oc estdo em ppm e as constantes de
acoplamento J estdo em Hz

Vi
HSQC HMBC Vieira et al. 2013 Mcchesney et al.
1997
3¢ Su “Jex *Jek ¢ Su 3¢ SH
c
3 216.74 i 216.9 i 217.0
47.86 i 3H-28;
4 e 47.84 i 47.8
8 14557 i 3H-30 14572 i 145.7
10 3502 i 3H-19 36.05 i 35.0
13 4388 ] W3 T wss . 435
14 5128 i 3H-30 3H-18 5123 i 51.2
25 i i i i 60.32 i 74.3
CH
5227 175 H-7: 3H-
5 19: 3H-28, 52341 170 523 171(87)
3H-29
7 11803 534(sl) 11804 533 (m) 117.9 %3;0 édf)
9 478  2.30(m) H-7:3H-19  48.47 484 228 (m)
17 5280 152 (m) 3H-21  53.28 538  1.50 (m)
20 3235 205 3H-21 33.60 337  1.38 (m)
23 20351 9.79 (s) 69.25 69.7  4.09 (m)
24 i i 68.46 750  313(sl)
CH,
3853 2.05,1.52 3H-19 2.02, 1.45 (m),
1 85 Tag 385 oem)
34.90  2.75 (td, 2.78 (td,
142, 14.6, 2.20 (dt,
5.4), 5.6) 145, 3.5)
2 2.26 (m) 3493 ooetd,  *° 274t
14.6 145, 5.6)
3.8)
s 2422 215(m) iss 210 243 2.0&2;.10
1M1 1822 165 1886 160 183  1.53 (m)
;, 3350 180,165 W pep 85 gp g
15 3398 148 3H-30  34.06 185165 340  1.47 (m)
2838  1.90, 2.08, 1.29 (m),
16 1.20 277 418 8% {99(m)
21 i ; i i i : i i
5092 260(d,  H-23 3H-21
22 17.5) 40.47 1'18 40.4 11'%%((:;'))
2.20) : :
CH,
18 2207  0.88(s) 2178  083(s) 220  0.80(s)
19 1264  1.03(s) 1280 103(s) 128  0.99(s)
21 1971 0.99(d, 1080 998@ 489 091 6.1)

7.0) 6.1)
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Figura 55. Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de VI.
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6.6. Piscidinol A

O triterpeno Piscidinol A (VII) (Figura 63) foi isolado da fracéo
metandlico/fracdo diclorometano das folhas de Trichilia ramalhoi, como cristais
incolores. A estrutura foi determinada através da analise dos espectros de RMN
'H (Figura 60 & 62), **C-DEPTQ (Figura 63 & 65), *H-'H-COSY (Figura 66), HSQC
(Figura 67) e HMBC (Figura 68), o que permitiu a elaboracéo da Tabela 7.

Figura 63. Triterpeno isolado do extrato metandlico das folhas de T. ramalhoi (VII).

O espectro de RMN '°C-DEPTQ (Figura 66 & 68), onde revelou a
presenca de 30 sinais de atomos de carbono, sendo sete ndo hidrogenados
[incluindo uma carbonila em &¢ 216,77 (C-3) e um hidrolisado em &¢ 74,28 (C-
25)], sete carbonos metinicos [incluindo dois carbonos carbindlicos em &¢ 66,71
(CH-23) e 74,28 (CH-24) e um carbono olefinico em &¢ 117,96 (CH-7)], oito
carbonos metilénicos e oito carbonos metilicos, apresentando similaridade com a
substéancia V, indicando a auséncia do grupo metoxi.

O espectro de RMN *H (Figura 60 & 62) evidenciou a presenca sinais
referentes a grupos metila em &4 0,84 (s, 3H-18), 0,95 (d, 6,3, 3H-21), 1,02 (s, 3H-
19), 1,04 (s, 3H-30), 1,07 (s, 3H-28), 1,13 (s, 3H-29), 1,32 (s, 3H-26) e 1,34 (s,
3H-27), também caracterizando a auséncia do grupo metoxi, dois hidrogénios
carbindlicos em &4 3,18 (s, H-24) e 4,14 (dd, 8,9, 5,0, H-23) e um hidrogénio
olefinico em &y 5,33 (m, H-7).



88

No espectro de *H-'H-COSY é possivel visualizar hidrogénios vizinhos a 3
ligacdes. Na substancia VI a presenca do sinal 64 1,89 indica a presenca dos
hidrogénios de C-25 a 3 ligacdes dos hidrogénios de CH-23 indicado pela
presenca do sinal oy 4,14. A presenga do sinal oy 1,32 indica a presenga dos
hidrogénios de CHs-26 a 3 ligacdes dos hidrogénios de CH-24 e CHs;-27,
indicados respectivamente pelos sinais éy 3,18 e 64 1,34. A presenca do sinal oy
1,34 indica a presenca dos hidrogénios de CH3-27 a 3 ligacdes dos hidrogénios
de CH-24 e dos hidrogénios metilicos de CH3-26, indicados respectivamente
pelos sinais 6y 3,18 e 6y 1,32.

No espectro de HSQC, pode-se observar qual carbono esta ligado a uma
ligacdo da molécula de hidrogénio. Na cadeia lateral o carbono CH-23 e CH-24
estdo ligados cada um a um hidrogénio indicados respectivamente pela presenca
dos sinais de carbono 6c 69,71 e ¢ 74,28 e os hidrogénios respectivamente pelos
sinais 6y 4,14 e dy 3,18, e cada um deles ligado a uma funcéo hidroxila.

No espectro de HMBC pode-se confirmar a posi¢cao da dupla ligacdo entre
os C-7 e C-8 através das correlacbes de 2H-6 com ambos os carbonos, além de
3H-30 com C-8. Ja as posi¢cbes dos grupos oxigenados foram atribuidas pelas
correlagdes de H-23 com o carbono C-24 e H-23, 3H-26 e 3H-27 com o carbono
C-25.

Esses resultados corroboram com a proposta de Mcchesney et al., 1997,
Nunomura et al., 2012 e Vieira et al., 2013 para caracterizacdo da substancia
Piscidinol A.
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Tabela 7. Dados de RMN *H (500 MHz) e RMN *C (125 MHz) de VI. Os valores
dos deslocamentos quimicos sxe 5cestdo em ppm e as constantes de acoplamento

J estdo em Hz

Vil
HSQC HMBC Mcchesney et al., 1997
Sc S #CH ¥CH Sc 8
C
H-la: 3H-28, 3H-  217.
3 21677 : 2H-2 e 0 -
H-5; 3H-28,
4 4785 i e 478 ;
8 145,78 i H-9 H-6; H-11: 3H-30; 1‘;5' -
10 3503 i 3H-19 35.0 -
13 4359 : 3H-18 2H-15;3H-30 435 -
14 51,22 i 3H-30 3H-18 51.2 -
25 74,28 - 3""2267; 3H- H-23 74.3 -
CH
5 5237 1.74 (t, 8.7) 2H-6 3H-19; 323'28’ M- 503 171(t,8.7)
117.  5.30(dd, 6.1,
7 117,9 5.33 (m) 2H-6 5 &)
9 48,58 2.28 (m) H-5; H-7; 3H-19 48.4 2.28 (m)
17 5381 1.50 (m) 3H-18,3H-21  53.8 1.50 (m)
20 33,74 1.37 (m) 3H-21 33.7 1.38 (m)
23 69,71 4.14(dd, 8.9, 5.0) H-24 69.7 4.09 (m)
24 74,28 3.18 (s)) 75.0 3.13 (s))
CH,
1 3852 1,99 (m), 1.45 (m) H-2a 3H-19 3g5 196 ((”r:]))’ 1.45
2.74 (td, 14.6, 2.74 (td, 14.5,
> 34,89 56 34.9 56
2.19 (dt, 14.3, 2.20 (dt, 14.5,
3.5) 3.5)
6 2437 2.10 (m), 2.05 (m) H-5 243 2.10-2.05 (m)
11 1831 1.54 (m) 18.3 1.53 (m)
12 3382 1.67 (m), 1.50 (m) 3H-18 33.8 1.47 (m)
15 3402  1.84(m), 1.52 3H-30 34.0 1.47 (m)
16 2845  2.02(m), 1.52 284 19 ((Tn))’ 1.29
22 065  189(M) 122 H-23 3H-21:H-24 404  -83(M), 1.20
(m), (m)
CHs
18 22 0.84 (s) 22.0 0.80 (s)
19 12,78 1.02 (s) H-5 12.8 0.99 (s)
21 1895  0.95(d, 6.4) 2H-22 189  0.91(d, 6.1)
26 26,21 1.32 (s) H-24;3H-27  26.2 1.30 (s)
27 27,42 1.34 (s) H-24:3H-26  27.4 1.29 (s)
28 24,57 1.07 (s) H-5; 3H-29 24.5 1.10 (s)



29
30

21,57
27,38

1.13 (s)
1.04 (s)

H-3; 3H-28

21.6
27.4

0.99 (s)
1.00 (s)

90

Tabela 7, cont.
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7. RESUMO E CONCLUSOES

~

O género Trichilia, pertencente a familia Meliaceae, é amplamente
estudada por possuir espécies promissoras quanto a atividade inseticida eficiente,
apesar disso, ndo ha relatos do estudo da atividade inseticida da espécie Trichilia
ramalhoi e também ha poucos estudos sobre sua composicdo quimica. Neste
contexto, além de investigar a atividade inseticida, também a composi¢cédo quimica
foi estudada. Para o estudo da composicdo quimica, foi utilizado extrato
metandlico/diclorometano das folhas da espécie Trichilia ramalhoi. A partir desse
extrato foi realizado métodos cromatogréaficos classicos para isolar substancias e
experimentos de RMN (1D e 2D) para identificar as estruturas das substancias
isoladas. Foram isoladas e identificadas 7 substancias, entre elas, 6 triterpenos:
Aliantusaltinina A em mistura com Tiraculano-7,22,24-trien-3-ona, Betulona,
Felochina, Tetranoialdeido Bourjotilona C e Pisdinol A e 1 esteroide: Itesmol.
Todas inéditas para a espécie, sendo que Tiraculano-7,22,24-trien-3-ona e
Tetranoialdeido Bourjotilona C foram isoladas de forma natural pela primeira vez,
e o triterpeno Felochina é inédito para a género Trichilia. Para o experimento de
atividade inseticida, o inseto escolhido para realizar o teste foi a Tuta absoluta,
pertencente ordem dos lepdopteros. E uma praga de grande importancia para a
agricultura, pois causa grandes prejuizos a culturas da familia solanaceae,
principalmente o tomate, sendo conhecida como nome popular de traga-do-
tomateiro. Neste teste, larvas do segundo instar de T. absoluta foram tratadas

com extrato metandlico de T. ramalhoi nas concentracdes de 1%, 3% e 5%, e o
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controle foi 4gua, e todo o ciclo do inseto foi acompanhado, desde a fase do
segundo instar das larvas a postura de ovos dos adultos. Foram avaliados
parametros necessarios para a elaboracdo da tabela de vida do inseto. Pode-se
concluir a partir deste estudo, que a concentragdo mais alta do extrato de T.
ramalhoi (5% m/v) afetou a biologia da Tuta absoluta, aumentando a mortalidade
de imaturos (larvas+pupas), diminuindo a fertilidade diaria e total do inseto e a

viabilidade das pupas.
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APENDICE

ATIVIDADE INSETICIDA E COMPONENTES QUIMICOS DA ESPECIE Trichilia
ramalhoi Rizzini (Meliacea)*

! Parte da dissertacdo de mestrado que sera submetida em formato de artigo na Revista Neotropical
Entomology.
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RESUMO

A Trichilia ramalhoi Rizzini pertencente a familia Meliaceae e possui poucos relatos sobre
sua caracteristica fitoquimica, porém ainda ndo havia sido testada quanto a atividade
inseticida, o que torna seu estudo importante, j& que plantas da mesma familia e mesmo
género tém mostrado resultados promissores quando testada a atividade inseticida. A partir
da particdo diclorometano do extrato metanolico das folhas de T. ramalhoi foi realizada
métodos cromatograficos classicos e técnicas espectroscopicas e espectométricas para
isolamento e identificacdo estrutural das substancias. O estudo fitoquimico levou a
identificacdo e caracterizagdo de 7 substancias: Betulona (1), Itesmol (I1), Felochina (I11),
Alitusaltinina A (IVV) em mistura com Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (V),
Tetranoiraldeido Bourjotilona C (VI) e Piscidinol A (VII). Sendo as substancias V e VI
isoladas pela primeira vez de forma natural e substancia Il inédita para o género Trichilia.
A atividade inseticida foi realizada a partir do extrato bruto metandlico das folhas de T.
ramalhoi. O experimento demonstrou que o uso da concentracdo mais alta do extrato de T.
ramalhoi (5% m/v) afetou a biologia da Tuta absoluta, aumentando a mortalidade de
imaturos (larvas + pupas), diminuindo a fertilidade diaria e total do inseto e a viabilidade
das pupas.

Palavras-chaves: Meliaceae, Tuta absoluta, Trichilia
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1. INTRODUCAO

A busca por moléculas que apresente atividade inseticida tem sido cada vez maior
devido ao crescente nimero de insetos que se tornaram resistentes aos produtos ja
utilizados (Roditsaki et al., 2015), a ocorréncia de morte de insetos inimigos naturais
(Marques et al., 2020), contaminacdo de alimentos (Nogueira et al., 2020). Além disso, o
avanco na area de sintese quimica proporcionou que moléculas complexas provenientes do
metabolismo secundario das plantas fossem modificadas em escala industrial (Fumagali et
al., 2008).

Pesquisas que estudam o metabolismo secundario de plantas e visam isolar e
identificar novas moléculas que possuam atividade inseticida tem por objetivo que essas
moléculas sejam modelo para a sintese de novos compostos inseticidas ou para obter
inseticidas vegetais para uso in natura (Vendramim e Castiglioni, 2000).

A ascensdo do pesticida dicloro-difenil-tricloroetano, mais conhecido pela sigla
DDT e de outros inseticidas sintéticos nos anos 40 diminuiu o interesse da comunidade
cientifica em investigar os inseticidas botanicos. No entanto, o uso inadequado e
indiscriminado dos inseticidas sintéticos teve como consequéncia o advento de doencas
graves em humanos, bem como a devastacdo do meio ambiente. Diante desse cenario,
pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de encontrar novas alternativas para o controle
de pragas que ndo sejam prejudiciais a0 meio ambiente e ao ser humano (Yo, 2008). O
aumento na frequéncia de insetos resistentes também tem despertado o interesse de varios
pesquisadores com relacdo aos extratos vegetais (Vendramim, 1997).

A traca-do-tomateiro Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), tem causado
prejuizos as lavouras de tomate ao redor do mundo. Esse inseto-praga é nativo da América
do Sul, sendo encontrado comumente em lavouras de tomate no Brasil, Chile, Argentina,
Peru, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Colémbia (Filho et al., 2013). Atualmente, a T. absoluta
também pode ser encontrada em paises da Europa, Norte da Africa, Africa Subsaariana, e
na India (Desneux et al., 2010 e 2011; Sridhar et al., 2014; Biondi et al., 2018; Guedes et
al., 2019; Silva et al., 2021). O efeito destrutivo desses insetos se deve a formacdo de
minas nas folhas e galerias nos caules, frutos e flores, que podem causar perdas de até
100% nas lavouras de tomate, caso ndo seja corretamente manejado (Picanco et al., 2007).

Segundo um levantamento feito pela Arthropod Pesticide Resistance Database

(2020), a traca-do-tomateiro apresentou resisténcia a 16 ingredientes ativos pelo mundo,
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sendo eles pertencentes aos grupos: Piretroides, benzoilureias, oxadiazinas, diamidas,
carbamatos e espinosinas

Nesse contexto, a familia Meliaceae evidencia-se por agrupar espécies com
eficiente acdo inseticida. Por volta dos anos 80 a espécie Azadirachta indica A. Juss se
destacou por apresentar resultados promissores contra diversas pragas, o que foi importante
para a retomada dos estudos de inseticidas botanicos e busca por novas moléculas (Suarez,
2015). A partir dai, a atividade inseticida vem sendo amplamente estudada em muitos
trabalhos (Baldin et al., 2020, Lucie et al., 2016, Garcia Gomez et al., 2018).

O género Trichilia pertencente a familia Meliaceae reline uma grande quantidade
de plantas com porte arbéreo ou arbustivo que vém se destacando por apresentarem
resultados eficientes contra as pragas. Podem ser encontradas nos neotropicos, do norte do
México até o norte da Argentina. Possui 81 espécies catalogadas até entdo na América
Tropical e esté presente em 23 estados brasileiros (Pennington, 2016).

Segundo Vieira et al. (2014), através de uma revisdo do perfil fitoquimico de
plantas do género Trichilia pode-se concluir que dos 334 compostos isolados até 2014,
87,7% pertencem a classe dos terpenos. Estudos recentes tém mostrado trabalhos
relevantes envolvendo plantas do género Trichilia que possuem alta atividade inseticida
(Liu et al., 2018) sendo de grande importancia para a agricultura moderna.

A atividade bioldgica e o estudo fitoquimico da espécie Trichilia ramalhoi tém sido
pouco explorados ndo havendo outros relatos de atividade inseticida, portanto, sendo
importante a ampliacdo dos estudos desta espécie ja que quando estudada obteve resultados
promissores. Visto 0s bons resultados da atividade inseticida do género Trichilia, se faz

importante a investigacdo desta atividade na Trichilia ramalhoi.
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2.MATERIAIS E METODOS

2.1. Procedimentos gerais experimentais

Para os experimentos de isolamento e purificagdo de substancias, foi utilizado o
método de coluna classica (CC) realizada em silica gel 60 (0,063-0,200 mm, Merck). A
cromatografia preparativa em camada fina (PTLC) foi realizada em silica gel 60 PF254
contendo gesso (Merck). Metanol (CH3OH - 99,8%), diclorometano (CH,CI; - 99,5%), n-
hexano (98,5%), acetona (99,5%) e acetato de etila (EtOAc - 99,5%) foram usados como
solventes de fase mével, adquiridos da Synth ( S&o Paulo, Brasil). Os experimentos de 1D
e 2D RMN foram realizados usando um espectrometro de 500 MHz Bruker Ascend 500,
operando a 500 MHz para *H RMN e 125 MHz para *C RMN. Foi usado solvente
deuterado, cloroférmio (CDCl3) contendo TMS (tetrametilsilano) como padréo interno.

2.2. Material Vegetal

Folhas e ramos da espécie Trichilia ramalhoi foi coletada na Reserva Natural Vale,
localizada na cidade de Linhares (latitude: 19°23'28" sul e longitude: 40°04'20" oeste)
situada no norte do estado do Espirito Santo, armazenadas em sacolas plasticas e levadas
para o laboratério de quimica dos produtos naturais da Universidade Estadual Norte

Fluminense Darcy Ribeiro para confec¢do dos extratos.

2.3. Extracéo e Isolamento

Posterior a coleta, as folhas de T. ramalhoi foram secas em temperatura ambiente
durante 10 dias, até que 0 peso permanecesse constante, em seguida as folhas foram
moidas em moinho de martelo (Tigre). O extrato bruto das folhas secas e moidas foi
macerado em um erlenmeyer de 5 litros utilizando o solvente metanol (LabSynth) (TR,
167, 0960 g) e particionado com solventes orgéanicos imisciveis em ordem crescente de
polaridade (CH,CI2, ACOEt e ButOH).

A particdo diclorometano (CH,Cl,) foi selecionada para dar continuidade aos
experimentos. Essa particdo foi submetida ao processo de cromatografia em coluna (CC),
com gradiente polar n-hexano: EtOAc, obtendo-se 7 fragdes (TR1 — TR7). A fracdo TR4
(9,5319 g) foi recomatrografada com gradiente polar n-hexano: EtOAc, obtendo-se 11
fragdes (TR4.1 — TR4.11).
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A fracdo TR4.6 foi recromatografada utilizando-se o mesmo gradiente polar
anterior obtendo-se 14 fragdes (TR4.6.1 — TR4.6.14). O mesmo processo foi realizado para
a fracdo TR4.6.10 o qual foi fracionado em 11 partes (TR4.6.10.1 — TR4.6.10.11) e a partir
da fracdo TR4.6.10.7 (18,9 mg) foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa e obteve-se a substancia Betulona (I). A fragdo TR4.6.13 foi submetida a
cromatografia em coluna CC) obtendo-se 7 fracbes (TR4.6.13.1 — TR4.6.13.7) e a partir da
fracdo TR4.6.13.6 (14,1 mg) obteve-se a substancia Itesmol (I1). Destas 7 fracfes obtidas,
a fracdo TR4.6.13.2 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna, obtendo-se 13
fragdes (TR4.6.13.2.10.1 — TR4.6.13.2.10.13) e a partir da fracdo TR4.6.13.2.10 (22,22
mg) obteve-se a substancia Felochina (111). Todos utilizaram gradiente polar n-hexano:
EtOAc. A fracdo TR3 (9,40 g) foi submetida ao processo de cromatografia em coluna com
gradiente polar n-hexano: EtOAc, obtendo-se 12 fragdes (TR3.1 — TR3.12).

A fracdo TR3.5 foi recomatrografada com gradiente polar n-hexano: EtOAc,
obtendo-se 10 fracbes (TR3.5.1 — TR3.5.10). Posteriormente a fragdo TR3.5.6 foi
submetida ao mesmo processo de separacdo e mesmo gradiente polar obtendo-se 7 fragdes
(TR3.5.6.1 — TR3.5.6.7) e obteve-se a partir da fracdo TR3.5.6.5 (64,6 mg) a substancia
Aliantusaltinina A em mistura (IVV) com Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (V). A
fracdo TR6 foi submetida ao processo de cromatografia em coluna com gradiente polar
CH,Cl,:MeOH e foram obtidas 11 fragbes (TR6.1 — TR6.11). A fracdo TR6.3 foi
recomatrografada com gradiente polar n-hexano: EtOAc obtendo-se 8 fracbes (TR6.3.1 —
TR6.3.8) e a partir da fracdo TR6.3.2 (5 mg) obteve-se a substancia Tetranoraldeido
Bourjotilona C (VI). A fracdo TR6.3.8 foi submetida a0 mesmo processo de separagéo
utilizando o mesmo gradiente polar e obteve-se 2 fracdes (TR6.3.8.1 — TR6.3.8.2). A
fracdo TR6.3.8.1 foi recomatrografada com gradiente polar n-hexano: EtOAc, obtendo-se 3
fracdes (TR6.3.8.1.1 — TR6.3.8.1.3). A fracdo TR6.3.8.1.3 foi recomatrografada com
gradiente polar n-hexano: EtOAc obtendo-se 6 fragfes (TR6.3.8.1.3.1 — TR6.3.8.1.3.7). A
partir da fragdo TR6.3.8.1.3.2 (40,2 mg) obteve-se a substancia Piscidinol A (V11).

2.4. Atividade Inseticida

A verificagdo da atividade inseticida do extrato alcoolico de T. ramalhoi foi
realizada no Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas do Setor de Entomologia e
Fitopatologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).
Nessa etapa foi utilizado larvas de segundo instar da traca-do-tomateiro Tuta absoluta

(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae). Os tratamentos utilizados foram: extrato metanolico
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de T. ramalhoi diluidos em &gua, nas concentragdes de 1, 3 e 5% + 0,01% de espalhante
adesivo (Adesil®, Nufarm do Brasil Ltda), o tratamento controle consistiu de agua +
0,01% de espalhante adesivo. Todos os tratamentos foram constituidos de 4 repeticdes

totalizando 16 unidades experimentais.

2.5. Atividade inseticida dos extratos de T. ramalhoi

Este experimento foi realizado para a construcéo de tabelas de vida bioldgica para a
T. absoluta. A construcao da tabela de vida seguiu a metodologia adaptada de Silva et al.,
(2021). No laboratério sob condi¢des controladas (25°C+1,0; 12E:12D; 75%UR) folhas de
tomate (variedade Santa Clara, isentas de inseticidas) recém colhidas foram
acondicionadas em potes (200 ml) contendo agua e tratadas com os extratos metanolicos
(nas concentracbes 1, 3 e 5%), e secas a sombra por 2 horas, em seguida foram
acomodadas no interior de gaiolas confeccionadas com garrafas Pet de 2 litros. Vinte
larvas de segundo instar de T. absoluta foram transferidas, com auxilio de um pincel, para
as folhas de tomate. Cada garrafa possuia uma abertura (10x15 cm), ap6s a acomodacao da
folha no interior da garrafa a abertura foi fechada com tecido tipo organza.

A mortalidade das larvas foi acompanhada diariamente até a transformacdo das
larvas em pupas. As pupas foram sexadas, pesadas, e acomodadas em Eppendorf (3 ml) e
tiveram seu desenvolvimento acompanhado até a fase adulta.

Os adultos que emergiram das pupas foram avaliados novamente para confirmacao
do sexo, a confirmacdo do sexo ocorreu pela observacdo da diferenga anatdmica entre os
abdomens de machos e fémeas. A medida que os adultos emergiam, um macho e uma
fémea da mesma idade, totalizando 10 casais/tratamento, foram transferidos para uma
gaiola de oviposicdo confeccionada com gaiola Pet (conforme acima). Em cada gaiola um
foliolo de tomate foi oferecido para oviposicdo. O nimero de ovos postos pelas fémeas foi
registrado diariamente e os foliolos substituidos na época. Os adultos foram alimentados
com solucéo de mel (10%).

2.6. Analise estatistica

Os dados de mortalidade larval, inviabilidade de pupas foram submetidos a anélise
de variancia (One-way ANOVA), e as medias foram comparadas pelo teste Tuckey (P
<0,05), o programa utilizado foi SigmaPlot versdao 12.1 (Systat SoftWare®). A tabela

biologica de fertilidade da traca-do-tomateiro foi construida com base em Southwood &
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Hendersen (2000) e Silva et al., (2021). Os parametros da tabela de vida foram calculados

de acordo com as formulas:

Taxa reprodutiva liquida (R0): Ro = Y.l,m,

Taxa intrinseca de crescimento natural (rm); rm = In(Ry)/T
Taxa finita de aumento (A, individuos / fémea / dia); A = e™
Tempo médio de geracédo (T); T = (Q.l,m,x)/Ro,

Tempo de duplicacdo de geragéo (Dt, dia).

Onde x ¢ a idade dos adultos em dia, Ix é a sobrevivéncia dos insetos até a idade x, e mx €
0 nmero de ovos produzidos na idade x. Os parametros da tabela de vida foram estimados
usando o procedimento Jack-Knife e analisados usando uma One-way ANOVA e as
diferengas entre os parametros foram comparadas usando o teste t de Student (SAS
Institute 2000) de acordo com procedimento estatistico desenvolvido por Maia et al.,
(2000). Os dados de mortalidade e tabela de vida se ajustaram a homogeneidade de

variancia e normalidade dos erros, portanto ndo foi necessario transformar os dados.
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3. RESULTADOS
3.1. Elucidacéo de Substancias

Ao todo foram isolados seis triterpenos do extrato metandlico de folhas de Trichilia
ramalhoi a partir da particdo diclometano, sendo eles: Betulona (1), Itesmol (1), Felochina
(111), Aliantusaltinina A (IV) em mistura com Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (V),
Tetranoiraldeido bourjotilona C (V1), Piscidinol A (V1) e o esteroide Itesmol (I1) (Figura
1 e Anexo 1), na identificacdo desses compostos utilizou-se dados espectrais de RMN (1D

e 2D) e comparados com os dados descritos na literatura.

Q) (1 (111)

Figura 1. Compostos isolados de extrato metandlico de folhas de Trichilia ramalhoi a
partir da particdo diclometano; seis triterpenos [I-Betulona, Ill-Felochina, [V-
Aliantusaltinina A em mistura com Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (V), VI-

tetranoiraldeido bourjotilona C, VI1I-Piscidinol A] e um esteroide [II-Itesmol].
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Os triterpenos 111, 1V, V, VI e VII s&o do tipo tirucalano e o triterpeno | do tipo
pentaciclico e a substancia Il € um esteroide.

Todos os compostos isolados sdo conhecidos e foram identificados por comparacao
de seus dados espectroscépicos com a literatura: I (Ollenikov et al., 2017), | (Zanno et al.,
1973), 1l (Zhang et al., 2019), IV e V (Zhou et al., 2011), VI (Mcchesney et al., 1997) e
VIl (Nunomora et al., 2012).

3.2. Acdo inseticida

A sobrevivéncia das de T. absoluta foi significativamente afetada pelas diferentes
concentragdes do extrato de T. ramalhoi (F(12= 32,42; P<0,001). As maiores mortalidades
ocorreram nas concentracfes 3 (65,0+2,04) e 5% (57,5£2,50) e a menor mortalidade
ocorreu na concentracdo 1% (33,75+6,25), sendo que essa ndo diferenciou do tratamento
controle (20,0+£2,04) (Figura 2).
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Figura 2. Mortalidade (média + EP) de larvas de T. absoluta submetidas a extratos de T.
ramalhoi nas concentragdes de 1, 3 e 5%.Médias seguidas por mesma letra sdo iguais entre
si pelo teste Tukey (P<0,05).
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A viabilidade de pupas foi afetada pelos extratos de T. ramalhoi (F12= 3,60;
P=0,046), a menor viabilidade ocorreu na concentracdo de 5% (74,37+9,15), ja as
concentracdes de 1 (93,25+4,17) e 3% (96,42+3,57) ndo diferiram do tratamento controle
(97,00£3,00) (Figura 3). A mortalidade total de imaturos de T. absoluta foi
significativamente (F12= 21,41; P=<0,001) afetada pelas concentragbes dos extratos de
T. ramalhoi, a mortalidade variou de 37,50-68,75. A mortalidade aumentou em funcédo das
concentracdes dos extratos, porém a mortalidade ocorrida na concentracdo 1% nao diferiu
do tratamento controle. Assim, a cada 100 lavas de T. absoluta que foi exposta aos extratos
na concentragdo 3 e 5%, apenas 31,20 e 33,75 chegam a se transformarem em adultos,

enquanto no tratamento controle esse percentual foi de 77,50% (Figura 4).
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Figura 3. Viabilidade (média + EP) de pupas de T. absoluta originadas de larvas
submetidas a extratos de T. ramalhoi nas concentracfes de 1, 3 e 5%. Médias seguidas por
mesma letra sdo iguais entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 4. Mortalidade (média + EP) de imaturos (larva + pupa) de T. absoluta submetidas a
extratos de T. ramalhoi nas concentracGes de 1, 3 e 5%. Médias seguidas por mesma letra
sdo iguais entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Os fatores de desenvolvimento de T. absoluta como periodo larval (F 136= 0,728;
P= 0,537) e pupal (Fz2s= 1,31; P= 0,294), tempo de desenvolvimento de imaturos
(F@136= 1,59; P=0,194) e longevidade das fémeas (F(136= 1,38; P= 0,250) ndo foram
significativamente afetados pelas extratos de T. ramalhoi nas concentracGes de 1, 3 e 5%
(Tabela 1). O periodo larval foi uniforme, variou de 8,17-8,48 dias, 0 mesmo ocorreu com
o periodo pupal (6,14-6,58 dias) e com o tempo de desenvolvimento de imaturos (14,40-
15,00 dias), ja a longevidade das fémeas foi desuniforme com a menor longevidade para
fémeas expostas a T. ramalhoi na concentracdo de 1% (10,60 dias) e a maior longevidade
na concentracao de 5% (21,78 dias) (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias do periodo larval e pupal, tempo de desenvolvimento de imaturo e
longevidade de fémeas de T. absoluta expostas a extratos metandlico de T. ramalhoi

T Periodo larval Periodo pupal Tempo_ de Longevidade de fémeas
ratamentos (dias) (dias) desenvolvimento (dias)
de imaturo (dias)
Controle 8,31+0,17 6,14+0,15 14,4540,23 15,83+2,71
T.ramalhoi 1%  8,17+0,13 6,24+0,21 14,4040,23 10,60+1,72
T. ramalhoi 3%  8,48+0,17 6,20+0,20 14,68+0,26 17,11+13,98
T. ramalhoi 5%  8,42+0,14 6,58+0,13 15,00+0,18 21,78+3,37

O peso das pupas (F,133= 1,90; P= 0,132) e o periodo de oviposi¢do das fémeas
(F@25= 0,825; P= 0,492) de T. absoluta ndo foram afetadas pelos os extratos de T.
ramalhoi. O peso das pupas variou de 2,86 a 3,25 mg, ja o periodo de oviposicao variou de
7,56 a 11,33 dias. No entanto, a fecundidade diaria (F25= 4,88; P= 0,008) e fecundidade
total (Fs25= 5,24; P= 0,006) foram afetadas pelos extratos de T. ramalhoi, a menor
fecundidade diaria e total ocorreu em adultos originados de larvas que desenvolveram em
folhas tratadas por extratos nas concentragdes 3 e 5%, ja na concentracdo 1% as

fecundidades ndo diferiram do tratamento controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias (xEP) do peso de pupas, periodo de oviposicdo e fecundidade de T.

absoluta expostas a extratos alcodlicos de T. ramalhoi

Tratamentos

Peso de pupa

Periodo de oviposi¢édo

Fecundidade

(mQ) (dias) Diaria Total
Controle 3,1340,09 10,39+2,15 9,03+2,96a  93,82+13,60a
T.ramalhoi 1%  3,11+0,08 8,80+1,46 8,03+2,12a  70,66+14,69a
T.ramalhoi 3%  3,25+0,16 7,56+1,88 3,50£0,92b  26,46+12,58b
T. ramalhoi 5% 2,86+0,10 11,33+2,20 3,22+0,82b  36,48+11,55b

Médias seguidas por mesma letra sdo iguais entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Os menores valores da taxa reprodutiva liquida (RO) e da intrinseca de crescimento

natural (r) ocorreram em insetos expostos aos extratos nas concentracdes 3% e 5%, de

forma que houve uma reducéo nos valores de RO na ordem de 7,17 e 6,13 e reducéo de 2,0

e 2,28 nos valores de ry,, em relagdo ao tratamento controle. O maior intervalo médio de

geracdo ocorreu na concentracdo 5% (23,25+0.41), porém nédo diferiu do tratamento

controle. As menores taxas finitas de aumento populacional (L) ocorreram nas
concentracdes 3% (1,08) e 5% (1,07) (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros (média +EP) da tabela de vida bioldgica de T. absoluta expostas as

concentracdes 1, 3 e 5% de T. ramalhoi

Tratamento RO IMG TD A

Controle 32,15+4,17a 21,00+1,06ab  0,16£0,01a 4,15+0,32  1,18+0,01a
T.ramalhoi 1% 18,56+4,13a  20,02+0,67b  0,14+0,01a 4,67+0,48  1,16%0,02a
T.ramalhoi 3%  4,48+2,07b  19,88+0,26b  0,08+0,03b 6,54+4,91  1,08+0,03b
T.ramalhoi 5%  5,24+1,73b  23,25+0,41a  0,07+0,01b  8,87+2,34  1,07+0,02b

Para RO, IMG, rm, TD e A; médias seguidas por mesma letra sdo iguais entre si pelo teste
t de Student (P<0.05).
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4. DISCUSSAO

A espécie Trichilia ramalhoi foi estudada pela primeira vez por (Ambrozin et al.,
2004). Neste trabalho, trés substancias foram isoladas dos galhos: mistura de B-sitosterol e
estigmasterol (esteroides), lupeol e lupenona, estas duas ultimas pertencentes a classe de
triterpenos pentaciclicos. A substancia lupeol apresentou atividade contra o Tripanossoma
cruzi.

O trabalho mais recente envolvendo a espécie foi conduzido por Gomes et al.
(2020). Neste trabalho, foram isoladas 7 substancias de extratos metandlicos de caules e
folhas, sendo elas: metil 5-O-cafeoilquinato, apocinina C, uma mistura de dois
estereoisdOmeros de cinconains la e Ib e alguns compostos previamente identificados nesta
espécie: B-sitosterol, estigmasterol e lupeol. Os extratos de T. ramalhoi foram submetidos a
avaliacdo biologica e mostrou eficiente acdo antioxidante, antinociceptivo e anti-
inflamatoria.

Neste presente trabalho foram isoladas seis triterpenos e um esteroide do extrato
metandlico de folhas de Trichilia ramalhoi e esse extrato foi submetido a testes de
atividade inseticida, realizado pela primeira vez com essa espécie. Todas foram
encontradas pela primeira vez na espécie T. ramalhoi e a Felochina pela primeira no
género Trichilia. As substancias tirucalano-7,22,24-trien-3-ona (V) e tetranoraldeido
bourjotilona ¢ (VI), apesar de terem estrutura conhecida, s6 foram relatadas como
derivados sintéticos na literatura. E a primeira vez que elas sdo isoladas como produto
natural.

Esta € a primeira vez que um estudo descreve a reducdo da taxa de fertilidade da
Tuta absoluta quando tratada com extrato metandlico da espécie Trichilia ramalhoi, que
apresentou efeito de antibiose sobre a Tuta absoluta. Este efeito ocorre quando substancias
presentes na constituicdo quimica da planta hospedeira agem alterando o metabolismo do
inseto predador causando mortalidade na fase juvenil ou durante a transformacdo para
adulto, reducdo de tamanho, peso, longevidade e fecundidade dos insetos (Castiglioni,
2000).

Plantas da familia Meliaceae (familia da espécie Trichilia ramalhoi) sao
caracterizadas por produzirem limonoides, pertencente ao grupo dos triterpenos que tem
demonstrado um alto potencial inseticida (Fang et. al 2011). Apesar desta caracteristica,
segundo levantamento feito por (Xie et. al 1994), extratos de madeira e casca da Trichilia
hirta e Trichilia glaba foram inibidores eficientes de crescimento e de efeito antialimentar

dos insetos Peridroma saucia e Spodoptera litura mesmo ndo havendo encontrado
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limonoides nessas frages. Segundo 0 mesmo autor, a defesa quimica da planta depende de
misturas de compostos. Os extratos vegetais brutos sdo frequentemente mais bioativos em
relacdo a uma substancia isolada e purificada. Este fendmeno € bem exemplificado pelos
inseticidas do nim. Os inseticidas comerciais do nim sdo derivados das sementes desta
arvore, da qual mais de 100 compostos triterpenoides foram isolados e caracterizados.
(Isman et al., 1996). No presente trabalho, o estudo fitoquimico do extrato
metanolico/diclometano de folhas da espécie Trichilia ramalhoi identificou 7 substancias,
dentre elas 6 pertencentes ao grupo dos triterpenos e 1 ao grupo dos esteroides. Também
ndo foi encontrado limonoides, mas o extrato metandlico de folhas de Trichilia ramalhoi
na concentragdo de 3 e 5 % apresentaram diminuigao significativa na taxa de fertilidade da
Tuta absoluta quando comparada ao tratamento controle (tabela 2).

Além de diminuir a taxa de fertilidade, o uso do extrato metanolico de Trichilia ramalhoi
nas concentragdes a 3% e 5% aumentou a mortalidade de larvas e a mortalidade de
imaturos de Tuta absoluta quando comparadas aos demais tratamentos (Figura 1 e 2). A
viabilidade das pupas também diminuiu no tratamento que usou extrato metandélico de
Trichilia ramalhoi nas maiores concentracdo (Figura 3). Esses resultados corroboram com
estudos que investigam atividades inseticidas do género Trichilia. Gongalves-Gervasio &
Vendramim (2004) avaliaram o modo de acdo dos extratos aquoso e cloroférmico da
espécie Trichilia pallida sobre a Tuta absoluta. O extrato aquoso de T. pallida na
concentracdo de 5% alongou o periodo larval da T. absoluta em relacdo ao controle (agua),
quando aplicado de forma sistémica (no solo) e quando aplicado de forma translaminar,
diminuindo a viabilidade das pupas. Cunha et al., 2005 selecionou entre extrato de folhas e
ramos de Trichilia pallida, a primeira como a mais promissora para se trabalhar com
atividade inseticida sobre Tuta absoluta. A fracdo diclorometano de folhas de T. pallida,
foi particionada e as fracbes metanol e acetato a 0,15 % de concentracdo foram
consideradas as mais promissoras como fonte de substancia com atividade inseticida sobre
a Tuta absoluta, causando mortalidade de lagartas. J& no trabalho de Cunha et al, 2008, o
mesmo grupo de pesquisa isolaram substancias a partir do extrato diclometananico das
folhas da Trichilia pallida e concluiram que o triterpeno 24-metilenocicloarta-3p-ol, o
esteroide 24-metileno-3,22-diidroxicolesterol e o limonoide geduina, este ultimo isolado de
frutos de T. pallida, quando aplicados na concentragdo 0,1% sobre a Tuta absoluta,
alongaram a fase larval consequentemente reduzindo a sobrevivéncia das larvas, mas nao

afetaram a duracéo, a sobrevivéncia e 0 peso das pupas.
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No trabalho de Baldin et al. 2020, plantas pertencentes a familia Meliaceae e
Asteracea foram testadas quanto ao seu efeito inseticida e inibitorio de seus extratos sobre
a mosca-branca (Bremisia tabasi). Todos os extratos obtiveram resultados promissores: T.
casaretti, T. catigua, T. clausenii, T. elegans, M. glomerata, L. ericoides, L.
granmongolense e L. salicifolia, causando efeito de deterréncia na ovoposi¢cdo, com
excecdo do extrato etanolico de T. pallida e extrato hexanico de M. azedarach. Segundo
Lucie et al. 2016 extratos de acetato de etila e hexanico de cascas da espécie Trichilia
gilgiana apresentou resultados promissores quando testada contra o inseto Sitophilus
zeamalis. Através do método de cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massa,
foi possivel identificar 5 substancias: acido tiocianico, metanotioamida, N, N-dimetil.
Acido tiocianico e metanotioamida, N, N-dimetil fazem parte dos glucosinolatos e sdo
conhecidos por seu envolvimento no sistema de defesa da fabrica contra agressdes

externas.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados, evidencia-se a importancia de estudos
mais aprofundados de plantas pertencentes a familia Meliaceae como potenciais plantas
inseticidas. Neste estudo todas as substancias que foram encontradas sdo inéditas para a
espécie, de acordo com a literatura. A substancia Il além de inédita para a espécie T.
ramalhoi é também inédita para o género Trichilia. E as substancias V e VI foram isoladas
pela primeira vez como produto natural. No experimento da atividade inseticida, a
concentracdo de 5% do extrato metandlico de T. ramalhoi afetou a biologia da Tuta
absoluta, aumentando a mortalidade de imaturos (larvas + pupas), diminuindo a fertilidade

diaria e total do inseto e a viabilidade das pupas.
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Anexo |. Descricdo molecular das substancias isoladas de extrato metanolico de folhas de
Trichilia ramalhoi a partir da particdo diclometano; seis triterpenos (betulona, felochina,
aliantusaltinina A, tirucalano, tetranoiraldeido bourjotilona C, piscidinol A) e um esteroide
(itesmol).

Betulona (1). CagHag0,. Espectro *C RMN (CDCls, &, ppm): 218.8 (C-30), 47,35 (C-4),
47,35 (C-4), 40,86 (C-8), 36,87 (C-10), 42,77 (C-14), 56,89 (C-17), 150,40 (C-20), 54,95
(C-5), 49,83 (C-9), 37,54 (C-13), 48,84 (C-18), 47,97 (C-19), 39,60 (C-1), 34,14 (C-2),
19,65 (C-6), 37,51 (C-7), 21,48 (C-11), 25,20 (C-12), 27,02 (C-15), 29,72 (C-16), 29,11
(C-21), 33,96 (C-22), 60,54 (C-28), 109,77 (C-29), 26,62 (C-23), 21,35 (C-24), 15,88 (C-
25), 15,76 (C-26), 14,62 (C-27), 19,14 (C-30).

Felochina (I11). CsHs,04. Espectro *C RMN (CDCls, 8, ppm): 217,0 (C-3), 47,9 (C-4),
145,9 (C-8), 51,2 (C-13), 43,5 (C-14), 79,8 (C-25), 52,3 (C-5), 117,9 (C-7), 48,9 (C-9),
53,8 (C-17), 30,7 (C-20), 68,7 (C-23), 76,3 (C-24), 38,5 (C-1), 34,9 (C-2), 24,4 (C-26),
18,3 (C-11), 33,8 (C-12), 34,0 (C-15), 28,5 (C-16), 39,8 (C-22), 22,0 (C-18), 12,8 (C-19),
18,9 (C-21), 21,5 (C-26), 21,6 (C-27), 24,5 (C-28), 21,6 (C-29), 27,4 (C-30).
Aliantusaltinina A (IV). CsoHasO. Espectro *C RMN (CDCls, 8, ppm): 217,04 (C-3),
47,89 (C-4), 145,94 (C-8), 37,49 (C-10), 43,0 (C-13), 51,61 (C-14), 142,21 (C-25), 52,54
(C-5), 118,43 (C-7), 48,51 (C-9), 53,10 (C-17), 36,69 (C-20), 130,06 (C-24), 38,54 (C-1),
34,94 (C-2), 24,37 (C-6), 18,23 (C-11), 33,48 (C-12), 34,08 (C-15), 28,21 (C-16), 39,51
(C-21), 114,07 (C-22), 22,04 (C-18), 12,83 (C-19), 20,9 (C-21), 18,75 (C-27), 24,5 (C-28),
21,7 (C-29), 27,41 (C-30).

Tirucalano — 7,22,24 — trien — 3 — ona (V). CsoHa6O. Espectro *C RMN (CDCls, 8, ppm):
217,03 (C-3), 47,89 (C-4), 145,94 (C-8), 37,49 (C-10), 43,0 (C-13), 47,89 (C-14), 132 (C-
25), 52,54 (C-5), 118,43 (C-7), 48,51 (C-9), 53,10 (C-17), 40,54 (C-20), 138,55 (C-23),
124,39 (C-24), 38,54 (C-1), 34,94 (C-2), 24,37 (C-6), 18,26 (C-11), 33,48 (C-12), 34,08
(C-15), 28,48 (C-16), 22,23 (C-18), 12,83 (C-19), 19,28 (C-21), 18,59 (C-26), 26,17 (C-
27), 24,5 (C-28), 21,7 (C-29), 27,41 (C-30).

Tetranoiraldeido bourjotilona C (V1). CysHa0O2, Espectro *C RMN (CDCls, 8, ppm):
216,74 (C-3), 47,86 (C-4), 145,57 (C-8), 35,02 (C-10), 43,88 (C-13), 51,28 (C-14), 52,27
(C-5), 118,03 (C-7), 47,85 (C-9), 52,80 (C-17), 32,35 (C-20), 203,51 (C-23), 38,53 (C-1),
34,90 (C-2), 24,22 (C-6), 18,22 (C-11), 33,50 (C-12), 34,98 (C-15), 28,38 (C-16), 50,92
(C-22), 22,07 (C-18), 12,64 (C-19), 19,71 (C-21), 24,86 (C-28), 21,27 (C-29), 27,47 (C-
30).

Piscidinol A (VII). HsOHsO,. Espectro **C RMN (CDCls, 8, ppm): 217,0 (C-3), 47,8 (C-
4), 145,8 (C-8), 35,2 (C-10), 43,6 (C-13), 51,2 (C-14), 74,4 (C-25), 52,3 (C-5), 118,0 (C-
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7), 48,4 (C-9), 53,8 (C-17), 33,7 (C-20), 69,7 (C-23), 74,9 (C-24), 38,5 (C-1), 34,9 (C-2),
24,5 (C-6), 18,3 (C-11), 33,8 (C-12), 34,0 (C-15), 28,4 (C-16), 40,5 (C-22), 22,0 (C-18),
12,8 (C-19), 18,9 (C-21), 26,2 (C-26), 27,4 (C-27), 24,5 (C-28), 21,6 (C-29), 27,5 (C-30).
Itesmol (I1). CasHa20,. Espectro 3C RMN (CDCls, 8, ppm): 140,8 (C-5), 36,5 (C-10), 42,3
(C-13), 71,8 (C-3), 121,6 (C-6), 31,9 (C-8), 50,1 (C-9), 56,3 (C-14), 53,0 (C-17), 42,5 (C-
20), 71,3 (C-22), 41,4 (C-24), 28,7 (C-25), 37,3 (C-1), 31,9 (C-2), 42,3 (C-4), 31,6 (C-7),
21,1 (C-11), 39,7 (C-12), 24,4 (C-15), 27,5 (C-16), 29,9 (C-23), 11,9 (C-18), 19,4 (C-19),
17,6 (C-21), 11,8 (C-26), 20,5 (C-27), 12,3 (C-28).



