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RESUMO

KRZYZANIAK, LM. 2015. Estudo quimico e atividade larvicida das flores de Tagetes patula L.
Dissertacdo de mestrado, Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Estadual de Maringa. 112 p.

Tagetes patula L. € comumente conhecida como cravo-francés, cravo-de-defunto ou botdes-
de-solteirdo. Na medicina popular suas flores e folhas tém sido utilizadas como antisséptica,
diurética, depurativa e repelente de insetos. O objetivo deste trabalho foi realizar o isolamento
e a identificagcdo estrutural de substancias presente na fracao semipurificada n-butanol, obtida
a partir do extrato das flores de T. patula. Concomitantemente, avaliou-se a atividade larvicida
das fracdes de polaridade crescente frente ao vetor Aedes aegypti. A partir do extrato bruto
acetbnico das flores de T. patula desengorduradas, obteve-se cinco fracdes semi-purificadas:
hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FAE), n-butanol (FB) e 4gua (FAQ). A
fracdo FB foi fracionada por meio da cromatografia de fase reversa de poliamida (CC),
obtendo-se 34 subfracdes, das quais foram submetidas a comatografia em contra-corrente de
alta velocidade (CCCAYV), das quais foram isoladas e identificadas por ressonancia magnética
nuclear (RMN) 1D (*H e *C) e CLAE/IES/MS os flavonoides: patuletina e patuletina-7-O-B-
glicosideo (patulitrina). O perfil do extrato bruto, FB e FAE foram determinado por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Nestas amostras foram identificados os picos
referentes as substancias patuletina e patulitrina mediante a adicdo dos padrdes e do
espectro de UV/DAD. A substancia majoritaria na FAE é a patuletina e na FB é a patulitrina.
Neste trabalho também foi desenvolvido um perfil da FB, por meio da eletroforese capilar
(EC), adicionando-se padrdes de patuletina e patulitrina para a identificacdo dos picos no
eletroferograma, sendo a patulitrina a substancia majoritaria. A analise por EC apresentou
algumas vantagens frente & CLAE, como: tempo de analise, quantidade de solventes utilizado
e ndo utilizar solventes organicos. Nos resultados da atividade larvicida a FAE foi a que
apresentou maior potencial para continuar os estudos frente A. aegypti.

Palavras Chave: Tagetes patula, métodos cromatograficos, eletroforese capilar, flavonoides,

Ressonancia Magnética Nuclear, dengue, Aedes aegypti.



ABSTRACT

KRZYZANIAK, LM 2015. Chemical study and larvicidal activity of Tagetes patula L. flowers.
Master degree, Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual de Maringa. 112 p.

Tagetes patula L. (Asteraceae) is traditionally known as “cravo-francés”, “cravo-de-defunto” or
“botdes-de-solteirdo”. Ethnomedicine the flowers and leaves have been used as an antiseptic,
diuretic, depurative, and insect repellent. The aim of this study was the isolation and structural
identification of compounds present in semipurified fraction of n-butanol (BF), obtained from
the extract of T. patula flowers. Also, it was evaluated the larvicidal activity of acetone extract
degreased (CE) and growing forward polarity fractions to the vector Aedes aegypti. From the
CE of flowers of T. patula, were obtained five semi-purified fractions: hexane (HF),
dichloromethane (DF), ethyl-acetate (EAF), n-butanol (BF), and water (AQF). The BF fraction
was fractionated by reverse phase chromatography polyamide, yielding 34 subfractions.
These subfractions were subjected to high-speed counter-current chromatography of which
were isolated and identified by nuclear magnetic resonance (NMR) 1D (*H and **C) the
flavonoids: patuletin and patuletin-7-O-B-glucoside (patulitrin). The profile of the CE, BF and
EAF were analyzed by high-performance liquid chromatography. The peaks were identified as
patuletin and patulitrin adding patterns and the UV spectrum/DAD. The majority compound in
the EAF is patuletin and in the BF is patulitrin. This work has also been developed a profile BF
by means of capillary electrophoresis, adding patterns patuletin and patulitrin, and it was
demonstrated patulitrin as being the majority compound. The capillary electrophoresis analysis
showed some advantages to high-performance liquid chromatography, as analysis time,
amount of solvents used, and not use organic solvents. The results of larvicidal activity EAF
showed the greatest potential to continue forward studies A. aegypti.

Keywords: Tagetes patula, chromatographic methods, capillary electrophoresis, flavonoids,
Nuclear Magnetic Resonance, dengue, Aedes aegypti.
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1 INTRODUGAO

A utilizacdo de espécies vegetais pelo homem para 0os mais diversos propositos é
realizada desde as primeiras civilizagdes (Calixto, 2005; David and David, 2010; Faizi et al.,
2011b; Montanari and Bolzani, 2001). Neste contexto, sempre prevaleceu uma estreita
relacdo entre o homem e as plantas, onde por meio de tentativa e erro o homem primitivo
adquiriu conhecimentos que foram utilizados para determinar quais plantas eram valiosas
como alimentos, medicamentos, e quais deveriam ser evitadas por serem venenosas ou
perigosas (David and David, 2010).

No periodo p6s Revolugdo Industrial, houve preferéncia mundial por medicamentos
sintéticos aliado ao aumento da capacidade produtiva, com a obten¢éo de formula¢cdes mais
puras e com menos efeito colateral, visto que havia dificuldade em controlar a qualidade dos
extratos vegetais (Toledo, 2002).

Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna, nas ultimas
décadas, pela crescente populacéo que busca uma maior diversidade de plantas no cuidado
da saude, o comércio de plantas tem sido estimulado (Maioli-Azevedo and Fonseca-Kruel,
2007). Estima-se que cerca de um quarto de todos os medicamentos modernos sejam
diretamente ou indiretamente derivados de plantas medicinais (Brasil, 2012).

A organizacdo mundial da saude (OMS) aponta que 65 a 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais como forma de tratamento nos
cuidados primérios de saude (Calixto, 2000, 2005; Silveira et al., 2008).

Entretanto, ainda faltam estudos sobre plantas medicinais. Dentre as 300 mil, apenas
em uma pequena porcentagem foi realizada a investigacado fitoquimica e esta, ainda é
menor nas fracdes que foram submetidas a triagem biolégica ou farmacoldgica (Hostettman
and Marston, 2007).

A maior parte da biodiversidade do mundo encontra-se na América Latina. O Brasil
possui aproximadamente 20 a 22% das plantas e microrganismos existentes no mundo. No
entanto, estima-se que apenas 25.000 espécies de plantas tem sido objeto de investigacéo
cientifica (Calixto, 2005). Sendo o Brasil detentor de uma flora bastante diversificada, a
realizacdo de estudos que validem as plantas como matérias-primas para producdo de
farmacos ou como o préprio medicamento € muito importante, constituindo uma alternativa
de menor custo para melhoria da qualidade de vida de toda comunidade (Martins et al.,
2006).

Dentre as plantas que requerem mais estudos encontra-se a Tagetes patula L.,
comumente conhecida como cravo-francés, cravo-de-defunto ou botbes-de-solteirdo
(Vasudevan et al., 1997). Na medicina popular suas flores tém sido empregadas como

antisséptica, diurética, depurativa do sangue e repelente de insetos. Suas folhas tém sido
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utilizadas em problemas renais e dores musculares e suas raizes e sementes sdo usadas
como purgativas (Chadha, 1976). Alguns estudos da composi¢cdo quimica de T. patula
apontam até o presente, que as flores e folhas sao ricas em terpenos (Dharmagadda et al.,
2005; Garg et al., 1999; Restello et al., 2009; Rondon et al., 2006), alcaloides (Faizi et al.,
2011a), tiofenos (Bano et al., 2002; Rajasekaran et al., 2004) e flavonoides (Karawya et al.,
1996; Piccaglia et al., 1998; Rao and Seshadri, 1941; Tarpo, 1969). Esta planta apresentou
as seguintes atividades em alguns estudos: anti-hipertensiva (Saleem et al., 2004), anti-
inflamatéria (Kasahara et al., 2002), hepatoprotetora (Vasilenko et al., 1990), inseticida
(Wells et al.,, 1993), nematicida (Buena et al., 2008; Chadha, 1976; Kyo et al., 1990),
larvicida (Dharmagadda et al., 2005; Rajasekaran et al., 2004), antibacteriana (Rondén et
al., 2006), antiviral (Anani et al., 2000) e antifungica (Faizi et al., 2008; Mares et al., 2004;
Romagnoli et al., 2005).

Portanto, diante do exposto, este trabalho teve por objetivo o isolamento e
identificacdo estrutural de substancias obtidas a partir de uma fracdo semi-purificada de
extrato das flores de T. patula, assim como avaliar a atividade larvicida frente ao agente

etiologico da dengue, Aedes aegypti, do extrato bruto e fracdes semi-purificadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS GERAIS

2.1.1 Familia Asteraceae

Asteraceae é uma das familias mais antigas das plantas superiores (Langer and Hill,
1991). Este grupo representa cerca de 10% da flora mundial, apresentando o maior numero
de espécies, aproximadamente 23.000, as quais sdo organizados em 3 subfamilias, 17
tribos e 1.535 géneros (Bremer, 1994). No Brasil encontra-se aproximadamente 3000
espécies e 300 géneros (Souza and Lorenzi, 2005).

A familia Asteraceae é mais dominante nos tipos de vegetacado aridas, semi-aridas e
montanhosas, mas esta ausente ou pobremente representadas nas florestas tropicais (Hind,
1993).

Essa familia apresenta-se raramente em arvores, sdo encontradas principalmente
como ervas perenes e subarbustos (Heywood, 1993). Flores sempre sdo agrupadas em
inflorescéncia do tipo capitulo, apresentam simetria radial ou zigomorfas até bilabiadas, sédo
hermafroditas ou de sexo separado, podendo estar na mesma inflorescéncia ou em plantas
didicas. As flores sdo pentameras, com célice profundamente modificado em papilho (piloso
ou espinhoso). Ovario sempre infero, bicarpelar, unilocular, com um évulo ereto. Estilete
frequentemente com um anel de pelos abaixo da bifurcagéo. Fruto seco indeiscente, tipo
aquénio. As folhas sdo muito variadas, inteiras ou fendidas, de disposicdo oposta ou
alternada, podem ser latescentes ou n&o (Joly, 1998).

Nesta familia, as classes de moléculas mais estudadas s&@o os terpenoides e 0s
compostos fendlicos, devido apresentarem um grande potencial farmacolégico (Chagas,
2010). Entre os compostos fendlicos, realizou-se o isolamento de flavonoides, considerados
importantes marcadores taxonémicos (Emerenciano et al., 2001).

A familia Asteraceae apresenta grande importancia econémica, sdo cultivadas como
ornamentais, comestiveis, medicinais, inseticidas e apicolas (Beretta et al., 2008). A maioria
destas plantas sdo polinizadas pelos insetos, como abelhas e borboletas, podendo ainda

ocorrer a polinizacéo pelo vento e beija-flores (Lane, 1996).

2.1.2 Género Tagetes

O género Tagetes apresenta aproximadamente 30 espécies na América do sul e
Oriente (Xu et al., 2012). Uma grande variedade das espécies de Tagetes é cultivada em
todo mundo, sendo as espécies mais comuns a T. minuta L.,T. erecta L., T. patula e T.

tenuifolia Cav (Priyanka et al., 2013; Vasudevan et al., 1997).
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As plantas deste género sdo robustas, assim podem ser plantadas em locais
ensolarados ou com intensidade média de sol. As espécies de Tagetes podem se propagar
por sementes, sendo que as flores das plantas aparecem 45 dias apds a semeadura. Estas
flores apresentam diferentes cores, sendo as mais comuns amarelas e laranja (Priyanka et
al., 2013).

As espécies do género Tagetes sdo também muito utilizadas para fins ornamentais e
nos paises orientais as flores também s&o utilizadas para eventos religiosos e sociais. Além
disto, as espécies de Tagetes apresentam um forte odor pungente e séo utilizadas nas
formulacdes de cosméticos (Priyanka et al., 2013; Vasudevan et al., 1997). Os pigmentos de
flores também estédo sendo utilizados como corante naturais de alimentos, bebidas e racoes,
sendo os flavonoides e os carotenoides as principais classes de pigmentos presentes neste
género (Vasudevan et al., 1997).

No género Tagetes foram identificados aproximadamente 126 metabdlitos
secundarios como derivados fendlicos, fenilpropanoides, derivados de tiofeno, derivados
benzofurano, triterpenoides, esteroides, alcaloides, flavonoides e carotenoides. Sendo que
os flavonoides séo os principais componentes dentro do género Tagetes, e pode apresentar
um significado nas interpretacfes quimiossistematica. Neste grupo ja foram identificados
cerca de 49 flavonoides, na forma livre ou glicosideo (Xu et al., 2012).

As espécies de Tagetes produzem uma substancia denominada o-tertienil, que pode
apresentar atividade nematicida, inseticida, antifingica, antiviral e antibacteriana (Priyanka
et al., 2013). Além destas atividades, as plantas deste género apresentam atividades:
antioxidante (Gutiérrez et al., 2006; Li et al., 2007; Parejo et al., 2005), antinociceptiva, anti-
inflamatoria (Kasahara et al., 2002; Shinde et al., 2009), hepatoprotetora (Vasilenko et al.,
1990), anti-hipertensiva (Saleem et al., 2004) e efeitos anticancerigenos (Block et al., 1992).
As plantas deste género também sdo muito eficientes no tratamento de inflamacao de pele
(Priyanka et al., 2013).

Wells et al. (1993) realizaram um estudo inseticida com as substancias volateis das
flores, folhas e raizes das plantas T. erecta, T. patula e T. minuta sobre Aedes aegypti e
Anopheles stephensi. No estudo verificou-se que as espécies que apresentaram melhor
atividade inseticida foram a T. patula e T. erecta. Em relacdo as partes das plantas testadas,
as flores apresentaram melhor atividade inseticida. Conclui-se que os 0Oleos volateis sdo
altamente eficazes em relacéo as larvas e mosquitos adultos.

Deineka et al. (2007) investigaram a acumulacdo de xantofila de flores de trés
espécies: T. erecta, T. patula e T. tenuifolia. Utilizou-se a espectrometria para determinar o
contetdo de xantofila nas pétalas e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase

reversa para determinar a composicdo de diésteres de luteina e antocianinas em cada
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espécie. Conclui-se que mais de 90% de xantofilas em flores séo retidas durante a secagem
e o conteudo de diésteres de luteina no material seco pode ser superior a 15 mg/g.

Marotti et al. (2010) investigaram a producédo de tiofenos das raizes, brotos e flores
das espécies T. patula, T. erecta, T. filifolia, T. lucida, T. minuta , T. patula e T. tenuifolia. As
raizes apresentaram maior diversidade e conteudo de tiofenos (de 64 a 100% da quantidade
total de tiofeno), e os principais componentes foram: 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2'-bitienil
(BBTOAC), 2,2":5',2"-tertienil (a-Tertienil) e 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2'-bitienil (BBTOH), sendo
que a T. lucida e T. tenuifolia apresentaram as maiores quantidades de tiofenos totais. Em
estudo realizado pelo mesmo grupo com as mesmas espécies de Tagetes a andlise da
constituicdo dos 6leos essenciais das flores e folhas foi realizada por meio da cromatografia
em fase gasosa (CG) e cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM). Nos resultados os autores observaram que as folhas séo ricas em
conteudo de oleos essenciais, enquanto as flores e folhas de cada espécie mostraram
composicdes de Oleo qualitativos muito semelhantes. As espécies T. erecta, T. minuta, T.
patula e T. tenuifolia apresentam o mesmo conjunto de componentes dihidrotagetona,
tagetonas, ocimenonas e piperitona, sendo os mais abundantes a piperitona, (E)-tagetona,

terpinolena e (E)-ocimenona (Marotti et al., 2004).

2.1.3 Tagetes patula L.

T. patula, popularmente conhecida como cravo-francés, cravo-de-defunto ou botbes-
de-solteirdo, tem origem no México. Foi introduzida em varias regifes, incluindo o Brasil,
onde se aclimatou perfeitamente, tornando-se subespontanea (Vasudevan et al., 1997)
(Figura 1).

Figura 1 - Flores de T. patula cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Universidade
Estadual de Londrina. Fonte: Adaptado de Munhoz (2013).
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T. patula é uma planta herbacea anual, possui caule baixo, de 20-30 cm de altura,
com folhagem com cheiro caracteristico e coloragdo verde escura. Suas flores sdo dispostas
em capitulos (simples ou dobrados). Estas podem apresentar em trés tonalidades: amarelo,
alaranjado e marrom-avermelhado (Lorenzi and Souza, 1995).

De acordo com Vasudevan et al. (1997), a T. patula é comercializada livremente nas
feiras populares e em floriculturas, devido ser muito utilizada como ornamento de jardins e
floreiras.

T. patula é uma espécie de planta de pleno sol e grande resisténcia, com a
possibilidade de ser cultivada em regides tropicais durante o periodo do verdo (Lorenzi and
Souza, 1995).

Na medicina popular suas folhas tém sido utilizadas em problemas renais e dores
musculares e suas raizes e sementes sdo usadas como purgativas. Suas flores tém sido
empregadas como antisséptica, diurética, depurativa do sangue e repelente de insetos
(Chadha, 1976).

2.1.3.1 Composicao quimica

Piccaglia et al. (1998) identificaram mediante CLAE combinada com um detector por
arranjo de diodos (DAD) a presenca de luteina e teor de 4cido graxo de luteina nas pétalas
e dos calices das espécies T. patula e T. erecta. No perfil da cromatografia apresentou a
luteina e oito ésteres de luteina, sendo os mais abundantes o dimiristato, miristato palmitato
e dipalmitato-estearato. Garg et al. (1999) identificaram mediante CG/EM as substancias
dipalmitato de luteina, além dos flavonoides patuletina, patulitrina e 2-metil-6-metileno-2,7-
octadieno 1-O-B-D-glucopiranosideo, um monoterpenoglicosidio aciclico.

Além da patuletina (1) e patulitrina (2) nas flores desta espécie, foi relatada a
presenca dos flavonoides: canferol (3) e quercetina (4) (lvancheva and Zdravkova, 1993),
guercetagetina-5-metil-éter (5), luteolina (6), quercetagetatina (7), quercetagetrina (8)
(Bhardwaj et al., 1980) e rutina (9) (Faizi et al., 2011a) (Figura 2).
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Figura 2 — Flavonoides isolados e identificados em flores de T. patula..
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Rajasekaran et al. (2004) realizaram um estudo com a raiz de T. patula para verificar
a producao de tiofeno. A analise de tiofeno foi realizada mediante os métodos de deteccao
de ionizagdo de chama e CG/EM. Como resultado, indicou a presenca de varios tiofenos
estruturalmente diferentes, predominantemente o a-tertienil.

Andlise do 6leo essencial extraido dos capitulos da T. patula foi realizada utilizando
CG e CG/EM. Foram identificados trinta compostos, sendo 0s principais: piperitona
(24,74%), piperitenona (22,93%), terpinoleno (7,8%), dihidrotagetona (4,91%), cis-tagetona
(4,62%), limoneno (4,52%) e allo-ocimeno, (3,66%) (Romagnoli et al., 2005). Outro estudo
utilizando as partes aéreas de T. patula analisou o 6leo essencial mediante CG/EM, e foram
identificados trinta componentes, sendo que o0s principais constituintes foram: piperitona,
trans-B-ocimeno, terpinoleno e B-cariofileno (Rondoén et al., 2006). Restello et al. (2009)
também realizou a caracterizacdo quimica do 6éleo essencial presente nas folhas e caules de
T. patula. Assim identificou as substéncias: limoneno (37,05%), terpinoleno (32,61%),
piperitona (14,40%), edfitadieno (5,91%), sabineno (2,88%), trans-ocimeno (2,02%), [-
cariofileno (1,98%), farnesol (1,84%) e a-pineno (1,30%).

Hassanpouraghdam et al. (2011) identificaram quarenta constituintes no Oleo da
semente de T. patula mediante CG/EM. As principais subclasses encontradas foram os
hidrocarbonetos  sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados e  hidrocarbonetos
monoterpenos, sendo 0s principais constituintes do 6leo volétil foram (E)-cariofileno, oxido
de cariofileno, germacreno D, (Z)-B-ocimeno e limoneno.

O nosso grupo de pesquisa, realizou um estudo para o desenvolvimento de
parametros farmacogndsticos das flores de T. patula. No ensaio por hidro-destilacdo
encontraram o rendimento do 6leo essencial das flores de 0,15%. Através de testes
colorimétricos detectaram a presenca de flavonoides, taninos e fendlicos simples. Ainda, foi
identificada a quercetina mediante aos métodos de cromatografia de camada delgada (CCD)
e CLAE (Munhoz et al., 2012). Outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa
realizou a otimizacdo do processo extrativo das flores de T. patula com base no contetudo de
flavonoides totais mediante ao planejamento experimental de misturas (Figura 3). Foi

utilizado um planejamento simplex-centroide, com 2q ™

, para 3 componentes com cinco
repeticbes no ponto central, as solu¢des extratoras foram: (x1) acetona; (x2) etanol, e (x3)
agua. Na preparacdo dos extratos, as flores foram submetidas a extracdo em turbo-extrator,
na proporcao de 2,5% (m/v). Este estudo demonstrou com base no contetdo de flavonoides
gque o solvente puro acetona é o melhor liquido extrator. Verificou-se também que o extrato
acetbnico apresentou uma maior capacidade antioxidante, sugerindo assim que a

guantidade de flavonoides pode estar diretamente relacionada (Munhoz, 2013).
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Acetona 1 4 2 Etanol

Figura 3 - Representacdo esquematica do planejamento simplex-centroide para o sistema
ternario. Fonte: Munhoz (2013).

Faizi et al. (2011a) também identificaram os &cidos graxos, ésteres metilicos e
tiofenos (tertienil) da fracdo éter de petrdleo das flores amarelas de T. patula. No extrato
metandlico identificaram os fendlicos patuletina, patulitrina, quercetina, rutina, &cido
benzébico, &cido 4-hidroxibenzoico, &cido metil 3,4-dihidroxibenzoato, &cido gélico (4cido

3,4,5-trihidroxibenzoico) e &cido 4-metoxibenzoico.

2.1.3.2 Atividade fisioldgica e farmacolégicada  T. patula

Um estudo da acgdo anti-inflamatéria em camundongos e ratos realizado por
Kasahara et al., (2002) verificou que o extrato metandlico das flores de T. patula inibiu a
inflamacdo aguda e crénica em camundongos. Este extrato suprimiu significativamente o
edema de pata induzida por a-carragenina em camundongos. Além disto, observou a
supressdo do aumento da permeabilidade vascular por meio de acido acético na inflamacéao
aguda, indicando que atua principalmente na fase exsudativa da inflamacao. Na inflamacéo
cronica nao inibiu a proliferacédo de tecido de granulagéo.

Saleem et al., (2004) verificaram a atividade anti-hipertensiva e a toxicidade em ratos
das substancias isoladas do extrato metandlico da raiz de T. patula. Como resultado,
obteve-se que o &cido citrico e 4cido malico causaram 71 e 43% de queda da pressdo
arterial média nos ratos, nas doses de 15 e 30 mg/kg, respectivamente. Enquanto que o
cloridrato de pirimidina produziu aumento de 34% na pressdo média dos ratos na dose de

30 mg/kg. Em relacdo a toxicidade verificou-se que o acido citrico foi a substancia que
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apresentou maior toxidade, o qual o DLs, € DL,o, foi respectivamente 545 mg/kg e 1000
mg/kg.

Mares et al. (2004) investigaram a atividade antifungica do extrato metandlico obtido
a partir da planta T. patula frente aos microrganismos Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme
e Pythium ultimum. A atividade antifungica foi testada, tanto no escuro como no claro,
usando dois sistemas de iluminacdo diferentes. Os dados demonstraram que a atividade
antifiingica é dose dependente do extrato e existe diferenca entre o tratamento no claro e no
escuro. Os resultados indicam que a presenca de uma fonte luminosa aumenta a atividade
antifangica, com pequenas diferencas entre os raios UV-A e de espectro de luz solar. Ainda
verificou que o extrato de T. patula contribui para altera¢cées da membrana e conduz para o
envelhecimento prematuro do micélio do Pythium ultimum.

Romagnoli et al. (2005) verificaram que 6leo essencial dos capitulos da planta T.
patula apresenta uma boa atividade antifingica contra Botrytis cinerea e Penicillium
digitatum, proporcionando a inibicdo de crescimento completo com 10 e 1,25 pL/mL,
respectivamente. Este estudo também mostrou que os dois compostos majoritarios,
piperitona e piperitenona, apresentam eficacia atividade antifungica, além disto, observou-se
alteracdes ultraestruturais em micélio através de microscopia eletrdnica, evidenciando
grandes alteracdes na morfologia das hifas.

Dharmagadda et al. (2005) realizaram o estudo da atividade larvicida do 6leo
essencial de T. patula frente as larvas: Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex
guinquefaciatus. Foram testadas quatro concentracdes de 6leo essencial e os resultados
foram comparados com o de inseticida sintético malationa. O éleo essencial apresentou um
bom potencial larvicida, sendo que a melhor atividade foi observada frente a Ae. aegypti
(CLsg 13,57 ppm; CLgo 37,91 ppm), seguido por A. stephensi (CLsy 12,08 ppm; Clgy 57,62
ppm) e C. quinquefaciatus (CLsp 22,33 ppm; ClLg 71,89 ppm). Rajasekaran et al. (2004)
investigaram a atividade larvicida para os tiofenos das raizes de T. patula utilizando as
mesmas larvas dos mosquitos citadas anteriormente. Os autores verificaram que o tiofeno
apresenta atividade contra Ae. aegypti, A. stephensi e C. quinquefaciatus.

Um estudo realizado por Faizi et al. (2008) verificou a atividade antimicrobiana e
antifingica nos extratos da partes aéreas, raizes e sementes de T. patula, sendo que 0s
extratos das flores enriqguecidos com flavonoides apresentaram maior potencial
antimicrobiano. O flavonoide patuletina apresentou atividade antibacteriana frente a
Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. € Micrococcus luteus com a
concentracao inibitéria minima (CIM) 12,5 ug/disco. Outro estudo realizado por Ramya et al.
(2012) verificou atividade antimicrobiana do extrato etandlico de flores de T. patula frente a

S. aureus, S. epidermidis e Escherichia coli.
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Um estudo realizado com Oleo essencial das partes aéreas da planta T. patula
demonstrou forte atividade antibacteriana frente as bactérias Gram positivas e Gram
negativas no método difusdo em disco. A CIM para as bactérias foram: S. aureus (30
pug/mL), Enterococcus faecalis (30 pg/mL), E. coli (60 pg/mL), Klebsiella pneumoniae (90
pug/mL) e Pseudomonas aeruginosa (130 pg/mL) (Rondon et al., 2006).

Um estudo utilizando as folhas e o caule de T. patula investigou o efeito do 6leo
essencial sobre atratividade e/ou repeléncia e a atividade inseticida sobre Sitophilus
zeamais Motschulsky adultos. O S. zeamais é uma praga que ataca graos, contribuindo
assim para a diminuicdo da produtibilidade da safra. Neste estudo o 6leo essencial das
folhas e do caule foi eficaz no controle de S. zeamais adulto, apresentou um efeito repelente
e inseticida na concentracao de 10 L (Restello et al., 2009).

Buena et al. (2008) realizaram a atividade nematicida da T. patula frente os parasitas
Meloidogyne arenaria, M. javanica, M. incognita e M. hapla, consideradas pragas agricolas.
Destes quatro parasitas apenas o M. hapla apresentou resisténcia frente a T. patula.

Faizi et al. (2011a) realizaram um estudo de isolamento bioguiado dos extratos de
flores amarelas de T. patula sobre o Heterodera zeae. Na investigacao in vitro do extrato
metandlico e as fracdes levou ao isolamento de compostos fendlicos, como flavonoides e
acidos fendlicos. No estudo, os compostos obtidos comercialmente, a-tertienil, &cido gélico e
acido linoleico apresentaram mortalidade de 100% em concentracdes de 0,125% apds 24 h.
Avaliacdo da relagdo estrutura e atividade nematicida demonstrou que o aumento da
atividade dos &cidos fendlicos ocorre com a adicdo do numero de grupos hidroxilas. Nos
acidos graxos, a atividade nematicida depende do comprimento da cadeia e 0 numero e

posicdo das ligacdes duplas.

2.2 ASPECTOS QUIMICOS

2.2.1 Substancias fenolicas

Compostos fendlicos sdo metabodlitos secundarios que abrangem grandes
diversidades de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupamento hidroxila (Carvalho et al., 2010; Harborne, 1998).
Estas substancias estdo normalmente localizadas nos vacuolos das células, apresentam
carater hidrossoluvel, portanto podem estar ligadas a acUcares e glicosideos (Harborne,
1998).

Substancias fendlicas incluem fendis simples, acidos fendlicos, lignanas, ligninas,
cumarinas, flavonoides e taninos (Shahidi and Naczk, 2004). Estes compostos apresentam

multiplas funcdes devido a sua diversidade quimica. Muitos podem atuar na defesa contra
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herbivoros e patogénicos, enquanto outros apresentam funcdo como atrativo de
polinizadores ou dispersores de frutos, no suporte mecéanico, na protecdo contra a radiagdo
ultravioleta ou na reducdo do crescimento de plantas competidoras préximas (Lincoln and
Zeiger, 2009).

Os fendis tém a capacidade de se complexarem a proteinas por meio de ligacdes de
hidrogénio. Quando as membranas das células vegetais sdo destruidas e os constituintes
celulares se retinem, como no caso da producdo de extratos brutos, ocorre a inibicdo da
atividade enzimatica da planta. No entanto, os compostos fendlicos sdo muito suscetiveis a
oxidacdo enzimatica, pois sofrem acdo das enzimas fenolases, presentes em toda porcao
do vegetal (Harborne, 1998).

Os compostos fendlicos contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos
vegetais (Es-Safil et al., 2003). Em alimentos, os fenélicos podem contribuir para o amargor,
adstringéncia, cor, flavor, odor e estabilidade oxidativa de produtos. Além disso, a
capacidade de protecdo a saude e propriedades antinutricionais de outros fenélicos sédo de
grande importancia para produtores, processadores e consumidores (Angelo and Jorge,
2007).

Os compostos fendlicos por serem aromaticos apresentam uma intensa absorgéo na
regido do UV (Carvalho et al., 2010; Harborne, 1998). Além disso, sdo facilmente oxidaveis,
tanto pela acdo de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, da luz e do
calor, ou em meio alcalino, ocasionando em escurecimento de solu¢gbes ou dos compostos
isolados (Carvalho et al., 2010).

De acordo com Haslam (1996), véarios estudos com polifendis foram realizados,
verificando assim diversas atividades fisioldgicas e farmacoldgicas como: ac¢édo bactericida,
acdo moluscicida, agdo anti-helmintico, anti-hepatotdxica, inibi¢do da replicacdo do virus na
imunodeficiéncia viral humana (HIV), atividade antitumoral, efeitos citotdxicos e inibicdo de

promoc¢ao dos tumores, entre outras.

2.2.1.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis biossintetizados a
partir da via dos fenilpropanoides. Sao conhecidos mais de 4200 tipos de flavonoides, sendo
mais abundantes em angiospermas (Zuanazzi and Montanha, 2010). Este grupo € muito
extenso, devido a sua ampla distribuicdo no reino vegetal e pelo numero de seus
constituintes naturais (Costa, 2002).

Os flavonoides podem ser encontrados em diversas formas estruturais, a maioria dos
representantes desta classe apresenta como estrutura basica o nucleo fundamental com 15

atomos de carbono em um nucleo basico arranjados na configuracdo C6-C3-C6, isto €, sao
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dois anéis aromaticos que pode ou ndo formar um terceiro anel, ligados a varios
substituintes (Figura 4) (Vila, 2006).

Figura 4 - Nacleo fundamental dos flavonoides. Fonte: Dornas, Oliveira et al., (2007).

Os flavonoides séo classificados de acordo com sua estrutura quimica e subdivididos
nas principais classes: flavonas, flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas,
antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides (Figura
5) (Bravo, 1998).
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Quadro 1 — As diferentes classes de flavonoides, exemplos e estruturas quimicas.

(Adaptado de Heim et al., (2002).

Estrutura geral Flavonoide Substituicao
CLASSES
(+)-catequina 3,5,3,4'-OH
(-)-epicatequina 3,5,7,3,4-OH
Flavanol epigalocatequina-galato 3,5,7,3,4',5-0OH, 3-
galato
Crisina 5,7-OH
Flavana apigenina 5,7,4-OH
rutina 5,7,3,4'-OH, 3-
rutinose
luteolina 5,7,3,4'-OH
glicosideos de luteolina 5,7,3'-OH, 4'-glicose
Flavonol Canferol 3,5,7,4'-OH
guercetina 3,5,3',4'-OH
miricetina 3,5,7,3,4',5'-OH
Tamarexetina 3,5,7,3,4',-OH, 4'-
OMe
Flavanona
Naringenina 5,7,4-OH
Isoflavona Genistina 5,4'-OH, 7-glicose
Genisteina 5,7,4'-OH
Antocianidina Apigenidina 5,7,4-OH
Cianidina 3,5,4'-0OH, 3,5-OMe

Estdo presente em todas as partes da planta, desde a raiz até flores e frutos. Eles

podem ser encontrados naturalmente na forma conjugada como aclcares, conhecida

também como heterosideos, também pode ser encontrado na forma livre, sem acucar,
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denominada de aglicona ou genina. A ligacdo do acgUcar-genina ou acucar-aglicona pode
ser do tipo C- ou O-heterosideo (Zuanazzi and Montanha, 2010).

Para a identificac@o e isolamento de flavonoides séo realizadas varias metodologias,
principalmente cromatografica e espectroscopicas, entre os métodos cromatograficos
encontra-se a coluna de poliamida. A cromatografia em coluna de poliamida é amplamente
utilizada para separacdo de polifendis, como os flavonoides (Shu et al., 2013). De acordo
com Mabry et al. (1970), a poliamida parece ser o melhor adsorvente para a separacdo
cromatografica de todos os tipos de flavonoides. Além de compostos fendlicos, a poliamida
pode ser utilizada para a separacéo de terpenoides, esteroides, alcaloides e carboidratos. A
poliamida é constituida pela polimerizacdo de grupos amida, assim € uma classe de
compostos de elevado peso molecular (Zhao, 2012). Esta fase estacionaria apresenta a
capacidade de adsorver anions por meio das interacbes eletrostatica, assim tem uma
excelente capacidade de adsorcdo em relacdo aos compostos fendlicos (Shu et al., 2013).

O efeito de adsorcdo da poliamida pode estar relacionado com o nimero de ligacdes
duplas conjugadas e numero de fragmentos aromaticos da molécula. Outro fator que pode
estar relacionado sdo os grupos hidroxilas fendlicas presentes na molécula, quanto maior a
guantidade maior € a adsorgéo (Zhao, 2012).

Em um sentido amplo, os flavonoides sdo considerados como os pigmentos dos
vegetais. As coloragbes distinguem-se em amarelos, vermelhos, azuis e violetas, ou
flavonoides incolores (Cunha et al., 2003). Nas plantas, os flavonoides apresentam varias
fungbes, entre elas: protegcdo contra 0s raios ultravioleta e visivel, prote¢cdo contra
microrganismos patogénicos; atraentes para animais com a finalidade de polinizacao;
controle da acdo dos horménios vegetais; antioxidante; alelopética e inibicdo enzimética
(Zuanazzi and Montanha, 2010).

Os flavonoides sédo antioxidantes naturais que estdo presentes na dieta humana.
Eles contribuem para as propriedades antioxidantes dos vegetais verdes, frutas, azeite e
Oleos de soja, vinho tinto, chocolates e chas (Ren et al., 2003; Yao et al., 2004).

Os flavonoides apresentam diversas atividades biologicas para os seres humanos,
como: antifngica (Gafner et al., 1996; Wachter et al.,, 1999; Zheng et al., 1996),
antitrombatica (Alcaraz and Ferrandiz, 1987; Tzeng et al., 1991), anti-inflamatéria (Ferrandiz
and Alcaraz, 1991; Ferrandiz et al., 1990; Kim et al.,, 1998), antioxidante, estrogénica
(Harborne and Williams, 2000), hipolipidémica (Santos et al., 1999), antiviral (Kaul et al.,
1985), vasodilatadora (Correa-Hernandez et al., 2008), antibacteriana (Harborne and
Williams, 2000; Taguri et al., 2004; Tereschuk et al., 1997) e citotoxica (Makino and
Fujimoto, 1999). Além disto, pode apresentar acdo antialérgica, atividade contra o
desenvolvimento de tumores, anti-hepatotoxica, antiulcerogénica, anti-hipertensivo (Bravo,
1998; Di Carlo et al., 1999; Lopes et al., 2000).
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A atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de hidrogénio e elétrons,
estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes,
capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interacdo com as membranas
(Barreiros et al., 2006). De acordo com Cao et al. (1997) a atividade antioxidante esta
diretamente relacionada com o numero de hidroxilas, de modo geral, quanto maior a
quantidade de OH nos flavonoides apresentam maior atividade como agente doador de
hidrogénio e elétrons. Conforme Harborne e Williams (2000) os flavonoides agem como
agentes de limpeza de varias espécies oxidantes, isto é, anion superoxido, o radical hidroxil
ou peroxi. Eles também podem atuar como supressores de oxigénio singleto.

Nas industrias farmacéuticas vem crescendo o interesse pelos flavonoides, devido
estes ndo apresentarem efeitos colaterais. Entretanto, ainda faltam estudos para determinar
as concentracfes destas espécies em diferentes plantas e ainda conhecer melhor sobre a
capacidade antioxidante destas substancias. Além disto, nas industrias os flavonoides sdo

utilizados como flavorizantes, corantes e aromatizantes (Lima and Bezerra, 2012).

2.3 CROMATOGRAFIA EM CONTRA-CORRENTE DE ALTA VELOCIDADE (CCCAV)

De acordo com Marston e Hostettmann (1994) a CCCAV ¢ ideal para a separacéo de
flavonoides (agliconas e glicosideos) por ndo acontecer adsorcao irreversivel.

A cromatografia em contra-corrente € uma técnica de separacdo que nédo utiliza fase
estaciondria solida, mas dois liquidos imisciveis, pertencentes a fase movel e fase
estaciondria (Berthod, 1991). O equipamento tem uma coluna que € geralmente constituida
por um tubo continuo enrolado e colocado em um eixo giratério. Essa coluna sofre uma
acdo de uma forga centrifuga ocasionada pelos processos de rotacdo planetaria sobre o
eixo do equipamento, entre 700-800 rpm. Esta coluna € equilibrada por um contrapeso. A
coluna é inicialmente preenchida com a fase estaciondria através da bomba. Apdés, a fase
movel é bombeada, com fluxo determinado, com o equipamento ligado com rotacédo de 700-
800 rpm, até estabilizar o sistema (Marston and Hostettmann, 1991). ApGs a injecdo no
CCCVA a amostra é fracionada e as fracdes resultantes sdo coletadas em tubos e
monitoradas por CCD. Para melhor compreensédo do funcionamento do CCCVA, a Figura 19

descreve o sistema utilizado neste trabalho (coletor, equipamento CCCVA e a bomba).
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Figura 5 — Sistema CCCAV A. Coletor B. Equipamento CCCAV e C. Bomba utilizada para

purificar as amostras. Fonte: Leticia Maria Krzyzaniak, 2015.

A CCCAV é uma forma de cromatografia aceita como uma técnica eficiente
preparativa, amplamente utilizada para a purificacdo e separacdo de produtos sintéticos e
naturais. Dentre as vantagens desta técnica podem ser citadas: uso em escala preparativa,
rapidez e economia (Ito, 2005). Além disto, apresenta as vantagens de baixo consumo de
solvente e baixo risco da desnaturagcdo da amostra. Outra vantagem da CCCAV maior
recuperacdo da amostra, devido esta técnica ndo apresentar fase estacionaria solida.
Alguns métodos convencionais utilizam, por exemplo, coluna de silica gel que é adsorvente
irreversiveis (Hostettmann et al., 2001).

De acordo com a literatura a CCCAV apresenta algumas vantagens comparadas
com o CLAE preparativo como menores quantidades de fase mdvel requeridas e néo
adsorcao dos analitos na fase estacionaria. Porém, a CLAE apresenta menor tempo de
analise e melhor resolucédo (Marco et al., 2008) A CCCVA apresenta algumas desvantagens
como a formacdo de emulsbes no interior da coluna quando trabalha com misturas

complexas como extratos de plantas (Silva, 2011).

2.4 ELETROFORESE CAPILAR (EC)

Alguns estudos com T. patula foram desenvolvidos utilizando métodos
cromatograficos e espectroscépicos (Karawya et al., 1996; Munhoz et al., 2012; Rajasekaran
et al., 2004). Contudo, até o presente momento, nenhum estudo com T. patula utilizou a
eletroforese capilar como avaliacdo quantitativa e qualitativa.

A EC é um método de andlise fisica com base na migracdo dentro de um capilar
carregado de analitos dissolvido numa solucéo de eletrdlito, sob a influéncia de um campo
elétrico de corrente continua (European Pharmacopeia, 2006).

O sistema de EC consiste em um capilar (geralmente de silica fundida), frasco de
origem e destino que s&o preenchidos com solucao eletrolitica (geralmente uma solugéo de
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tampé&o aquoso) (Figura 5). Uma fonte de energia de voltagem até 30 kV e corrente elétrica
0 a 300 pA sao utilizadas para aplicar um campo elétrico. Este sistema apresenta um
detector e um computador para o gerenciamento dos dados (Ito, 2011; Tagliaro et al., 1998;
Xu, 1996). Quando aplicado um campo elétrico os solutos migram por meio do capilar pela
interacdo do fluxo eletroosmético do tampéo e da mobilidade eletroforética dos solutos. Os
solutos migram através de capilar com velocidades diferentes, passam pelo detector com
tempos diferentes, aparece assim no eletroferograma com tempos de migracéo diferentes
(Ito, 2011)

| COMPUTADOR I

DETECTOR

iNono —| ~|~ cérono

VIAL DE ORIGEM VIALDE AMOSTRA ViAL DE DESTIND

[ FONTE DE ALTA TENSAO ]

( J

Figura 6 - Representacdo esquematica do sistema EC. Fonte: Ito, (2011).

A eletroforese capilar (CE) pode ser utilizada na andlise fitoquimica, por exemplo,
para as classes de flavonoides, alcaloides, terpenos, acidos fendlicos, cumarinas e quinona
(Suntornsuk, 2002).

2.5 ATIVIDADE LARVICIDA

2.5.1 Dengue

7

A dengue € uma doenga viral transmitida pelo mosquito do género Aedes. Nos
altimos 50 anos, com a expansdo geografica para novos paises, a sua incidéncia aumentou
30 vezes (Galli and Chiaravalloti Neto, 2008; World Health Organization, 2009).

O Aedes aegypti foi introduzido no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente
na época do trafego de escravos (Consoli and Oliveira, 1994). O primeiro caso
epidemioldgico brasileiro ocorreu na temporada 1981/1982 em Boa Vista, capital do Estado
de Roraima, cujos sorotipos eram 1 e 4, e desde entdo sucessivas epidemias tem ocorrido

em diversos estados, inclusive com a introduc&o de novos sorotipos (Brasil, 2009).
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Na década de 90, foram registradas trés ondas epidémicas da doenca atingindo
niveis mais elevados em 1998, com 528.388 casos notificados. Nos anos seguintes ocorreu
uma redugdo da incidéncia, mas em 2001 registraram-se 428.117 casos e em 2002,
672.371 casos. Em consequéncia destes fatos ocorreu o aumento de caso de febre
hemorragica da dengue, registrando 682 casos em 2001 e 2.090 em 2002, com taxa de
letalidade de 4,2 e 4,6%, respectivamente (Timbo, 2006). Em 2014 foram notificados no
Brasil 590.852 casos, estando presentes os quatro sorotipos (DEN 1-4) (Paho/Who, 2015).

Os virus da dengue (DEN) pertencem a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus.
Apresentam quatro sorotipos diferentes (DEN 1-4) (Nogueira et al., 2000). Os quatro
sorotipos estdo presente simultaneamente em sete paises das Américas: Brasil, Equador,

Guatemala, México, Nicaragua, Peru e Venezuela (Figura 6) (Martin, 2014).

Legenda
No. de sorotipos circulantes:

|1 sorotipo
"1 2 sorotipos
I 3 sorotipos
I 4 sorotipos 4
I'ndo especificado i
Inenhum caso ) A
| sem dados ;

Dados:
Programa regional da dengue
PAHO/WHO

Figura 7- Distribuicdo dos sorotipos da dengue na América. Fonte: Martin, (2014).
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Os vérios sorotipos do virus da dengue sdo transmitidos aos seres humanos por
meio da picada de mosquitos infectados do género Aedes, principalmente A. aegypti (World
Health Organization, 2009).

A infeccdo com um desses virus pode resultar em febre, dor de cabeca e erupgao
cutédnea. O espectro clinico pode variar, contudo, de assintomético até infeccées mais
graves com sangramento e sindrome do choque associado a dengue. No entanto, nas areas
em gue a pessoa esta sujeita a epidemias causadas por diferentes sorotipos, pode ocorrer
uma forma mais grave de infeccdo chamada febre hemorragica da dengue (FHD). Esta
infeccdo inclui manifestacdo como hemorragia e choque, que € o resultado de uma perda
repentina do volume intravascular ao vazamento vascular (McBride and Bielefeldt-Ohmann,
2000).

Ainda néo existe tratamento especifico para a dengue, a Unica maneira de prevenir a
doenca € aplicar estratégias para controlar o vetor, identificando as areas e o periodo de
risco (Tran et al., 2004).

Desde 2003, os paises da Regido das Américas tém implementado a Estratégia de
Gestao Integrada da Dengue (Dengue-IMS) para a prevencdo e controle da dengue. Esta
estratégia (Dengue-IMS) inclui seis areas de trabalho: epidemiologia, laboratério, assisténcia
ao paciente, comunicacdo social, o0 meio ambiente e gestdo integrada de vetores
(Paho/Who, 2014).

2.5.2 Consideracao sobre o mosquito Aedes aegypti

O Ae. aegypti (Diptera: Culicidae) € um mosquito originario do continente Africano,
mais precisamente do Egito, que inclusive compde o sufixo do nome cientifico aegypti,
sendo que existem populacbes doméstica e selvagens. Em 1881, Carlos J. Finlay
reconheceu este mosquito como transmissor da febre amarela. As primeiras evidéncias de
gque o mosquito também era o vetor da dengue foram publicadas por Brancroft em 1906,
este fato foi posteriormente confirmado por Agramonte (1906) e por Simmons em 1931
(Braga and Valle, 2007).

Nos paises tropicais Ae. aegypti € um importante vetor de febre amarela, dengue,
febre hemorragica da dengue e outras doencas virais. A espécie Ae. albopictus, também
pode transmitir dengue (Rozendaal, 1997).

No Brasil, Ae. aegypti € atualmente considerado o principal transmissor da dengue e
foi o Unico vetor conhecido de febre amarela urbana (Consoli and Oliveira, 1994). Este
mosquito desenvolve-se em recipientes contendo agua parada, em buracos nas arvores ou
em plantas préximas a habitagcdes urbanas (Brooks et al., 1998), O Ae. aegypti (Figura 7) é

facilmente reconhecido pelos contrastantes anéis pretos e brancos em sua pernas e com
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nitida marcacdo prateada no térax em forma de lira (Consoli and Oliveira, 1994; Eiras,
2011).

Figura 8- Aedes aegypti: (a) em vdo (por cortesia da Historia Natural Museu, Londres) e (b)

em repouso (© L. Robertson). Fonte: Consoli; Oliveira (1994).

O mosquito € predominantemente sinantrépicos, apresentam hébitos antropofilicos, e
uma grande capacidade de adaptacdo em criadouros artificiais com agua (Medeiros et al.,
2011).

Os mosquitos sdo homometébolos, ou seja, passam pelas fases de ovo, larva
(quatro estagios= L1, L2, L3 e L4), pulpa e adulto (Eiras, 2011). Os ovos sdo postos na
superficie da agua, ddo o nascimento as larvas, que vivendo neste ambiente transforma-se
em pulpas e apds transforma-se para forma adulta (alados) (Timbd, 2006).

As fémeas de Ae. aegypti apresentam habitos hematéfagos aos horarios diurnos,
sendo seus picos de maior atividade situados no amanhecer e pouco antes do crepusculo
vespertino, porém ndo impede sua a¢ao a qualquer hora do dia (Consoli and Oliveira, 1994).
Os machos ndo sugam o sangue, mas alimentam-se de sucos vegetais (Rozendaal, 1997).

O Ae. aegypti infectado por dengue introduz no hospedeiro o virus quando se
alimenta, usualmente através da saliva contaminada. Apos a ingestdo de sangue humano
infectado por um mosquito suscetivel, sdo necessarios oito a dez dias com alta temperatura
tabela 1 para que o virus se multiplique no corpo do inseto e infecte suas glandulas
salivares, tornando mosquito capaz de transmitir o virus pela picada, sendo que o inseto
permanece infectado por toda vida. Desta maneira, o virus se multiplica e dentro de cinco a
sete dias segue-se a viremia. Esse periodo virémico usualmente corresponde a fase aguda
da doencga e termina em cerca de seis dias, onde o paciente € infeccioso para 0 mosquito
(Tesh, 1989).
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2.5.3 Controle

O controle da dengue depende de medidas de exterminio do mosquito. Desta forma,
nas areas infectadas sdo realizadas estratégias para a eliminacdo do foco do mosquito,
como controle quimico, biolégico e manejo ambiental (Timbd, 2006).

O método biolégico € uma medida de controle utilizada empregando organismos
capazes de parasitar ou predar os mosquitos. Dos varios agentes etiolégicos encontram-se
0s nematoides, microcrustaceos, peixes larvofagos e agentes infecciosos (fungos, bactérias
e virus) (Eiras, 2011).

O manejo ambiental € outra estratégia utilizada que consiste em medidas que
produzem mudancas no meio ambiente com objetivo de evitar ou destruir os criadouros
potenciais do Ae. aegypti (Timbo, 2006).

O controle quimico é realizado de acordo com a fase de evolugdo em que se
encontra o vetor. Na fase larval do Ae. aegypti utilizam-se substancias larvicidas, que sdo
aplicadas em locais com depdsitos de agua. Na fase adulta, os inseticidas séo utilizados

com o objetivo de reduzir a densidade do vetor (Timbo, 2006).

2.5.4 Plantas inseticidas no controle do Aedes aegypti

As substéancias inseticidas sintéticas se utilizadas inadequadamente podem contribuir
para que ocorra resisténcia dos mosquitos por estes apresentarem grande plasticidade
genética (Eiras, 2011). Neste caso, € necessario o uso de dose cada vez maior de
inseticidas sintéticos, podendo assim levar a contaminacdo progressiva do ecossistema e
aumentar os perigos para os homens (Mendonca et al., 2005).

Assim, tem ocorrido um crescente interesse no desenvolvimento de métodos
alternativos para o controle de mosquitos, que sejam menos perigosos para 0S seres
humanos e outros organismos (Garcez et al., 2009). Neste sentido, as substancias extraidas
das plantas apresentam uma grande perspectiva para o controle do Ae. aegypti.

Estas substancias botanicas apresentam algumas vantagens em relacdo ao
emprego das substancias sintéticas, como o desenvolvimento da resisténcia nos insetos
destas substancias botanicas ser um processo mais lento; os inseticidas naturais sdo
rapidamente degradaveis e sdo obtidos de recursos renovaveis (Roel, 2001). Outra
vantagem apresentada das substancias extraidas das plantas € a baixa toxicidade em
mamiferos, com base no DLs, oral e assim ndo sdo toxicos para 0s seres humanos,

mamiferos e as abelhas (Wiesbrook, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi o isolamento e a identificacdo estrutural de

substancias presentes em fracdo semipurificada, obtida a partir do extrato das flores de T.

patula. Concomitantemente, avaliou-se a atividade larvicida de extrato e fracbes semi-

purificadas frente ao vetor Aedes aegypti.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir extrato e fracdes a partir das flores de T. patula;

Isolar substancias da fracdo semipurificada mediante emprego de cromatografia em
contracorrente de alta velocidade (CCCAV) e cromatografia em coluna (CC) de
poliamida;

Identificar estruturalmente as substancias isoladas por meio de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e analise por e2 Andalise por LC-IES-MS/MS
(Cromatografia liquida acoplada a ionizacdo por “electrospray” com deteccdo por
espectrometria de massa);

Avaliar o perfil cromatografico do extrato bruto e da FB e FAE a partir da
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) e identificar as substancias majoritarias;
Verificar o perfil cromatografico da FB a partir de eletroforese capilar (EC) e
identificar as substancias majoritérias;

Avaliar a atividade larvicida das fragbes: FH, FD, FAE, FB e FAQ contra o vetor

Aedes aegypti.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA VEGETAL

Sementes de T. patula foram obtidas comercialmente da Syngenta Flowers Brazil e
cultivadas organicamente no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, PR. As flores de T. patula foram coletadas em novembro de 2011. Uma
exsicata esta depositada sob o nimero 21.907 no Herbario da Universidade Estadual de
Maringa, identificada por Dr. Jimi Nakajima, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal
de Uberlandia.

As flores colhidas foram secas em estufa de circulagédo forcada de ar, aquecida a 38
°C durante 48 h. Em seguida, a cominui¢do da droga vegetal seca foi feita em moinho de
martelos (Tigre ASN-5).

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes empregados possuiam grau de pureza pro-analise

(p.a.) das marcas Merck®, Sigma®, Synth, exceto quando especificado.

» Acetato de etila;

* Acetona;

» Acetonitrila;

+ Acido borico;

« Acido cloridrico;

« Acido formico;

« Acido trifluoroacético (TFA);

« Agua Ultrapura (Mili-Q)- (Milipore®):

+ Alcool de cereais - Cerealcool®;

» Diclorometano;

+ Dimetilsulfoxido (DMSO-d6) (CIL®);

* Hodréxido de sédio;

¢ Metanol (MeOH);

*« Metanol deuterado;

e Metanol grau HPLC;

e Metil-B-ciclodextrina;

* n-butanol;

* n-hexano;

» Nitrogénio liquido — Departamento de Fisica da UEM;
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« Tetraborato de sédio anidro- Acros Organics®.

4.3 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

« Aparelho Varian, Mercury 300BB de 300 MHz para 'H e 75 MHz para *°C;

« Balanca analitica Marte®, modelo AY220;

« Balanca infravermelho obtidos a partir de fonte halé6gena OHAUS®, MB35;

* Banho-maria;

* Bomba a vacuo Pfeiffer Vacuum modelo DVO05;

e Camara de lampada UV 254 nm; 366 nm;

e Coletor de fragcdes Pharmacia Biotech FRAC-200;

» Cromatografo em contracorrente PC Ito® (mod. 001) equipado com uma coluna de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 2,5 mm de didmetro interno, volume de 320 mL de
capacidade total, injetor para 20 mL de amostra, 800 rpm, bomba de solvente de
duplo pistdo com vazao de 1,0 mL (Waters mod. 510).

« Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Thermo® equipado comum PDA
(arranjo de diodo), espectrofotometria mdédulo detector (modelo Finnigan Surveyor
PDA Plus Detector), bombas integrais e desgaseificador (Finnigan Surveyor LC
Bomba Plus), amostrador automéatico (Finnigan Survey or Autosampler Plus)
equipado com um alca de injecdo com capacidade de 10 pL; software ChromQuest®;

» Sistema CLAE Waters 1525 p acoplado a um Espectrdbmetro de massas triplo-
quadrupolo do modelo Micromass Quattro micro™ API com uma fonte de ionizagéao
Z-spray por electrospray (ESI) (Waters). Para o processamento e aquisicdo dos
dados foi utilizado o Software MassLynx ™ (verséo 4.0, Waters).

+ Eletroforese capilar Beckman P/ACE™ MDQ equipado com sistema de detector
ultravioleta-visivel (UV-Vis). Os dados foram processados em software 32 Karat™
versao 7.0;

« Evaporadores rotatérios Buchi® R-200 e Buchi® R- 114;

« Liofilizador Christ® Alpha 1-4

¢ Moinhos de martelos (Tigre ASN-5)

+ Ultra-Turrax®, modelo UTC115KT

4.4 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

A preparacdo do extrato bruto (EB) acetbnico foi realizado a partir da metodologia

realizada por Munhoz (2013) com algumas alteragdes.



48

As flores cominuidas em moinho de martelos, empregando-se 0 material sem
separacao granulométrica, foram desengorduradas com n-hexano por maceracéo dinamica
durante trés dias, realizando nove trocas de solvente (aproximadamente 33 h de agitagéo),
com posterior secagem das flores desengorduradas a temperatura ambiente.

Apoés secagem, as flores desengorduras e secas foram submetidas a extracdo com
liquido extrator acetona na proporcdo de 4% (m/v), submetida ao Ultra-turrax® por 5 min em
seguida foi realizada a maceracao por 15 h. Apés este tempo, foi submetida novamente a
turboextracdo (UTC115KT) por 20 min, com intervalos de 5 min, para que a temperatura ndo
ultrapassasse 40 T. Realizou-se a filtracdo sob presséo reduzida empregando-se funil de
Buchner contendo papel de filtro, algodao, e tela de nylon, lavando-se o residuo.

O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotatdrio, com
temperatura maxima de 40 C, de modo a eliminar tod o o solvente orgénico. Em seguida o

mesmo foi congelado e liofilizado (Christ®, Alpha 1-4), obtendo-se assim o EB acetbnico.

4.4.1 Particdo do extrato bruto

A particdo do EB de T. patula foi realizada de acordo com Cechinel Filho e Yunes
(2001). O EB (105 g) foi ressuspenso em 1 L de metanol:agua (2:8, v/v) e submetido a
particdo liquido-liqguido em propor¢do volumétrica 5 vezes com n-hexano (FH),
diclorometano (FD), acetato de etila (FAE) e n-butanol (FB). As fracbes obtidas foram
concentradas em evaporador rotatorio sob presséo reduzida e liofilizadas.

Os procedimentos realizados com flores e com EB acet6nico de T. patula encontra-

se na Figura 8.
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Flores T. patula

Secagem
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DV pulverizada

Desengorduramento (n-hexano)/Secagem

DV pulverizada
Desengordurada

Turboextracdo
Filtracdo
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Liofilizacdo

Extrato Bruto

(EB)
Particdo liquido-liquido
Fracédo n- Fracéo Fracéo Fracdo n- Fracao
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(FH) (FD) etila (FAE) (FB) (FAQ)

Cromatografia em
contracorrente de
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reversa

I
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Figura 9 - Fluxograma de todo o trabalho realizado, partindo das flores de T. patula até a
identificacdo da substancia isolada.
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4.5 ANALISE QUIMICA DA FRACAO SEMIPURIFICADA DE Tagetes patula

4.5.1 Métodos cromatogréaficos

Para a obtencdo de fracBes semipurificadas e purificadas foram empregados
métodos cromatograficos, que possibilitaram o isolamento de substancias quimicas

presentes nos extratos brutos oriundos de diferentes misturas de solvente.

4.5.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi realizada em cromatofolhas de aluminio de gel de silica 60 Fs,4 (Merck®)
de 0,200 mm de espessura. Foram utilizadas as fases moveis (FM) acetato de etila: acido
férmico e agua (90:5:5, v/v), cloroférmio:metanol (9:1, v/v) e cloroformio:hexano (5:5,v/v).
Apbs o desenvolvimento, as cromatoplacas foram reveladas sob luz ultravioleta (UV) nos

comprimentos de onda de 254 e 365 nm, com vapores de iodo e/ou vanilina cloridrica 1%.

4.5.1.2 Cromatografia em coluna de fase reversada fracdo FB

Foi utilizada cromatografia em coluna (CC) em fase reversa empacotada via umida
segundo os procedimentos descritos por Degani et al., (1998). A FB (20,0 g) foi purificada de
acordo com Lage (2011) com pequenas modificagdes. Foi utilizando como fase estacionéria
poliamida (CC6 Korngrobe de 0,05-0,16 mm; Macherey Nagel®) e como fase movel foram
utilizados solventes puros ou mistura destes para obter polaridade ideal para cada fracdo
(Tabela 1). A dimens&o da coluna utilizada foi 15,0 cm de comprimento e 6,0 cm de
didmetro.

Foram recolhidos 10 mL em cada tubo de ensaio com vazdo de 1 mL/min. O
monitoramento das fracdes foi realizado mediante a CCD (secdo 4.5.1.1) e agrupadas de
acordo com o perfil observado. Cada fracdo foi concentrada em evaporador rotatério sob
pressédo reduzida até total eliminacdo do solvente organico, congelada em nitrogénio liquido

e liofilizada.
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Tabela 1 - Gradiente de fase mével utilizada para cromatografia em coluna de fase reversa da
FB.

Fase movel Volume (mL)
Agua 100% 6500
MeOH 5% 2000
MeOH 10% 2000
MeOH 15% 2350
MeOH 20% 1230
MeOH 25% 1770
MeOH 30% 1900
MeOH 35% 1950
MeOH 40% 1950
MeOH 45% 2000
MeOH 50% 2000
MeOH 55% 2593
MeOH 60% 1960
MeOH 65% 2000
MeOH 70% 1740
MeOH 80% 2550
MeOH 90% 2250
MeOH 100% 1000
MeOH: AcOEt (9:1) 1290
MeOH: AcOEt (8:2) 2050
MeOH: AcOEt (7:3) 1250
MeOH: AcOEt (6:4) 1000
MeOH: AcOEt (5:5) 1000
MeOH: AcOEt (4:6) 1000
MeOH: AcOEt (3:7) 560
MeOH: AcOEt (2:8) 520
MeOH: AcOEt (1:9) 800
Acetona 100% 1000

4.5.1.3 Cromatografia em contra-corrente de alta ve locidade (CCCAV)

O teste para determinacdo do sistema de solventes para CCCAYV, foi realizada em
tubo de ensaio, com a adicdo de 5 mg de amostra da particdo da FB do EB das flores de T.
patula em 2 mL de cada fase do sistema de solvente, e em seguida, realizou a agitacao

manual. ApGs separacdo das fases, iguais volumes de ambas as fases foram aplicados em
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placa de CCD. As placas foram eluidas e a concentragcdo relativa das substancias da
amostra em cada fase do sistema de solventes bifasico foi visualizada.

Os sistemas eluente (Tabela 2) foram preparado em funil de separacéo, sendo que a
fase aquosa foi utilizada como fase inferior (estacionaria) e a fase organica como fase
superior (movel). Apés, as fases foram desgaseificadas em aparelho de ultrassom por 15
min. As subfracbes FB 16, 23 e 26 obtidas na separacéo por cromatografia em coluna de
poliamida (se¢édo 4.5.1.2) foram injetadas em CCCAV e as subfracdes resultantes foram
coletadas em tubos de ensaios e reunidas por semelhanca cromatografica em CCD (secdo
4.5.1.1).

Tabela 2 — Sistemas eluentes utilizados para as subfracdes da fracdo n-butanol.

Subfragéo da fracdo n-butanol Sistema eluente

FB-16 hexano: acetato de etila: metanol: 4gua (2:2:2,5:2, v/v)
Realizou um gradiente de n-butanol :
0-400ml — 0 ml n-butanol
400-800 ml — 20 ml n-butanol
800-1200 — 30 ml n-butanol
1200-1400 — 40 ml n-butanol

FB-23 hexano: acetato de etila: metanol: agua (1:5:1:5, v/v)

FB-26 hexano: acetato de etila: metanol: agua (2:2:2,5:2, v/v)

4.5.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (C  LAE)

As analises foram realizadas baseadas na metodologia desenvolvida por Munhoz et
al. (2012). O EB, FAE e FB e as subfragcbes da FB foram retomados em metanol na
concentragdo 500 pg/mL. Os cromatogramas foram observados a 210, 254 e 370 nm. Para
o desenvolvimento dos cromatogramas, foram usados pré-coluna (4 x 3 mm d.i.) e coluna
(250 x 4,6 mm d.i.) C-18 Phenomenex®, modelo Gemini, porosidade 5 pm.

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando agua: 0,05 % de TFA (v/v) (fase
A) e acetonitrila: 0,05 % de TFA (v/v) (fase B) em sistema gradiente, com vazédo de 1,0
mL/min. O programa estabelecido foi: 0 min: 5% fase B; 35 min: 58% fase B. Apds, 5 min
para reequilibrio da coluna com 5% da fase B.

Os picos majoritarios encontrados nos cromatogramas foram identificados com

substancias isoladas da FB de T. patula.
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4.6 ANALISE ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
4.6.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A analise estrutural da substéncia isolada foi realizada por meio de métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D (*H e *C) e 2D (*Hx'H-
COSY e HMBC), relativos ao TMS (7.02T-Varian Mercury Plus 300) operando a 75 MHz
para "*C e 300 MHz para 'H.

4.6.2 Andlise por CLAE-IES-MS/MS

A voltagem do capilar foi ajustada em 2,5 kV (modo de ionizacdo positivo), cone em
25 V, cone de extracdo em 2 V. A temperatura da fonte foi de 130 C, temperatura de
dessolvatacdo de 450 <C, fluxo de gas do cone de 50 L/h e o fluxo de gas de dessolvatacdo
de 900 L/h. Argbnio foi utilizado como gas de colisdo (energia de colisdo de 25 eV). As
separacdes cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna Symmetry C18 coluna
(i.d., 3.5 um; 75 x 4.6 mm, Waters) mantida a temperatura ambiente. A fase movel utilizada
foi agua: 0,1% de acido formico (v/v) (solvente A) e acetonitrila: 0,1% de acido férmico (v/v)
(solvente B). O sistema gradiente empregado consistiu em : 0 - 2 min 5% de solvente B; 10
min 50% de solvente B, mantido durante 2 min; 13 min 5% de solvente B, mantendo-se
nesta ultima condi¢cdo durante 2 minutos. O fluxo foi de 0,5 mL/min e o volume de inje¢éo da
amostra de 10 pL. A amostra contendo 1000 ng/mL das substancias isoladas Tp-1 e Tp-2 (p.
69 e 74) foi injetada no sistema de cromatografa liquida de alta eficiéncia. A identificacao foi
realizada analisando-se as informacdes dos ions produtos obtidos nos espectros em

comparacdo com dados ja publicados.

4.7 ELETROFORESE CAPILAR DE ZONA (CZE)

Utilizou-se capilar Beckman-Coulter de silica fundida de 363 um I.D. x 75 um O.D.
com comprimento de 50/62,5 cm (comprimento efetivo/comprimento total). O capilar foi
acondicionado para seu primeiro uso bombeando-se HCI 1,0 mol/L por 15 min, NaOH 1,0
mol/L por 15 min e agua ultrapura por 15 min. Para garantir a repetibilidade entre as
injecdes, o capilar foi lavado com NaOH 1,0 mol/L por 2 min e solucéo eletrolitica por 2 min.
Ao final do dia, o capilar foi lavado com NaOH 1,0 mol L por 5 min, agua ultrapura por 5 min
e ar por 2 min. Durante a analise, a temperatura do capilar foi ajustada para 25 °C e as
amostras foram injetadas hidrodinamicamente a 0,5 psi por 3 s. A solugcédo eletrolitica

constituiu-se de tampao tetraborato de sédio 80 mmol/L (pH 8,80) com metil-B-ciclodextrina
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(metil- B-CD) 10 mmol/L. A voltagem utilizada foi de 30 kV e a deteccao foi realizada a 214

nm. A identificacdo dos analitos foi realizada adicionando-se padrées na amostra.

4.7.1 Preparo da solucdo da amostra

Foi utilizada para a andlise a FB na concentracdo de 500 pg/mL. A amostra foi
preparada pesando-se 5 mg de FB, posteriormente solubilizada em aproximadamente 5 mL
de solucdo metanol:agua (2:8, v/v), com o auxilio do ultrassom. A solucdo foi submetida a
passagem por um cartucho C18 previamente condicionado (com 3 mL de metanol e 3 mL de
agua ultrapura). A solucdo extraida foi transferida para um baldo de 10 mL que teve o seu
volume completado com solu¢do de metanol:agua (2:8, v/v). A solugéo foi filtrada utilizando

membrana Millipore de 0,45 ym, antes de ser injetada no aparelho de eletroforeses capilar.

4.7.2 Preparo das solu¢des de padrbes

As solugbes dos padrdes patuletina e patuletina 7-O-B-glicose (patulitrina) obtidas
por meio de isolamento foram preparadas solubilizando-se 1 mg em 1 mL de metanol, por 1

min, em ultrassom.

4.7.3 Preparo da solugéo enxague

Foi preparada uma solugdo de NaOH de 1 mol/L solubilizando-se 4,0 g de NaOH em
100 mL de &gua ultrapura. Esta solucao foi filtrada utilizando membrana Millipore de 0,45 um

antes do uso.

4.7.4 Preparo da solucao eletrolitica (tampéo)

A solucdo estoque de tetraborato de sodio 80 mmol/L (solu¢cdo A) foi preparada
solubilizando-se 3,051 g de tetraborato de sodio decaidratado em 100,0 mL de agua
ultrapura. A solucdo estoque do acido bdrico 80 mmol/L (solucdo B) foi preparada
solubilizando-se 0,495 g do acido em 100,0 mL de agua ultrapura. Ambas as solucdes foram
submetidas ao ultrassom até solubilizacdo completa. Para obtencdo da solucao eletrolitica,
as solucbes A e B foram misturadas até obtencdo do pH desejado e filtradas através de
membrana de filtro de 0,45 um. A metil-3-CD foi adicionada em quantidade adequada na
solucdo eletrolitica pronta. As solugbes estoques foram armazenadas em geladeira por no

maximo 48 h e as misturas foram preparadas diariamente.
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4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA

Na realizagéo da atividade larvicida foram realizados testes com as fracdes: hexanica
(FH), diclorometano (FD), acetato de etila (FAE), n-butanol e aquosa (FAQ) das flores de T.
patula.

Para a realizacao dos testes foram utilizadas larvas de Aedes aegypti do insetario
mantido no Laboratério de Malédria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) localizado em Manaus, Amazonas. O insetario teve inicio com a coleta de
ovos a campo, utilizando-se armadilhas (ovitrampas). Todo procedimento de manutencao
dos mosquitos e utilizacdo de animais para repasto sanguineo foi autorizado pelo Comité de
Etica em Experimentacido Animal: CEUA/INPA: 04/2013.

A metodologia para os bioensaios foram modificadas de Lacey (1997), WHO (2005)
e WHO (1999) Larvas de quarto instar inicial foram utilizadas para os bioensaios.
Realizaram-se trés réplicas contendo 15 imaturos/pote em volume de 50 mL de agua
destilada.

Os extratos foram diluidos em Dimetilsulféxido (DMSO) na concentragao inicial de
30.000 mg/L em volume total de 10 mL. A amostra foi diluida utilizando-se banho
ultrassénico por 15 min.

Para verificar taxas de mortalidade em porcentagem, concentracdes letais (CLsy €
CLgo) com seus limites foram utilizadas as concentragbes: 750, 500, 300 100 e 50 mg/L.
Como controle foi realizado solugdo de DMSO a 300 mg/L e somente agua destilada.

Todo o ensaio foi mantido em fotoperiodo (12/12 h) e temperatura 26+2 C. Leituras
de mortalidade foram realizadas a 24, 48, 72,96 e 120 h .
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E PARTICAO

Na producdo do extrato bruto acetbnico empregaram-se 1.900 gramas de flores
desengorduradas de T. patula, resultando em um rendimento do EB de 5,86%.

Apo6s a finalizacdo do extrato, realizou-se o processo de particdo liquido-liquido do
mesmo, com ordem crescente da polaridade dos solventes hexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol. Foram obtidas cinco fra¢des, apresentando os seguintes rendimentos:
FH 19,27%; FD 10,17%; FAE 13,38%; FB 36,59% e FAQ 15,02% (Figura 9). Estas fracdes
foram cromatografadas em CCD e os resultados podem ser observados nas Figuras 10 e
11.

Extrato Bruto

1059
FH FD FAE FB FAQ
20,24 g 10,68 g 14,059 38,42 ¢ 15,77 g
19,27% 10,17% 13,38% 36,59% 15,02%

Figura 10 - Fluxograma da particdo liquido-liquido do EB das flores de T. patula.

FH FD FAF FB FAO FH FD FAF FB FAO
Figura 11 - CCD da partigéo liquido-liquido do EB desenvolvida com a FM a) acetato de

etila: &cido férmico: agua (90:5:5, v/v) e FM b) cloroférmio: metanol (9:1, v/v). Visualizagdo
UV: 254nm.
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FH FD FAE FB FAO FH FD FAE FB FAO

Figura 12 - CCD da particao liquido-liquido do EB desenvolvida com a FM a) acetato de
etila: 4cido formico: agua (90:5:5, v/v) e FM b) cloroférmio: metanol (9:1, v/v) seguido de

revelacdo com vanilina cloridrica 1%.

A preparacdo do EB desengordurado das flores de T. patula foi baseado no estudo
de otimizacdo da extracéo realizado por Munhoz (2013), o qual demonstrou ser a acetona o
melhor solvente extrator, sendo o responsavel pela extracdo de maior concentracdo de
flavonoides da amostra.

No processo de extracdo foram realizadas algumas alteragbes como na propor¢cao
das flores e liquido extrator (p/v), tempo de extragéo e a quantidade de extrato produzida por
vez. Na preparacao dos extratos, Munhoz (2013), submeteu as flores no turbo-extrator, na
propor¢cao de 2,5% (m/v). O tempo de agitacdo foi de 9 min e na producédo do extrato
utilizando-se o equipamento turboextrator Skymsen®, aparelho pequeno utilizado para
producdo de extrato em pequena escala. Entretanto, no presente estudo utilizou-se o
processo extrativo uma proporcéo de 4% (p/v) de flores T. patula, tempo de agitagdo de 25
min e foi utilizado Ultra-Turrax®, modelo UTC115KT, equipamento utilizado para producéo
de média escala na producéo de extrato.

A turboextracdo (turbolise) promove a reducdo das particulas por cisalhamento, o
que permite maior rapidez na dissolucdo das substancias ativas (Voigt, 1993). Uma
consequéncia da utilizacdo deste procedimento, que merece observacdo, € a geracdo de
calor no processo de cisalhamento (fragmentacédo) do material (Mello and Petrovick, 2000).
Para minimizar o efeito de temperatura, adotou-se a prética de realizar a extragdo em 5
etapas de 5 min, com o objetivo de promover o resfriamento do sistema e facilitar a posterior

filtrac&o.
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5.2 FRACIONAMENTO DA FB

O pré-fracionamento de FB resultou em 101 subfracdes, as quais foram monitoradas
por CCD. Utilizou-se também a CLAE para analisar o perfil cromatogréfico das subfracdes,
através do qual foi possivel observar que muitas fragbes com perfis cromatograficos
semelhantes (ANEXO 1), assim foram reunidas, totalizando 34 subfracdes (Figuras 12-15).
Na Tabela 3 encontra-se o rendimento e eluentes das subfracoes.

Para o monitoramento em CCD utilizaram-se trés sistemas eluentes diferentes
acetato de etila: acido férmico: agua (90:5:5, v/v); cloroférmio: metanol (90:10, v/v); e
cloroférmio: hexano (5:5, v/iv). A determinacdo destes sistemas eluentes foi realizada de
acordo com a polaridade das subfragdes. A CCD destas jun¢des foi observada mediante UV

254 nm, 366 nm, reveladores vapores de iodo e vanilina cloridrica 1% (Figuras 12-15).
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Tabela 3 - Rendimento das subfracbes da FB obtidas apoOs eluicdo em CC contendo

poliamida.
Rendimento
Subfracdo CC Fase movel Subfracbes Peso (g) (%)
FB-1 Agua 100% 1 0,55 2,73
FB-2 Agua 100% 2 2,50 12,48
FB-3 Agua 100% 3 0,66 3,29
FB-4 Agua 100% 4 1,57 7,85
FB-5 Agua 100% 5 0,43 2,14
FB-6 Agua 100% 6-10 1,84 9,19
FB-7 Agua 100% 11-14 0,72 3,62
FB-8 MeOH 5% 15-18 0,68 3,4
MeOH 10%
FB-9 MeOH10% 19-20 0,28 1,39
FB-10 MeOH 10% 21-24 0,58
MeOH 15% 2,92
FB-11 MeOH 15% 25-26 0,41 2,08
FB-12 MeOH15% 27-28 0,44 2,19
MeOH 20%
FB-13 MeOH 20% 29-30 0,44 2,20
FB-14 MeOH20% 31-32 0,45 2,28
FB-15 MeOH 25% 33-35 0,67 3,35
MeOH 30%
FB-16 MeOH 30% 36-40 1,00 5,015
MeOH 35%
FB-17 MeOH 35% 41-47 1,24 6,21
MeOH 40%
MeOH 45%
FB-18 MeOH45% 48-49 0,21 1,07
FB-19 MeOH 45% 50-55 0,68 3,42
MeOH 50%
FB-20 MeOH 50% 56-59 0,34 1,71

MeOH 55%



Continuacdo da Tabela 3

61

Subfragéo

Fase moével

Subfracbes

Peso (g)

Rendimento
(%)

FB-21
FB-22

FB-23

FB-24

FB-25
FB-26

FB-27

FB-28

FB-29

FB-30

FB-31

FB-32

FB-33
FB-34

MeOH 60%
MeOH60%

MeOH 60%
MeOH 70%

MeOH 80%
MeOH 90%

MeOH 90%

MeOH 90%
MeOH 100%

MeOH:AcOEt
(9:1)

MeOH:AcOEt
(9:1)
MeOH:AcOEt
(8:2)

MeOH:AcOEt
(8:2)
MeOH:AcOEt
(7:3)

MeOH:AcOEt
(7:3)
MeOH:AcOEt
(6:4)
MeOH:AcOEt
(5:5)

MeOH:AcOEt
(5:5)
MeOH:AcOEt
(4:6)

MeOH:AcOEt
(4:6)
MeOH:AcOEt
(3:7)
MeOH:AcOEt
(2:8)

AcOEt 100%

Acetona

60-62
63-66

67-70

71-75

76-78
79-82

83-84

85-86

87-89

90-94

95-96

97-99

100
101

0,14
0,44

0,56

0,81

0,48
0,52

0,03

0,07

0,10

0,04

0,03

0,04

0,02
0,01

0,71
2,22

2,81

4,03

2,42
2,60

0,15

0,23

0,47

0,22

0,15

0,23

0,10
0,01
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25 26 27 28 28 29 30 31 32 33 34

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada das 34 subfracdes obtidas da FB por
cromatografia em coluna. Fase movel- fragcbes 1-23 (a-d) acetato de etila: &cido férmico:
agua (90:5:5, v/v); fragbes 24-28 (e): cloroférmio: metanol (90:10, v/v); fracdes 29-34 (f)

cloroférmio: hexano (5:5, v/v). Visualizagdo UV: 254 nm.



63

24 25 26 27 28 28 29 30 31 32 33 34

Figura 14 - Cromatografia em camada delgada das 34 subfracbes obtidas da FB por
cromatografia em coluna. Fase mével- fracbes 1-23 (a-d): acetato de etila: acido férmico:
agua (90:5:5, v/v); fracbes 24-28 (e): cloroformio: metanol (90:10, v/v); fracbes 29-
34:metanol (90:10, v/v); fracdes 29-34 (f) cloroférmio: hexano (5:5, v/v). Visualizacdo UV:

366 nm.
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25 26 27 28 28 29 30 31 32 33 34
Figura 15 - Cromatografia em camada delgada das 34 subfracdes obtidas da FB por

cromatografia em coluna. Fase movel- fragbes 1-23 (a-d) acetato de etila: &cido férmico:
agua (90:5:5, v/v); fragbes 24-28 (e): cloroférmio: metanol (90:10, v/v); fracdes 29-34 (f)

cloroférmio: hexano (5:5, v/v). Revelador: vapores de iodo.
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13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

| —— — “ - L

24 25 26 27 28 28 29 30 31 32 33 34

Figura 16- Cromatografia em camada delgada das 34 subfracbes obtidas da FB por
cromatografia em coluna. Fase mével- fracbes 1-23 (a-d) acetato de etila: acido férmico:
agua (90:5:5, v/v); fracdes 24-28 (e): cloroférmio: metanol (90:10, v/v); fracbes 29-34 (f)

cloroférmio: hexano (5:5, v/v). Revelador: vanilina cloridrica 5%.

No processo de cromatografia em coluna (CC) da FB, as subfracbes 6 e 11

precipitaram, apés filtradas foi obtida a substancia Tp 2 (30 mg).
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5.3 FRACIONAMENTO MEDIANTE COMATOGRAFIA EM CONTRA-CORRENTE DE ALTA
VELOCIDADE (CCCAV)

Na CCCAV foram fracionadas as subfracbes FB-16, FB-23 e F-26, resultando no
isolamento das substancias Tp-2 (FB-16) e Tp-1 (FB-23 e FB-26) (Figuras 16-18).

FB-16

204mg

CCCAV

Sistema eluente: hexano: acetato de etila: metanol:
agua (2:2:2,5:2, viv).

Gradiente: n-butanol.

FB-16-1 FB-16-2 FB-16-3 FB-16-4 FB-16-5 FB-16-6 FB-16-7 FB-16-8

0,1 mg 1 mg 4,5 mg 12 mg 7 mg 0,01 mg 93 mg 0,01 mg

RMN

Tp 2

Figura 17- Fracionamento da fragdo FB-16 por cromatografia em CCCAV.

FB-23

100mg

CCCAVSistema eluente: hexano: acetato de etila:

metanol: agua (1:5:1:5, v/v)

FB-23-1 FB-23-3 FB-23-7-9 FB-23-11-12 FB-23-14
1mg 2 mg 2 mg 7,5mg 3 mg
FB-23-2 FB-23-4-6 FB-23-10 FB-23-13 FB-23-15
4 mg 13 mg 1,7 mg 5maqg 2,9 mg
RMN
Tp1l

Figura 18 - Fracionamento da fracdo FB-23 por cromatografia em CCCAV.
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FB-26
145mg
CCCAV
Sistema eluente: hexano: acetato de etila; metanol:
agua (1:5:1:5, viv)
FB-23-1-4 FB-23-6-7 FB-23-9 FB-23-11 FB-26-13 FB-26-15 EB-26-17
1,8 mg 5 mg 1,8 mg 3,2mg 7,5mg 4,5mg 2 mg
FB-23-5 FB-23-8 FB-23-10 FB-26-12 FB-26-14 FB-26-16 FB-28-18
3,5mg 2 mg 5,8 mg 2 mg 3,7 mg 2 mg 6,9 mg
RMN RMN
Tp1l Tp1l

Figura 19 - Fracionamento da fracdo FB-26 por cromatografia em CCCAV.

O sistema eluente utilizado para cada amostra foi determinado mediante a
metodologia j& exposta anteriormente (secdo 4.5.1.3) e com base na literatura. De acordo
com a literatura, a escolha de um solvente ideal contribui para o sucesso da separacdo dos
compostos na cromatografia em contra-corrente (Pauli et al., 2008; Rinaldo et al., 2006;
Sticher, 2008). A utilizacdo de sistemas com duas fases imisciveis resulta em um nimero
extremamente grande de escolha de combinagBes de solventes possiveis com um amplo
leque de polaridade (Sticher, 2008). De acordo com Plaza (2007), o mecanismo de
separacdo do CCCAV é baseado principalmente na diferenca de solubilidade dos
componentes entre as duas fases (Plaza, 2007).

Para o isolamento das subfracdes FB-23 e FB-26 utilizou-se quatro tipos de
solventes, n-hexano: acetato de etila (AcOEt): metanol (MeOH): agua. De acordo com Leitdo
(2005) os sistemas eluentes com quatro e as vezes cinco solventes sdo comuns. Estudos
mostraram que o sistema eluente agua, AcOEt, MeOH e n-hexano é o mais utilizado para a
separacdo de produtos naturais, devido este sistema funcionar bem na separacdo dos
compostos naturais. Além disto, tem outros fatores que sdo levados em consideracao,
como: o custo e acessibilidade, dos solventes (Pauli et al., 2008).

Utilizou-se para a subfragdo FB-16, 0 mesmo sistema eluente das subfracdes citadas
anteriormente (dgua, AcOEt, MeOH e n-hexano) com a adicdo do n-butanol (BuOH),

realizando assim um sistema de gradiente com polaridade crescente, contribuindo para a
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separacao das substancias desta amostra. De acordo com Ying et al. (2014), é importante
estabelecer um sistema de solvente de gradiente para separar os produtos naturais com
vasta gama de polaridade, sendo uma ferramenta mais amplamente disponivel para o

rastreio destes compostos bioativos.

5.4 SUBSTANCIAS ISOLADAS
5.4.1 Substancia Tp-1

No espectro de RMN *H (3 em ppm; J em Hz) de Tp-1 (300 MHz; cD;0D) (Figura 20,
Tabela 4) foi observado um singleto em 6,48 que foi atribuido ao H-8 do anel A. Ainda foram
observados sinais em 6,88 (d, 8,08), 7,63 (dd, 8,6; 2,0) e 7,72 (d; 2,0) referentes aos
hidrogénios H-5', H-6' e H-2' do anel B, caracteristico de um anel aromético meta e para
substituido. O sinal em 3,88, um singleto, comprovou a presenca de um grupo metoxila em
C-6.

A Tabela 04 e a Figura 21 apresentam também a andlise do espectro bidimensional de
'H x 'H COSY (Figura 16), mostrando as correlagées homonucleares do sinal & 7,63 (H6")
com 6,88 (H5").



69

Me0-6

T T T T T T T T T T T T T T T T T
73 b 63 60 53 50 45 40 33
Chemical Shift (ppm)

Figura 20 - Espectro de RMN de 'H da substancia Tp-1 (300 MHz; CD;0D).

Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e correlacbes observadas no COSY de Tp-1 comparados
com dados reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina (300
MHz; CDs;0D).

patuletina
Tp-1
oy (m, J em Hz)

H oy (M, J em Hz) COoSsy _

Literatura
8 6,48 6,43 (s)
2' 7,72 (d, 2,0) 7,70 (d, 2,0)
5 6,88 (d, 8,08) 6' 6,86 (d, 8,08)
6' 7,63 (dd, 8,6; 2,0) 5 7,59 (dd, 8,6; 2,0)

MeO-6 3,88 3,85 (s)
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Figura 21 - Espectro de COSY da substancia Tp-1 (300 MHz; CD;OD).

No espectro de RMN de *C (& em ppm) de Tp-1 (75,45 MHz; CD;0D) foi observado
o sinal em 176,1 referente a uma carbonila a-f insaturada (C-4). Também foram verificados
sinais em & 135,6; 151,7; 144,8 e 147,5 referentes aos carbonos hidroxilados C-3, C-5, C-3'
e C-4', respectivamente. O sinal em & 93,4 foi atribuido ao carbono metinico (C-8) do anel A.
Ja os sinais em & 147,4; 130,8; 157,1; 152,7 e 103,5 foram atribuidos aos carbonos néo-
hidrogenados C-2, C-6, C-7, C-9 e C-10, respectivamente. O posicionamento do grupo
metoxila, em C-6, foi feito com base na comparacdo dos deslocamentos da substancia Tp-1
com os reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina
(Tabela 5, Figura 22).

A comprovacdo do posicionamento da metoxila em C-6 foi feita por experimento de
HMBC, com a correla¢éo do sinal em & 3,9, referente aos hidrogénio do grupo metoxila e o
sinal em & 130,8, referente ao C-6 (Tabela 5, Figura 23).
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Tabela 5- Dados de RMN de **C e HMBC, de Tp-1, comparados com dados de **C (100 MHz;
CD;OD) reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina (75,45
MHz; CD;0D).

patuletina ( &¢)

C Oc AMBC Literatura
2 146,9 147,22
3 135,6 135,90
4 176,2 6,5 176,48
5 151,6 6,5 151,90
6 130,8 3,9;6,5 131,16
7 157,1 6,5 157,43
8 93,4 6,5; 6,86 93,75
9 152,3 152,55
10 103,5 103,92
1 120,3 7,59; 7,70 120,76
2' 114,6 115,02
3 144.8 6,86; 7,70 145,16
4 147,4 6,86; 7,7 147,77
5 114,8 7,59 115,23
6' 122,8 6,9 123,13

MeO-6 59,60 3,85 60,10




72

=
o
o

Mormalzed Intens ity

176G 163 L=} 152 194 136 128 120 112 104 a6 a8 an 72 &4 56 42 40

kem kAl Skt fpm '

M
-
-
F1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
an 13 10 63 60 5 a0 L3 Lo 33
F2Chembzal b aams

Figura 23 - Espectro de HMBC da substéncia Tpl (75,5 MHz; CDs0OD).
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Por meio da andlise dos dados obtidos nos espectros de RMN 1D e 2D (*H, *°C,
COSY e HMBC) e comparagdo com a literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) a
estrutura da patuletina foi proposta para o flavonoide Tp-1

Foi realizado também para a substancia Tp-1 a analise por CLAE-IES-MS/MS e os
dados foram comparados com a literatura (Parejo et al., 2004). Com os dados do espectro
massa, através da fragmentacgéo do ion precursor correspondente a da Tp-1 Patuletina (m/z
333), e andlise dos ions produtos, comprovou-se que a provavel estrutura da substancia é a

patuletina (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados de CLAE-IES-MS/MS da substancia Tp-1 comparada com a literatura.

Nome do composto [M-H] MS/MS Literatura

Tp-1 Patuletina 333 288,318 (Parejo et al., 2004)

5.4.2 Substancia Tp-2

No espectro de RMN *H (5 em ppm; J em Hz) de Tp-2 (300MHz; DMSO-ds) (Figura 24;
Tabela 7) foi verificado um singleto em 6,93 que foi atribuido ao H-8 do anel A. Ainda
verificou a presenca de sinais em 6,89 (d, 8,5), 7,54 (dd, 8,5 e 2,1) e 7,72 (d; 2,2) atribuidos
aos hidrogénios H-5', H-6' e H-2' do anel B, caracterizando um anel aromatico meta e para
dissubstituido. Também foram verificados sinais caracteristicos de uma unidade f-
glicosidica, evidenciada pelos sinais em 6 5,13 (d; 7,2), referente ao hidrogénio anomérico e
em 3,72, referente ao hidrogénio metilénico H-6". O sinal de um singleto em 3,78 comprovou
a presenca de um grupo metoxila em C-6.

A Tabela 07 e a Figura 25 apresentaram também a andlise do espectro bidimensional

de 'H x *H COSY (Figura 16), mostrando as correlacdes homonucleares.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H da substancia Tp-2 (300 MHz; DMSO-ds).

Tabela 7 - Dados de RMN de 'H e correlacbes observadas no COSY de Tp-2 comparados
com dados reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina 7-O-
B-glicose (300 MHz; DMSO-dg).

patuletina 7 -O-B-

P2 glicose
H oy (M, J em Hz) COoSsy
o4 (m, J em Hz)
8 6,93 (s) 6,94 (s)

' 7,72 (d, 2,2) H-6' 7,72 (d, 2,1)
5' 6,89 (d, 8,5) H-6' 6,91 (d, 8,5)
6' 7,54 (dd, 8,5; 2,1) H-2' — H-5' 7,56 (dd, 8,5; 2,1)
1" 5,13 (d; 7,2) H-2" 5,12 (d; 7,3)
2" 3,32 (d; 2,2) H-1" 3,35-3,80 (m)
3" 3,45 (m)

4" 3,17 (m)
5" 3,48 (m) H-6"
6" 3,72 (m)
MeO-6 3,78 (s) 3,78 (s)
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Figura 25 - Espectro de COSY da substancia Tp-2 (300 MHz; DMSO-dg).

No espectro de RMN *3C (5 em ppm) de Tp-2 (75,45 MHz; CD;0OD) foi observado o
sinal em & 176,2 referente a uma carbonila a-f insaturada (C-4). Também foram verificados
sinais em & 135,8; 151,1; 145,0 e 147,7 referentes aos carbonos hidroxilados C-3, C-5, C-3'
e C-4', respectivamente. O sinal em & 93,8 foi atribuido ao carbono metinico (C-8) do anel A.
Ja os sinais em & 147,9; 131,8; 156,4; 151,4 e 105,0 foram atribuidos aos carbonos néo-
hidrogenados C-2, C-6, C-7, C-9 e C-10, respectivamente. Ao carbono anomérico da
unidade glicosidica foi atribuido o sinal em & 110,1. O posicionamento do grupo metoxila,
em C-6, e da unidade B-glicosidica, em C-7, foi feito com base na comparacdo dos
deslocamentos da substancia Tp-2 com os reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann
et al., 2004) para a patuletina 7-O-3-glicose (Tabela 8, Figura 26).

A comprovacdo do posicionamento da unidade glicosidica em C-7, bem como o
posicionamento da metoxila em C-6 foram feitas por experimento de HMBC (Tabela 8,
Figura 27). As correlacdes do sinal em & 5,13, referente ao hidrogénio anomérico H-1", com
o sinal em & 156,40, referente a unidade glicosidica. Para o grupo metoxila tem-se também

a correlagédo com o C-6, em & 131,80.
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Tabela 8 - Dados de RMN de *C e HMBC, de Tp-2, comparados com dados de **C (100
MHz; CD3;OD) reportados na literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) para a patuletina 7-

O-B-glicose (75,5 MHz; DMSO-dg).

patuletina 7 -O-B-

C Oc AMBC glicose ( &c)
2 147,9 7,54;7,72 148,1
3 135,8 136,6
4 176,2 6,9 177,0
5 151,1 6,9 151,9
6 131,8 3,78 132,6
7 156,4 5,13; 6,93 157,2
8 93,8 94,8
9 151,4 152,2
10 105,0 6,93 105,8
1 120,0 7,72 1227
2' 115,5 7,54 116,3
3 145,0 6,93; 7,72 146,0
4 1477 6,89 148,8
5' 115,4 116,5
6' 121,8 121,0
1" 100,1 3,72 101,0
2" 73,2 3,32 74,1
3" 77,2 3,72 77,5
4" 69,5 70,44
5" 76,7 78.0
6" 60,6 3,54 61,5
MeO-6 60,3 61,2
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Figura 26- Espectro de RMN de **C da substancia Tp-2 (75,45 MHz; DMSO-dj).
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Figura 27 - Espectro de HMBC da substancia Tp-2 (75,5 MHz; DMSO-dg).
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Por meio da andlise dos dados obtidos nos espectros de RMN 1D e 2D (*H, *°C,
COSY e HMBC) e comparacdo com a literatura (Schmeda-Hirschmann et al., 2004) Tp-2 foi
identificada como sendo um flavonol denominado patuletina 7-O-B-glicose (patulitrina).

Com os dados de CLAE-IES-MS/MS concluiu-se que os ions produtos sdo o0s
mesmos descritos na literatura (Parejo et al., 2004) para a patulitrina, sendo esta aprovavel

substancia.(Tabela 9).

Tabela 9 - Dados de CLAE-IES-MS/MS e da substancia Tp-2 comparada com a literatura.

Nome do compost [M-H] MS/MS Literatura

Tp-2 Patulitrina 495 318,333 (Parejo et al., 2004)

5.4.3 Atividades fisiolégicas e farmacoldgicas das substancias isoladas

Na literatura é relatada diferentes atividades biol6gicas para os flavonoides isolados
neste trabalho, patuletina e patulitrina, como a antioxidante (Schmeda-Hirschmanna et al.,
2004). Yakusawa; Kasahara (2013) em estudos com ratos verificaram que a patuletina e
patulitrina inibem a inflamacgéo aguda induzida por carragenina, histamina e acido aracnoide
(AA).

A patuletina apresenta propriedades antiespasmodicas e hipotensivas (Narayana et
al., 2001). Estudo realizado por Faizi et al., (2008) verificou também que o flavonoide
patuletina apresentou atividade antibacteriana frente a Corynebacterium spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Micrococcus luteus com concentracao inibitéria
minima (CIM) 12,5 pg/disco.

5.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O perfil cromatografico do EB produzido neste trabalho foi comparado com o perfil de
Munhoz (2012) (Figura 28). Nestas amostras, observam-se duas substancias majoritarias

nos tempos de retencdo: (1) t;; 16,9 min e (2) t;; 23,7 min,
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Figura 28 - Perfis cromatograficos por CLAE do EB de flores de T. patula (a) EB produzido
neste trabalho; (b) EB produzido por Munhoz (2012). Picos: 1) patulitrina (Tp2) e (2)

patuletina (Tp1) foram isolados neste trabalho.

Analisou-se também o perfil cromatografico da FAE e FB (Figura 29). Na FAE o pico
majoritario encontra-se com tempo de retencdo de 23,7 min, enquanto na FB encontra-se

com tempo de retengao de 16,9 min.
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Figura 29 - Perfil cromatografico por CLAE da fracdo acetato de etila (FAE) (a) e da fracéo
n-butanol (FB) (b) do EB de flores de T. patula. Picos: 1) patulitrina (Tp2) e (2) patuletina

(Tpl) isoladas neste trabalho.

Os picos 1 e 2 foram observados no espectro de UV/DAD (Tabela 10 e Figura 30) e
comparados com a literatura (Mabry et al., 1970) e também estes picos majoritarios foram
identificados com a adicdo dos padrdes isolados neste trabalho, assim as provaveis

substancias presentes no EB, FAE, FB sé&o: (1) patulitrina (Tp2) e (2) patuletina (Tp1).

Tabela 10 - Flavonoides presentes no extrato bruto acetbnico (EB), na FAE e FB

correspondentes aos picos assinalados nos cromatogramas das figuras 27 e 28.

Pico t, (min) Dados UV-DAD (nm) Identificacéo
Banda | Banda Il
1 16,9 257,00 372,00 patuletina 7-O-B-glicose

(Patulitrina)
2 23,7 258,00 371,00 Patuletina
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Figura 30 - Espectro UV/DAD correspondentes aos picos 1 e 2 presentes nos extrato e da
FAE e FB.

A CLAE é uma técnica muito utilizada para substancias fendlicas, como acidos
fendlicos, flavonoides, procianidinas e antocianinas (Angelo and Jorge, 2007). Entre estes
compostos, encontram-se muitas publicacbes com andlise quantitativa e qualitativa de
flavonoides em frutas, bebidas, vinho, propolis e extratos vegetais, mostrando assim a
adequacdo desta técnica para a determinacdo destes compostos presentes em varias
amostras. Nas analises destas amostras podem ser utilizados diferentes tipos de detectores,
entre eles encontra-se o arranjo de diodos de UV (UV/DAD), que é considerado o mais
adequado para essas amostras e 0 mais acessivel (Stefova et al., 2003).

Neste trabalho foi utilizada a coluna de fase reversa C-18. De acordo com a literatura
esse tipo de coluna tem se destacado na separacdo de diferentes classes de compostos
fendlicos (Angelo and Jorge, 2007; Longhini et al., 2013; Tarnawski et al., 2006). O sistema
de CLAE em fase reversa (CLAE-FR) consiste de uma fase estacionaria de menor
polaridade e uma fase movel de maior polaridade, sendo que sao utilizadas principalmente
solucBes a base de agua (Kazakevich and LoBrutto, 2007). Estas colunas de fases reversas
apresentam algumas vantagens como: rapido equilibrio da coluna apés a mudanca da fase
moével, facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em andlises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas a separacéo de
solutos de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (Tonhi et al.,
2002).

A fase moével utilizada na analise das amostras de T. patula foi um sistema de
gradiente com &gua:acetonitrila acidificada com &cido trifluoroacético. De acordo com a
literatura a maioria das andlises que utilizam coluna de fase reversa C-18 para 0s
flavonoides utilizam como fase mdével metanol:dgua ou acetonitrila:agua. Algumas vezes a
fase movel é acidificada com acido férmico, acético ou acido fosforico permitindo assim

melhor separacéo e resolucao dos picos (Stefova et al., 2003).
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5.6 ELETROFORESE CAPILAR (EC)

Neste trabalho avaliou por EC a FB de T. patula. Os picos majoritarios foram
identificados com a adicdo dos padrdes isolados neste trabalho. O pico 1 foi identificado
como patulitrina e o pico 2 como patuletina (Figura 31). Observa-se neste perfil que a

substancia majoritéria € a patulitrina, a mesma apresentada no perfil do CLAE.

F0.11

FoA0

0.09

008 Lo.0s

0.o7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0.07
1 2 3 4 5 ] 7 & 8

Minutos

Figura 31- Perfil eletroforético da FB de T. patula. Condicdes eletroforéticas: tampéao borato
80 mmol/L; pH 8,80; 10 mmol/L metil-B-ciclodextrina (metil-B-CD); voltagem de 30 kV a 25
°C; injecéo por 3 s a 0,5 psi; detecgdo em 214 nm; FB: 500 pg/mL. Picos: 1) patulitrina e 2)
patuletina.

Alguns estudos com T. patula foram desenvolvidos utilizando CLAE, CCD, CLAE
acoplada a massas (Karawya et al., 1996; Munhoz et al., 2012; Rajasekaran et al., 2004).
Contudo, até o presente momento, nenhum estudo com T. patula utilizou a eletroforese
capilar como avaliagdo quantitativa e qualitativa. Sendo assim, este estudo desenvolveu a
primeira metodologia de EC com esta planta.

Na literatura, a comparacdo da CLAE e EC é muito comum, apesar de utilizar
principios de separacdo diferente. A EC apresenta como base de separacdo fisica de
migracdo eletroforética e eletroosmose, dependendo principalmente da ionizagdo das
espécies, ao passo que as bases de CLAE sao propriedades de adsorcdo e distribuicdo
(Holzgrabe et al., 2006; Suntornsuk, 2002).

A EC é uma técnica que apresenta alta resolucdo, simplicidade e versatilidade
(Altria, 1999). De acordo com a literatura, as principais vantagens do método de EC sdo: o

baixo custo e o tempo reduzido por andlise. Outra vantagem da técnica € a questdo
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ambiental, devido ao fato de utilizar pouca quantidade de solvente, contribuindo assim para
menores impactos ambientais e menor custo de tratamento do solvente (Bizzotto et al.,
2013; Graef, 2007; Lechtenberg et al., 2004; Liu et al., 2008).

De fato, comparando-se as metodologias desenvolvidas para avaliagdo da FB de T.
patula, foi observado que a metodologia desenvolvida por EC apresentou-se cerca de quatro
vezes mais rapida que a metodologia por CLAE. Ainda, ndo foram utilizados solventes
organicos (acetonitrila) para promover a separacdo dos analitos no EC, sendo, portanto,
menos poluente ao meio ambiente. Além disto, como o volume de solucéo eletrolitica
utilizado para as andlises por EC é pequeno (cerca de 10 mL por dia de andlise), é possivel
utilizar aditivos (como as CD) que seriam economicamente invidveis em separac¢des por
CLAE.

Outra comparacao que podemos fazer é que o EC se apresenta como um método
mais simples, devido ser utilizado o sistema de eluicdo isocratica, enquanto o CLAE
apresentar um sistema gradiente.

Desta forma, a metodologia desenvolvida por EC da FB de T. patula sera submetida

a validacéo, em posterior estudo.

5.7 ATIVIDADE LARVICIDA

Na busca de novos agentes capazes de controlar a disseminagdo do vetor A.
aegypti, foram realizados bioensaios para avaliar a atividade larvicida das FH, FD, FAE, FB
e FAQ.

As fracdes FAQ, FH, FB e FD apresentaram atividade larvicida apenas a partir de
750 mg/L e esta atividade foi tempo depende (Figura 32). Em contra partida a FAE
apresentou diminuicdo da viabilidade larva ja a partir de 50 mg/L, atividade esta que se

intensificou no decorrer do tempo (Figura 33).
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Figura 32- Atividade das fracdes: a) FAQ, b) FH, ¢) FB e d) FD contra larvas do mosquito A.
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Figura 33- Atividade da FAE contra larvas do mosquito A. aegypti.
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Komalasmisra et al., (2005) demonstraram que a atividade larvicida de plantas cujo
CLso foi menor que 750 mg/L séo eficazes contra a larva do mosquito A. aegypti. Em nosso
estudo, as fragcbes FB e FD demonstraram serem eficazes contra a larva A. aegypti, uma
vez que a concentragdo 750 mg/L reduziu mais que 50% a viabilidade larval. A FAE foi a
mais promissora, pois em 50 mg/L j& foi possivel observar reducdo de mais da metade da
populagdo, causando a morte de todas as larvas na concentracdo 750 mg/L no tempo 96 h.
Faizi et al., (2011b) realizou um estudo nematicida com flores de T. patula, as quais foram
submetidas a um processo de desengorduramento com éter de petréleo, e apoés foi
realizado a producéo de extrato metandlico. O extrato metandlico foi dissolvido em agua e
submetido a particdo liquido-liquido, originando assim as fracdes éter de petrdleo (cinco
vezes, JYM-P1-JYM-P5), diclorometano (trés vezes, JYM-DC1-JYM-DC3), acetato de etila
(quatro vezes, JYM-EA1-JYM-EA4), butanol (trés vezes, JYM-BU1-JYM-BU3), e aquosas
(JYM-aq). Em relacéo a atividade nematicida contra o Heterodera zeae as fracbes acetato
de etila, (JYM-EALl, JYM-EA2D, JYM-EA2M) e n-butanol (JYM-BU1), causou 100% de
mortalidade de larvas. As fracbes JYM-EA2D e JYM-EA2M, apresentaram maiores
concentracdes de patuletina do que patulitrina, mostrando assim mais ativo do que JYM-
EAl e JYM-BUL, que tém menores quantidades de patuletina. Os autores também relataram
gue a patuletina € geralmente mais potente que a patulitrina em outros ensaios biologicos
com antimicrobiano e antioxidante.

Comparando o resultado da atividade nematicida contra o Heterodera zeae obtido
por Faizi et al., (2011b) com os resultados da atividade larvicida frente ao vetor Ae. aegypti
apresentada neste trabalho, observa-se que em ambos os trabalhos as fragcbes que
apresentaram melhores atividades foram as que apresentaram maior quantidade da
patuletina e menor da patulitrina. Assim sugere-se que a atividade larvicida obtida da FAE

pode estar relacionada com a maior concentracdo de patuletina presente na fracéo.
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6 CONCLUSOES

Através dos procedimentos realizados neste trabalho, verificou-se que os flavonoides
patuletina e patulitrina estdo presentes majoritariamente entre 0s metabolitos secundarios
das flores de T. patula.

Os meétodos cromatograficos aplicados neste estudo, como coluna de poliamida e
CCCAYV, foram efetivos nos processo de separacdo e isolamento de flavonoides do extrato
bruto acet6nico de T. patula.

Nas condicbes empregadas em CLAE, os flavonoides patuletina e patulitrina foram
observados no extrato bruto, FAE e FB, sendo que a FAE favoreceu a presenca majoritaria
de patuletina enquanto que o FB favoreceu a predominancia de patulitrina. A FB também foi
submetido a EC, que confirmou os dados obtidos por CLAE.

Sera dada continuidade ao desenvolvimento de metodologia e validagédo de EC para
T. patula devido as vantagens do método.

Em relacdo a atividade larvicida, a FAE apresentou resultados promissores com
potencial para realizacdo de estudos posteriores frente a A. aegypti. Sugere-se que esta
atividade pode estar relacionada com a quantidade de patuletina em maior quantidade e

patulitrina em menor quantidade presente na amostra.
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ANEXO 1

Cromatogramas obtidos por meio CLAE das subfracdes da fracao n-butanol do EB das flores de T.

patula.
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Figura A1.01 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 4 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.02 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrag&o 5 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.03 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 6 da frac&o n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.04 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 10 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.05 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 11 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.

2000
2 1000 :
E 40}
0 AU
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Minutes

Figura A1.06 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢édo 14 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.07 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 18 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.08 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 20 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.09 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 21 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.10- Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 24 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.11 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrag&o 26 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.12 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 28 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.13 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 30 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al.14 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 32 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.15 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrag&o 35 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura 01.16 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracdo 36 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.17 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 41 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.18 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 47 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.19 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrag&o 49 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.20 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 51 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.21 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 55 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.22 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 56 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.23 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrag&o 59 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al.24 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢&o 60 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.25 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢éo 62 da fragdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.26 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 66 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura Al1.27 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢éo 67 da fragdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.28 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 70 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.29 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 71 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.30 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 78 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.31 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢do 79 da frag&o n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.32 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracéo 82 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.33 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 83 da fracdo n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.34 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracdo 87 da frag&o n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.35 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfracdo 89 da frag&o n-butanol do EB

de T. patula.
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Figura A1.36 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 90 da fracdo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.37 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢do 94 da frag&éo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.38 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfra¢do 96 da fragéo n-butanol do EB
de T. patula.
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Figura A1.39 - Cromatograma CLAE (A=254nm) da subfrac&o 100 da frac&do n-butanol do EB
de T. patula.



