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RESUMO

As plantas tém sido uma fonte fundamental de recursos para a humanidade e sua vasta
aplicacdo ocorre gracas a grande diversidade de moléculas produzidas pelo metabolismo
celular e pela capacidade de interagir em diferentes sistemas biologicos. A Fitoquimica é uma
subarea da Quimica de Produtos Naturais que tem por objetivo isolar e identificar metabolitos
vegetais, por meio de diversos métodos analiticos. O Brasil € um pais privilegiado no que diz
respeito a pesquisa em produtos naturais, devido a sua vasta biodiversidade. A dengue é uma
enfermidade viral transmitida pelo mosquito vetor Aedes aegpyti, responsavel também pela
transmissdo da Chikungunya e da Zyka. Essas doengas provocam febre, dores no corpo, nas
articulagdes, vémito, podem provocar ma formacéo fetal e levar a dbito. Existem relatos na
literatura de metabdlitos vegetais com atividade larvicida e inseticida com potencial utilizacdo
contra 0 mosquito vetor. Tendo por base as informacbes supracitadas, o objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo fitoquimico da espécie Helicteres velutina, buscando identificar
0s seus principais metabolitos secundarios, isolar substancias, avaliar seu teor de compostos
fenolicos e posteriormente sua possivel atividade larvicida. Para tal, foram utilizados métodos
cromatograficos, espectroscopicos e espectrofotométricos. Como resultado, foi possivel
identificar a presenca dos seguintes grupos de metabdlitos secundarios: esteroides, triterpenos
e flavonoides, com isolamento e identificacdo do flavonoide tilirosideo, relatado na literatura
com importantes atividades farmacoldgicas. O teor de fendlicos presentes no extrato foi de
26,35 mg de EAG/g. O extrato etanodlico de Helicteres velutina foi avaliado quanto ao seu
potencial larvicida frente as larvas do Aedes aegypti, apresentando excelente resultado, que
indica o seu potencial uso dessa espécie no controle da proliferacdo do mosquito. A realizacéo
deste estudo contribuiu para a ampliacdo do conhecimento acerca dos metabdlitos secundarios
produzidos pela espécie, contribuindo com a quimiotaxonomia da familia Sterculiaceae.

Palavras-Chave: Helicteres velutina; Sterculiaceae; Potencial larvicida; Fendlicos totais;
Tilirosideo.



ABSTRACT

Plants have been a fundamental source of resources for humans and their great
application is due the great diversity of molecules produced by cellular metabolism and
by the ability to interact in several biological systems. Phytochemistry is a subarea of the
Natural Products Chemistry that aims to isolate and identify plant metabolites through
analytical methods. Brazil is a privileged country in research on natural product, due its
great biodiversity. Dengue is a disease caused by a virus transmitted by Aedes aegypti
mosquito as well as Chikungunya and Zyka. These diseases cause fever, pain in the body,
in the joints, vomiting, complications in fetal formation and can lead to death. There are
reports in the literature of plants substances with larvicidal and insecticide activity that
can be used against the mosquito. Based on these informations, the objective of this work
to carry out a phytochemical study on Helicteres velutina, to evaluate, its phenolic
content, the main secondary metabolites that are present in its extract, its antioxidant
potential and its possible larvicidal activity. To accomplish our objectives, spectroscopic,
spectrophotometric and chromatographic methods were used. As the result it was
possible to identify the presence of steroids, triterpenes, flavonoids and tannins in its
extract. The phenolic content was found as 26.35 mg EAG/g of extract and it was
possible to isolate a flavonoid compound called tiliroside. The crude ethanolic extract of
Helicteres velutina was evaluated as larvicidal against larvae of Aedes aegypti, showing great
result that indicates its potential use to control the proliferation of the mosquito. This study
contributed to the increase of the knowledge about the secondary metabolites produced
by the species, also contributing to chemotaxonomy of the family Sterculiaceae.

Keywords: Helicteres velutina; Sterculiaceae; Potential larvicide; Total phenolics; Tiliroside.
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1 INTRODUCAO

As plantas tém sido a principal fonte de recursos para a humanidade, sendo
indispensdveis para o desenvolvimento das civilizagbes. Registros historicos revelam
exemplos da utilizagdo dos produtos naturais pelas civilizagdes Oriental e Ocidental que ao
longo de sua histdria, utilizaram recursos naturais na medicina, no controle de praga e em
mecanismos de defesa, o que foi indispensavel para o avango e desenvolvimento destas
(HIKAL etal., 2017; JAMSHIDI-KIA et al., 2018).

A procura por alivio e cura de enfermidades a partir da ingestdo de folhas, caules e
flores podem ter sido uma das primeiras formas de serventia dos produtos naturais. A
civilizacdo chinesa merece destaque, pois sua medicina desenvolveu-se de tal forma, que até
os dias atuais muitas espécies vegetais com fins medicinais utilizados em suas praticas sdo
estudadas em busca pelo entendimento de seu mecanismo e acdo e no isolamento de
principios ativos (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A vasta aplicagdo dos vegetais ocorre devido a grande diversidade de moléculas
produzidas pelo metabolismo celular e pela capacidade de interagir em diferentes sistemas
biolégicos. Existem diversos produtos naturais historicamente utilizados, como o &cido
salicilico (Salix alba), usado como analgésico; morfina (Papaver somniferum), utilizada como
anestésico; e o dleo de citronela, utilizado como repelente (DUARTE, 2005; MINISTERIO
DA SAUDE, 2015; PAUMGARTTEN, 2016).

Ha relatos de muitas substancias de origem natural sendo sintetizadas desde o inicio
do século passado, que vém sendo utilizadas no desenvolvimento de bioprodutos
tecnologicamente preparados, com eficacia comprovada e as mais diversas aplicacdes em
diferentes areas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Desta forma, é de total importancia que haja a realizacdo de pesquisas
multidisciplinares, envolvendo &reas de conhecimentos como Quimica de Produtos Naturais,
Fitoquimica, Metodologias analiticas, Sintese Organica, Biotecnologia, Quimiotaxonomia, etc
(BERLINCK et al., 2017).

A Fitoquimica é uma subarea da Quimica de produtos naturais que tem por objetivo
isolar metabolitos secundarios, por meio de métodos cromatograficos e conhecer as estruturas
destes, que sdo os responsaveis pelas atividades bioldgicas das plantas, por meio de anélises

com técnicas espectroscdpicas (FERNANDES, 2004; PEREIRA, 2011).
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O Brasil destaca-se por possuir uma mega biodiversidade em termos de plantas,
muitas delas encontradas apenas em solo brasileiro. Isso o coloca numa posic¢ao privilegiada
para o investimento de pesquisas em Quimica de Produtos Naturais (BERLINCK, et. al.,
2017). Estima-se que o Brasil possua cerca de 55 mil espécies catalogadas (de um total
estimado entre 350 mil e 550 mil), o que classifica como o pais com a maior diversidade
genética vegetal do mundo (FONSECA, 2012). Dados como este hos mostram 0 quanto o
nosso pais possui potencial e recursos necessarios para o investimento nas pesquisas em
Produtos Naturais para o desenvolvimento de inseticidas, cosméticos, agroquimicos, etc.

A primeira epidemia de dengue documentada clinica e laboratorialmente em territorio
brasileiro ocorreu nos anos de 1981 e 1982 e nas ultimas décadas, o pais sofreu quatro
grandes epidemias nos anos de 1998, 2002, 2008 e 2010, respectivamente. No ano de 2015,
1.649.008 casos foram registrados no pais, sendo 62,20% (1.026.226) destes notificados na
regido Sudeste. Trata-se de uma doenca epidémica que se propaga facilmente em ambientes
urbanos e de dificil controle (ARAUJO et al., 2017).

Nos anos de 1960 e 1990 o virus CHIKV, transmissor da Chikungunya, foi isolado
vérias vezes durante surtos em paises da Africa Central e do Sul. Em 2011 o virus passou a se
estabelecer nas Américas e em outros paises, e em junho de 2014 surgiram 0s primeiros casos
no Brasil. O Ministério da Salde divulgou em 2015 que até a semana epidemioldgica 15,
foram confirmados 3.371 casos (AZEVEDO, OLIVEIRA e VASCONCELOQOS, 2015).

Casos isolados de Zika virus foram detectados em 1970 em paises africanos. Em
fevereiro de 2014, foi confirmado pela primeira vez nas Américas e em 2015 foi detectado a
presenca do virus no Nordeste brasileiro (NUNES e PIMENTA, 2016). Ainda em 2015, 18
paises, fora o Brasil confirmaram a circulagdo autdctone do virus (BRASIL, 2017).

Desde de 2016, nosso pais enfrenta um dos maiores surtos de Febre Amarela, com
maiores ocorréncias na regido Sudeste. Nos estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro,
entre dezembro de 2016 e marco de 2017, foram registrados 93 casos confirmados e 22
Obitos, e 3 casos confirmados e 1 6bito, respectivamente (CAVALVANTE e TAUIL, 2017).

Diante do problema de Saude Publica relacionado aos virus transmitidos pelo A.
aegypti torna-se indispensavel o desenvolvimento de pesquisas que contribuam para
descoberta e desenvolvimento de novos agentes para controle da proliferacdo do mosquito

vetor.
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H& relatos do uso da espécie em estudo como repelente por uma tribo indigena no
estado da Bahia. Tendo em vista que varios grupos de metabdlitos vegetais tém sido relatados
como larvicidas e inseticidas, busca-se isolar substancias e verificar seu potencial uso no
controle do A. aegypti.

Segundo Santos e colaboradores (2012) existem substancias presentes em extratos
vegetais de plantas que podem ajudar a combater 0s mosquitos vetores nos estagios adultos ou
larvais e podem atuar como alternativas aos produtos sintéticos devido a sua répida
biodegradacdo e menor custo, sendo uma alternativa para combater o mosquito Aedes aegypti
L. Apesar de ja existir algumas substancias naturais utilizadas como inseticidas, como o
alcaloide nicotina, que pode ser encontrado em espécies do género Nicotiniana, 0 uso
frequente acaba por provocar a resisténcia dos mosquitos, o0 que gera a necessidade de propor
novas substancias capazes de combater 0os mosquitos (GARCEZ et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

Tomando como base o potencial larvicida e inseticida de extratos da espécie

Helicteres velutina K. Schum para agentes da espécie Aedes aegypti, o presente projeto busca:

2.1 Objetivo Geral:

A pesquisa prop6e o estudo fitoquimico da espécie Helicteres velutina, enfatizando a

busca por substancia com potencial larvicida no combate ao mosquito Aedes aegypti L.

2.2 Objetivos Especificos:

- Executar a extragcdo e isolamento de metabolitos secundarios encontrados na especie
Helicteres velutina K. Schum através de métodos extrativos e cromatograficos;

- Realizar triagem fitoquimica para identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes no extrato da
planta;

- Identificar as substancias isoladas por meio de analises espectroscépicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e 13C.

- Quantificar as concentracGes de fendlicos totais presentes no extrato;

- Encaminhar amostras da substancia isoladas para avaliacdo de suas atividades larvicida e
repelente (Profa. Dra. Fabiola da Cruz Nunes — CBiotec - UFPB).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Consideragdes gerais acerca dos metabdlitos secundarios

Metabolismo € o nome atribuido ao conjunto de reacGes quimicas que estdo
constantemente acontecendo nas células dos organismos vivos. As enzimas que se fazem
presente nestas reacOes estabelecem uma certa direcdo a estas, determinando o que se
denomina rotas metabdlicas. Essas reagBes visam, prioritariamente, aproveitar os nutrientes
para satisfazer as exigéncias fundamentais das células: energia, poder redutor e biossintese
das substancias essenciais a sua sobrevivéncia. Os produtos dessas reaces sdo chamados de
metabdlitos primarios. Ha também, vegetais, microorganismos e pequenos animais, que
apresentam um arsenal metabdlito capaz de produzir, transformar e armazenar diversas outras
substancias, que ndo estdo relacionadas diretamente a manutencdo da vida dos organismos
gue o produzem, mas a mecanismos de defesa, comunicacdo, entre outros. Estes sdo o0s
denominados metabdlitos secundarios (SANTOS, 2010).

Figura 1. Ciclo biossintético dos metabélitos secundarios
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Santos (2010) comenta que a origem de todos os metabdlitos secundarios se resume ao
metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato
(Figura 1). Dessa forma, as rotas metabolicas dos metabdlitos secundarios ndo sdo téo
abrangentes, podendo ser ativadas em certos estagios de crescimento, desenvolvimento ou em
periodos de estresse. Os metabdlitos secundarios podem se apresentar na forma livre, sendo
denominado genericamente de aglicona, ou ainda pode estar ligado a uma ou mais unidades

de acucares, dando origem aos denominados heterosideos.

3.2. Consideracdes gerais acerca dos Terpenoides

Os terpenoides constituem uma grande e diversa familia de produtos naturais,
advindas de unidades isoprénicas. O nome atribuido a estes compostos, esta diretamente
relacionado a quantas unidades isoprénicas o compdem, podendo ser classificados como
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (Tabela 1). Os esterdides sdo triterpendides
modificados. Estes compostos constituem uma ampla variedade de substancias vegetais,
sendo esta derivada do acido mevaldnico (DEWICK, 2002; SIMOES e SPITZER, 2010).

Tabela 1: Unidades basicas para formacdo dos terpenoides.

5 isopreno

monoterpendides

N’ de Unid. Numero de atomos de carbono I Nome ou classe

D
o

sesquiterpendides

20 /k/\/l\/\)\/\)\/ diterpendides

, sesterpenos

30 /k/\/k/\/k/\/‘\/\)\/\)\/ triterpendides
40 /k/\/k/vk/\/l\/\)\/\/’\/\/l\/\)\/ lelralerbcnéides

n n polisoprendides

(%)
i

xR N W &~
S
W

Fonte: SIMOES e SPITZER, (2010).
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A maneira como ocorre a formacdo dos terpenoides é fundamentalmente baseada na
reatividade do carbocétion, os quais podem sofrer reacdes de adi¢do ou eliminagdo de agua,
dando origem a compostos como alcoois, aldeidos, cetonas e mais raramente acetatos. Os
esterdides e triterpenos sdo derivados dos terpenoides. Constituem as membranas de plantas,
algas e fungos e afetam a sua permeabilidade. Na Figura 1 podemos visualizar suas unidades
basicas (DEWICK, 2002). S&o sollveis em solventes organicos e 6leos e insollveis em agua
(SIMOES e SPITZER, (2010)

Figura 2. Unidades bésicas de esteroides (A) e triterpenos (B).

3.3 Consideragdes gerais acerca dos Flavonoides.

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Trata-se de uma classe de compostos
abundantemente distribuida no reino vegetal. Podem ser encontrados em diversas formas
estruturais, porém a maioria deles possui uma unidade basica de 15 atomos de carbono
(Figura 3), constituidos por duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos entre elas.
Atualmente, sdo conhecidos cerca de 4200 flavonoides diferentes. Aqueles de origem natural,
podem apresentar-se ligados a oxigénios ou a unidades de acucares (flavonoides glicosilados)
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Figura 3: Nucleo fundamental dos flavonoides
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Os flavonoides possuem funcdes diversas nas plantas, dentre as quais, podemos citar:
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de proteger
contra insetos, fungos, bactérias e virus; atracdo de animais com finalidade de polinizacéo;
antioxidantes; controle da acdo de hormonios vegetais; agentes alelopaticos e inibidores de
enzimas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Quanto as suas propriedades fisico-quimicas, geralmente as agliconas aparecem sob a
forma de cristais amarelos. Aqueles ligados a agucares sdo solGveis em agua e em alcoois
diluidos, mas insoliveis em solventes organicos apolares. A posi¢do ocupada pela por¢édo de
acucar, o grau de instauracdo e o grau de natureza dos substituintes influem grandemente na
solubilidade da molécula e na sua capacidade de precipitar metais. Os flavonoides mais
comumente encontrados na natureza sdo (Figura 4): apigenina (A), luteolina (B) (estas
primeiras, livres ou ligadas a acucares), galangina (C), canferol (D), quercetina (E) e
miricetina (F) (ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Figura 4: Flavonoides mais comuns encontrados na natureza.
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3.4 Consideragdes gerais acerca dos Alcaloides

Os alcaloides sdo um vasto grupo de metabdlitos com uma diversidade estrutural

similar a dos terpenoides. A grande maioria (70%) derivam de vegetais, porém, também
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ocorrem em bactérias, fungos e animais. Trata-se de substancias nitrogenadas de origem
natural e distribui¢do restrita, com estruturas complexas e variadas. Podem ser encontrados
em todas as partes dos vegetais, porém um 0rgdo sempre ird acumular maior quantidade desta
substancia. Ocorrem preferencialmente em tecidos jovens. Nos vegetais, possui as funcdes de:
protecdo contra predadores, defesa contra invasdo de microorganismos, funcionam como
hormonios reguladores do crescimento e reserva de nitrogénio, reguladores do metabolismo e
da reproducao, protecao contra raios UV (HENRIQUES et al, 2010).

Henriques et al (2010) relata que, quanto a sua rota biossintética, sdo derivados de
aminoacidos que sofrem rea¢des enzimaticas simples, podendo ser caracterizados como:
- Pseudoalcaloides: sdo aqueles resultantes da transaminagdo de um esqueleto isoprenoide,
podendo ser um mono, sesqui, di, triterpeno ou esteroidal. Estes ndo sdo derivados de
aminoéacidos (Figura 5 (A)).
- Protoalcaloides: s&o aminas simples, cujo nitrogénio ndo se encontra no sistema
heterociclico. Se formam “in vivo”, a partir de aminoacidos (Figura 5 (B)).
- Alcaloides: sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica do seu nucleo

fundamental. (Figura 6).

Figura 5: A solasodina (A) é um exemplo de pseudoalcaloide; a mescalina (B), exemplo de

protocalcaloide.

0 NH,
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Figura 6: Exemplos de alcaloides propriamente ditos, com diferentes nucleos: (A) morfina, (B)
nicotina, (C) ricinina, (D) quinoleina.
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A maioria dos alcaloides ndo oxigenados, sdo liquidos a temperatura ambiente. Os
demais sdo sélidos, cristalizaveis e raramente coloridos. S&o soluveis em solventes de baixa e
média polaridade e alcool. Sua basicidade é muito variavel, o que se deve a disponibilidade de
elétrons livres do nitrogénio. Essas substancias sdo também conhecidas devido suas
propriedades alucindgenas e utilizadas como veneno. Sdo também relatadas na literatura com
propriedades farmacoldgicas, como: anti-hipertensivos, antitumorais, antimalarica,
antitussigena, entre outras (HENRIQUES et al, 2010).

3.5. Consideracdes gerais acerca das Cumarinas

As cumarinas estdo amplamente distribuidas nos vegetais, mas também podem ser
encontradas em fungos e bactérias. Estruturalmente, sdo lactonas do acido o-hidréxi-cindmico
(Figura 7). Em média, 1300 cumarinas ja foram isoladas de origem natural. S&o derivadas do
metabolismo da fenilalanina, e podem ocorrer em todas as partes da planta. A biogénese
destas substancias pode ser induzida em resposta a um estresse, por uma deficiéncia
nutricional, ou por outros metabolitos (KUSTER e ROCHA, 2010).

Figura 7: Estrutura basica da Cumarina e seu precursor.
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Podem ser classificadas como piranocumarinas ou furanocumarinas. Ocorrem sob a
forma de cristais e possuem um odor caracteristico. Trata-se de substancias florescentes e
comumente fotossensiveis. Quando em meio alcalino, ocorre a ruptura do seu anel lactdnico
(KUSTER e ROCHA, 2010).

Na industria, sdo amplamente utilizadas para producdo de cosméticos e produtos de
limpeza, devido ao odor acentuado (em geral, agradavel) e também por seu basto custo. J& na
industria farmacéutica, sdo empregadas como anticoagulantes e também utilizada na sintese
destes. Essas substancias também sdo usadas no tratamento e prevencdo de trombose
(KUSTER e ROCHA, 2010).

3.6. Consideracdes gerais acerca das Quinonas

As quinonas sdo substancias oxigenadas que podem ser derivadas da oxidacdo de
compostos aromaticos. Estruturalmente, destacam-se pela presenga do grupo 1,4-diceto-2,5-
ciclohexadieno (p-quinona) ou 1,2-diceto-3,5-ciclohexadieno (orto-quinona). Ha muitos anos,
as quinonas sdo utilizadas devido as suas atividades bioldgicas ou como fonte de corantes
naturais. Estas substancias vém apresentando uma grande variedade de atividades bioldgicas
importantes. Podem ser classificadas como: benzoquinonas (recorrente em artropodes),
naftoquinonas (recorrente em vegetais) e antraquinonas (comuns em vegetais)
(FALKENBERG, 2010).

Figura 8: Estruturas das (A) benzoguinonas, (B) naftoquinonas, (C) antraquinonas.
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Estas substancias se apresentam-se na forma cristalina de cor amarela ou vermelha,
raramente, azuis, verdes ou pretas. Quanto as suas propriedades bioldgicas, possuem o papel

de defesa contra outros organismos e patdgenos. Apresentam atividade alelopatica, ou seja, a
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producdo e excrecdo para o ambiente de substancias capazes de inibir a germinagéo de outras
espécies nas proximidades (FALKENBERG, 2010).

3.7. Consideracdes gerais acerca dos Taninos

Segundo Mello e Santos, (2010), os taninos sdo substancias fendlicas soltveis em agua
com alto peso molecular, variando entre 500 e 300 u.m.a., que sdo capazes de formar
complexos insoliveis em agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Estas substancias
sd0 essenciais componentes gustativos, responsaveis pela adstringéncia de diversos frutos e
produtos oriundos de vegetais. Ocorrem geralmente, em pele de frutas e casca de planta.
Podem ser classificados como:

- Taninos hidrolisaveis: trata-se de ésteres de glicose (ou compostos semelhantes) e de &cidos
fenolicos &cido galico (taninos galicos) ou acidos hexahidroxidifénico e seus derivados
(taninos elagicos). Podem ser hidrolisados por enzimas ou por acidos.

- Taninos condensados (Figura 9): sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensacéo de duas ou mais unidades flavonoidicas. Estes ndo podem ser hidrolisados e
ndo apresentam acgucares em sua composicdo (MELLO e SANTOS, 2010).

Figura 9: Exemplo de tanino condensado: catequina.
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O papel biolégico dessas substancias esta relacionado a defesa dos vegetais contra
microorganismos patogénicos, defesa quimica das plantas contra o ataque de herbivoros,
vertebrados ou invertebrados, diminuicdo da palatabilidade e da digestdo dos predadores. Os
taninos também possuem importantes atividades farmacologicas, tais como: capacidade de
precipitar metais pesados e alcaloides, dando-lhes a caracteristica de antidoto contra

intoxicacOes; externamente, possuem acgdo cicatrizante, hemostaticos e reepitelizantes;
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internamente, sdo antidiarreicos; devido a sua capacidade de precipitar proteinas, possuem um
poder antimicrobiano e antifingico (MELLO e SANTQOS, 2010).

3.8. Consideracdes gerais acerca das Saponinas

Saponinas sdo glicosideos oriundos de esteroides ou de terpenos policiclicos. Assim
como 0s taninos, sdo substancias de elevado peso molecular (600 a 2000 u.m.a.) e ocorrem
como misturas complexas pelo fato de estarem ligadas a diversas estruturas de aglcares ou
ainda pela presenca de muitas agliconas. Sao caracteristicas por possuirem uma parte de sua
estrutura lipofilica (esteroide ou triterpeno) e outra parte hidrofilica (aclcares), o que
determina acOes detergente e emulsificante (Figura 10). Podem ser classificadas como
saponinas: neutras (nucleo fundamental da aglicona € esteroidal), basicas (nucleo fundamental
da aglicona, também é esteroidal) ou triterpénicas (ndcleo fundamental da aglicona séo
triterpénica) (SCHENKEL, GOSMAN e ATHAYDE, 2010).

Figura 10: Exemplos de estruturas de saponinas (A) solasodina, (B) matesaponina.
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Estas substancias formam espuma persistente e abundante em solucdo aquosa e séo
altamente solGveis em agua. Apresentam-se como substancias sélidas, brancas ou amareladas,
geralmente amorfas, porém cristalizaveis e de sabor amargo. Quanto as suas propriedades

bioldgicas e farmacoldgicas: s@o capazes de complexar esteroides, proteinas e fosfolipideos

27




de membranas, 0o que aumenta a permeabilidade e 0 movimento de ions e agua; possuem
atividade antifungica, antiviral e espermicida (SCHENKEL, GOSMAN e ATHAYDE, 2010).

3.9. A necessidade pela busca de substancias larvicidas.

O Aedes aegypti € um mosquito presente em todas as Unidades da Federacdo
Brasileira, disseminado em torno de 4.523 municipios, sendo responsavel pela transmissao da
dengue (ZARA et. al., 2016). Estima-se que, em meédia, 2,5 milhGes de pessoas esta sob
ameaca de ser acometido pela doenga, e isso implica dizer 40% da populagdo mundial. Dentre
essas, 50 a 100 milhdes sdo infectadas pelo virus, 500.000 contraem o quadro de dengue
hemorragica, e aproximadamente 22.000 chegam a 6bito (PAIXAO, 2013). Nos anos de 2014
e 2015, outros dois virus surgiram no pais, também transmitidos pelo Aedes aegypti: o
Chikungunya virus (CHIKV) e o Zika virus (ZKV). Os principais sintomas associados a estes
virus sdo febre, dores nas articulacbes, problemas neuroldgicos e ma formacéo fetal, a
exemplo da microcefalia (FERNANDES, 2017).

E notdria a necessidade de estudos e investimentos na busca por novos inseticidas e
larvicidas eficazes no controle do mosquito bem como de suas larvas. “As plantas produzem
metabolitos secundarios como os flavonoides, alcaloides e terpenoides que coevoluem com 0s
insetos e micro-organismos, tornando-se fontes naturais de substancias inseticidas”
(GUARDA et. al., 2016, p. 244). Utilizar tais matérias primas a fim de preparar extratos para
serem usados contra 0s mosquitos apresenta maior vantagem se comparados aos inseticidas
sintéticos, pois o0s principios ativos presentes sdo mais biodegradaveis e também menos
prejudiciais a satde humana e ao meio ambiente (GUARDA et. al., 2016).

Ha relatos na literatura de que as plantas sdo fontes promissoras de substancias
bioativas com diversidade estrutural e também variadas atividades contra insetos. Atualmente,
0s produtos naturais de origem vegetal tém sido estudados devido as suas propriedades
larvicidas, pelo fato de haver maior facilidade de controlar a proliferacdo do mosquito vetor
guando estes se encontram imdveis e acessiveis, pois 0s agentes larvicidas atuam no habitat
de reproducdo, antes que 0s mosquitos possam se dispersar (FERNANDES, 2017).

Garcez et al (2013), realizou um levantamento bibliografico de substancias isoladas de
plantas, pertencentes a diversas classes de metabdlitos secundarios, entre elas, estdo:

quinonas, rotenoides, flavonoides, cromanonas, estilbenos, fenilpropanoides, cumarinas,
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lignanas, lactonas, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e saponinas, todas elas com
atividade larvicidas comprovada contra o Aedes aegypti. Desta maneira, percebe-se que as
plantas sdo uma fonte promissora de substancias ativas contra 0 mosquito vetor.

Estudos ja realizados com extratos do caule da espécie Croton linearifolius Mull. Arg.
(Euphorbiaceae) e folhas da espécie Croton argyrophyllus mostraram que estas plantas
possuem principios ativos capazes de matar entre 55% a 65% das larvas, dentro de 24h
(CRUZ et. al., 2015; SILVA et. al., 2014).

Estudos realizados com a espécie Agave sisalana mostram que o EBB das partes
aéreas desta planta possui promissores resultados frente as larvas do quarto estagio (L4) de
Aedes aegypti (NUNES, et al 2015).

Ante a importancia dos metabolitos secundarios vegetais na busca por substancias
bioativas, optou-se por escolher uma planta ja bastante conhecida devido ao seu uso popular,

pertencente a familia Sterculiaceae, que se faz amplamente presente na flora nordestina.
3.10. A familia Sterculiacea

Formada atualmente por cerca de 70 géneros e 1500 espécies, a familia Sterculiaceae é
composta por trés familias inferiores: Sterculioideae, Helicterioidee e Byttnerioideae, sendo
que, a grande parte das espécies encontradas no Brasil estd distribuida nas tribos
Helicterereae, Byttnerieae, Theobromeae e Hermannieae. A maior ocorréncia das
Sterculiaceaes se déa exclusivamente na Africa, Asia e Oceania (APG, 2016). Ocorre também
nos Estados Unidos e se estende até a Ameérica do Sul, contemplando todo o territorio
brasileiro. Ha relatos de utilizacdo das plantas desta familia para os mais diversos fins
(GONCALEZ, 2013).

A Waltheria viscosissima, conhecida popularmente como “malva viscosa” ¢ uma
planta pertencente & familia das Sterculiaceae e é utilizada na medicina popular por possuir
propriedades emolientes, expectorantes e antitussigenas, além de ser usada para tratar Glceras
mal curadas (ROLIM, 2015). Da Guazuma ulmifolia Lam, também pertencente a esta familia,
extrai-se o popular “6leo de mutamba”, utilizado para combater a queda de cabelos, caspa,
seborreia e outras infec¢cbes no couro cabeludo (CARVALHO, 2007), a Theobroma
grandiflorum, conhecida como cupuacu é altamente rica em fendlicos, substancias conhecidas
por seu potencial antioxidante (PUGLIESE, 2010), além da Theobroma cacao, que possui
atividade estimulante do SNC (FERNANDES, 2017).
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Além destas espécies citadas acima, ha uma vasta variedade de plantas que pertencem
a familia Sterculiaceae das quais ja foram isolados metabdlitos secundérios das mais diversas
classes, com atividades bioldgicas e farmacoldgicas comprovadas na literatura. No Quadro 1

abaixo, podemos visualizar alguns constituintes quimicos isolados de plantas desta familia.

Quadro 1. Constituintes quimicos isolados de plantas pertencentes a familia Sterculiaceae: (1)
Canferol, (2) Teobromina, (3) Chamaedrona, (4) Walteriona-A, (5) Acido esterculico, (6) B-sitosterol,
(7) Antidesmona, (8) Acido palmitico, (9) Epicatequina, (10) Acido miristico, (11) Tilirosideo, (12)
Cafeina.

\OH T

CH,(CH,), /(CH2)7C03H

10 11 12

Fonte: Adaptado de FERNANDES, (2017).
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Todos estes constituintes quimicos possuem atividades farmacoldgicas comprovadas
na literatura, sendo elas (1) antioxidante; (2), (12) estimulante do SNC; (3), (4), (7), (10)
antimicrobiana; (5) antifungica; (6) hipoglicemiante; (11) hepatoprotetora; (9) hipotensor; (8)
gastroprotetora (ALMEIDA, 2017; CHAVES et al, 2004; COSTA et al, 2010; DIAS, 2005;
GALINA, 2005; GRESSLER, 2006; MOREIRA et al 2011; NAVARRO, 2010; OLIVEIRA,
2014; PUGLIESE, 2010; REID et al, 2005).

De acordo com Rahman (2012), um sesquiterpeno que foi isolado da espécie
Mansonia gagei Drumm (Sterculiaceae) mostrou grande eficacia como larvicida, matando o
Aedes aegypti com a minima concentracdo do extrato de diclorometano. Fernandes et. al.,
(2017) relata que a espécie Helicteres velutina K. Schum da familia Sterculiaceae, é utilizada

na Bahia como inseticida e repelente de insetos.

3.11. Informagdes acerca do género Helicteres e da espécie Helicteres velutina.

Fernandes (2017) relata que o género Helicteres é um dos mais estudados da familia
Sterculiaceae, e véarios de suas espécies sdo comprovadas com atividades medicinais.
Podemos visualizar no Quadro 2 espécies estudadas deste género e suas respectivas atividades

farmacoldgicas.

Quadro 2: Algumas espécies de Helicteres e suas atividades farmacoldgicas relatadas na literatura.

Espécies Atividades farmacoldgicas
Helicteres sacarolha Anti-hipertensiva, antiulcerogénica.
Helicteres isora Antioxidante, anticancer, antimicrobiana.
Helicteres angustifolia Analgésica, antiinflamatdria, antimicrobiana,

anticancer, atua contra hepatite B.

Helicteres baruensise Antimicrobiana.

Helicteres grazumifolia Antifungica.

Fonte: adaptado de FERNANDES, 2017.

Popularmente conhecida como “pit6”, Helicteres velutina (Figura 10), é uma planta
encontrada exclusivamente no Brasil, especificamente nas regides Nordeste e Sudeste. Pode
ser encontrada em solos arenosos ou rochosos, entre o Cerrado e a Caatinga (ESTEVES,
2015).




Estudos comprovam que o extrato etanolico bruto das raizes e do caule desta planta é
capaz de matar larvas do Aedes aegypti. Além disso, a planta j& € utilizada como repelente
pela tribo indigena Pankaré, localizada no estado da Bahia. Em termos de substancias
presentes em seu metabolismo secundario, estudos fitoquimicos mostraram a presencga apenas
de: um triterpeno, trés flavonoides e um esteroide da espécie, 0 que nos mostra ser necessario
um estudo mais aprofundado dos metabdlitos secundarios de H. velutina (FERNANDES,
2017).

Figura 11: Helicteres velutina K SCHUM.
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Fonte: FERNANDES, (2017).
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta e identificagdo botanica do material

As partes aéreas da espécie Helicteres velutina, foram coletadas no municipio de
Jeremoabo, no estado Bahia. A identificacdo do material botanico foi realizada pela
Professora Dra. Adilva de Souza Conceic¢do (Universidade do Estado da Bahia), tendo uma
exsicata depositada no Herbario da mesma instituicio (HUNEB — Herbario da Universidade
do Estado da Bahia; Colecdo Paulo Afonso), sob o codigo 28709-1.

A presente pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, sob codigo AE1E834.

4.2. Obtencdo do Extrato Etandlico e suas Fases

A planta (5000g) foi seca em estufa com ar circulante a 40°C por 72h. Posteriormente,
foi triturada com auxilio de um moinho mecanico, e o pd obtido (1976g) submetido a extracdo
por maceragdo. O extrato obtido foi levado ao rotaevaporador para ser concentrado sobre
pressdo reduzida, obtendo-se assim o extrato etandlico bruto (EBB). Em seguida, o EBB foi
particionado pelo método liquido-liquido utilizando solventes orgéanicos de diferentes
polaridades: hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, a fim de se obter as suas
respectivas fases.

Os procedimentos de extragdes e de particionamento foram realizados no laboratério
de Fitoquimica do Programa de Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPGPNSB) no Centro de Ciéncias da Saude (UFPB — Campus | — Jodo Pessoa-PB). Todos 0s
demais procedimentos que serdo descritos abaixo foram realizados nos laboratérios de
Quimica Organica e Bioquimica no Centro de Ciéncias Agrarias (UFPB — Campus Il — Areia-
PB).

4.3. Triagem fitoquimica

Esta etapa consiste na identificacdo dos grupos de metabolitos secundarios
majoritariamente presentes na composicdo do extrato da espécie, por meio de reacOes

colorimétricas e de precipitacdo. O procedimento foi realizado seguindo a metodologia de


https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx
https://sisgen.gov.br/paginas/home.aspx

Matos (1997). Os testes realizados estdo descritos a diante e podem ser observados no Quadro

3 abaixo.

Quadro 3: Testes realizados para identificacdo de seus respectivos metabolitos secundarios

Alcaloides Cumarinas Esteroides e | Flavonoides | Quinonas Saponinas | Taninos
Triterpenos

Reacdes de | Fluorescéncia | Reacdo  de | ReacBes de | Reacdo de | Teste da | FeCls e

Dragendorff e | sob a luz UV | Liebermann- | Shinoda e | Borntrager. | espuma. precipitacdo

Mayer. (254nm). Burchard. AIClI; de proteinas.

4.3.1 Flavonoides

Foram feitas duas reagdes para caracterizacao de flavonoides, a reacdo de Shinoda e a

reacdo com Cloreto de Aluminio.
e Reacdo de Shinoda:

Pesou-se 30 mg da amostra e solubilizou-se em aproximadamente 3 mL de etanol. Em
seguida foi colocado cerca de 2mL do extrato alcodlico em um tubo de ensaio, adicionou-se 4
fragmentos de Magnésio metédlico e 0,5 mL de HCI concentrado, observando-se o
desenvolvimento de coloragédo avermelhada.

Resultado positivo — coloracgdo résea a vermelha.
4.3.2 Alcaloides

Para caracterizacdo de alcaloides foram realizadas reacdes de precipitacdo com o0s
reagentes de Dragendorff (solucdo de iodeto de potéassio e subnitrato de bismuto) e Mayer
(solucdo de iodeto de potéssio e cloreto de mercurio).

e Reagente de Dragendorff:

Pesou-se 50 mg da amostra e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5 gotas

de HCI concentrado a amostra e 10 gotas do reagente Dragendorff.

Resultado positivo— presenca de precipitado alaranjado.

¢ Reagente de Mayer:
Pesou-se 50 mg da amostra e solubilizou em etanol, em seguida foi adicionado 5 gotas
de HCI concentrado a amostra e 10 gotas do reagente Mayer.

Resultado positivo— presenca de precipitado branco.
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4.3.3 Quinonas

Realizou-se a reagdo de Borntrager. Pesou-se 10 mg da amostra, solubilizou em 0,5
mL de metanol e adicionou 1,5 mL de agua destilada. Em seguida transferiu-se a solugdo para
um tubo de ensaio e adicionou 5mL de cloroférmio. Agitou e foi deixado em repouso por 10
minutos. Com uma pipeta foi retirada a fase cloroférmica e transferida para outro tubo de
ensaio. Neste, foi adicionado 1mL de solugdo de NaOH a 10%.

Resultado positivo— coloracéo rosa/purpura na fase aquosa.

4.3.4 Cumarinas

Pesou-se 5 mg da amostra e solubilizou em 3 mL de metanol. Em seguida gotejou-se o
extrato alcodlico em duas regides diferentes de uma tira de papel de filtro. Sobre uma das
regides foiaplicadauma gota de solucdo de NaOH a 10% e comparou-se a fluorescéncia sob
luz ultravioleta.

Resultado positivo — desenvolvimento de fluorescéncia verde-amarelada ou azulada.

4.3.5 Esteroides e Triterpenos

Realizou-se a reacdo de Liebermann-Burchard (anidrido acético - éacido sulfurico
concentrado). Pesou-se 5 mg da amostram e solubilizou em 2 mL de cloroférmio. Em seguida
transferiu-se a parte solivel em cloroférmio para um tubo de ensaio e foi adicionado 1mL de
anidrido acético e 3 gotas de &cido sulfarico concentrado.

Resultado positivo — coloracéo verde azulada.

4.3.6 Saponinas

Pesou-se 5 mg da amostra e solubilizou em 2 mL de &gua destilada. Em seguida
transferiu-se a parte solivel em &gua para um tubo de ensaio com tampa. Agitou por 3
minutos. Deixou em repouso por 15 minutos.

Resultado positivo — formacao de espuma persistente.

4.3.7 Taninos

Foram realizadas duas reacgdes para caracterizagao de taninos:

e Reacdo de coloragéo:
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Pesou-sel0 mg da amostra e solubilizou em 1 mL de metanol. Em seguida foi
adicionado 4mL de &gua destilada e 5 gotas de solugdo de FeCls a 20%.
Resultado positivo — coloracao azul para taninos hidrolisaveis e coloragéo verde para

taninos condensados.

e Reacdo de precipitacdo de proteina:

Transferiu-se a 2mL da solucdo da amostra com metanol e agua destilada para um
tubo de ensaio. Em seguida foram adicionadas2 gotas de HCI concentrado e solucdo de
proteina (albumina) a 2% gota a gota.

Resultado positivo — formacéo de precipitado ou turvacao.

Na reacdo de coloracdo foi utilizado o cloreto férrico, que em solugdo, produz uma
forte coloracdo azul para taninos hidrolisaveis, e coloracdo verde para taninos condensados.
Porém esta reacdo nao é especifica para taninos, pois pode apresentar resultado positivo na
presenca de fenolicos em geral, entdo para confirmar a presenca de taninos utilizou-se a
reacdo de precipitacdo de proteinas (MELLO e SANTQOS, 2010).

4.4. Isolamento dos Constituintes Quimicos e Identificacdo Estrutural

Uma aliquota de 5g da fase acetato de etila do EBB, foi submetida a cromatografia de
coluna, utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase mdvel.
Foram obtidas 20 fracGes no processo. As fragcdes obtidas foram analisadas por cromatografia
em camada delgada analitica (CCDA), e as fracdes de 7-15 foram reunidas de acordo com o0s
seus similares fatores de retencdo e recromatografadas em Sephadex sucessivas vezes, até
obter-se um p6 amarelo, que se demonstrou como uma mancha unica em CCDA.

Apoés a purificacdo da substancia, caracterizada como Hv-1, esta foi submetida a
CCDA novamente, a fim de ser comparada com padrGes de flavonoides ja conhecidos
(quercetina, rutina e tilirosideo), devido ao fato de esta ter apresentado caracteristicas que dao
indicios de que se trata de uma substancia pertencente a esta classe de metabdlitos.

Por fim, a amostra purificada foi submetida a analise espectroscopica de Ressonancia

Magnética Nuclear de *H e *C unidimensionais, para realizacio de sua elucidagdo estrutural.
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4.5. Determinacéo de fendlicos totais

Para quantificacdo dos fendlicos totais presentes no EBB, seguimos a metodologia de
Gulcin et al (2004), pelo método espectrofotométrico, fazendo uso do acido galico como
padrdo de referéncia.

Foi elaborada uma curva padréo de acido galico, com as concentracdes de 125; 62,5;
31,25; 15,125 e 7,5625 pg/mL.

A solucdo contendo o extrato para a leitura no espectrofotdmetro (UV-Vis), foi
preparada da seguinte maneira:

- 100uL da solugdo amostral (amostra a ser analisada ou padréo);

- 50uL do reagente de Folin-Ciocalteu;

- 6mL de agua destilada;

- 2mL de solucdo de Na2CO3 (15%);

- Por fim, o volume foi aferido para 10 mL e todas s analises feitas em triplicata.

As amostras vegetais foram solubilizadas em metanol, para preparacéo de uma solugéo
de 1000 mg/L (solucdo amostral). As solucdes-teste permaneceram em repouso por 2h e, apds
este periodo, foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotbmetro, no comprimento
de onda 760nm. Os resultados obtidos foram expressos em mg de EAG/g de extrato
(equivalentes de &cido gélico por grama de extrato).

Apos a realizacdo das leituras, foi gerado o gréfico de regressdo linear (Origin 6.0) e a

equacao da reta para a obtencdo dos resultados em mg de EAG/ g de extrato.

4.6. Avaliacao da atividade larvicida de H. velutina

A atividade larvicida do EEB de H. velutina foi avaliada seguindo as recomendagfes
da Organizacdo Mundial de Saude (1970). As larvas do quarto estagio do A. aegypti (L4)
foram obtidas do Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba. O EEB foi diluido em agua destilada (10
mL) em diferentes concentragbes (0,1 a 10 mg/mL). Vinte larvas de estidgio L4 foram
transferidas para tubos Falcon contendo as solucdes do EEB H. velutina em diferentes
concentragdes. Um grupo de controle foi preparado usando apenas agua. Um grupo controle

positivo foi preparado usando uma solucdo padrdo dos inseticidas Imiprothrin 0,02%,

37



Permetrin 0,05% e Esbiothrin 0,1%. Os tubos foram incubados por 24 horas a 28 + 4 ° C,
durante 12 horas de luz natural e 12 horas de escuriddo. A mortalidade das larvas foi

verificada apos 24 h de incubacdo. Todos os testes foram realizados em triplicata. Utilizou-se

o software GraphPad Prism 5.0 para calcular CLsq.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Resultados da triagem fitoquimica

Os testes para identificacdo de metabolitos secundarios foram positivos apenas para

esteroides, triterpenos e flavonoides, descritas no Quadro 4 abaixo:

Quadro 4. Identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes na Helicteres velutina

Metabolitos secundarios Resultado Testes
Alcaloides Negativo Reacdo de Drangerdoff e
Mayer
Cumarinas Negativo Fluorescéncia sob a luz UV
(254nm).
Esteroides e Triterpenos Positivo Reacéo de Liebermann-
Burchard
Flavonoides Positivo Reacdo de Shinoda
Quinonas Negativo Reacdo de Borntrager
Saponinas Negativo Teste da espuma
Taninos Negativo FeCls e precipitacao de

proteinas.

Como ja descrito na metodologia, o resultado para presenca de esteroides e triterpenos se da

pelo surgimento de coloracdo verde azulada, devido a perda da hidroxila e ativacdo do sistema

conjugado do nucleo esteroidal (Figura 12).

Figura 12: reacdo de identificacdo para esteroides e triterpenos.
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Ja para a confirmacdo da presenca de flavonoides pela reacdo de Shinoda, pode ser
comprovada pelo surgimento de uma coloracdo rosea avermelhada, devido a ligagcdo do ion

CIl- com o oxigénio do presente dentro do anel C do flavonoide (Figura 13).

Figura 13: Reacdo para identificacdo de flavonoides pelo reagente de Shinoda.
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E natural que os metabélitos secundarios tenham sua biossintese restrita a algumas
espécies, cuja importancia bioldgica nao esta relacionada com o metabolismo basico, ou seja,
estdo relacionados com as estratégias de defesa ou sobrevivéncia da planta (SANTOS, 2010;
SILVA et al, 2010). Desta forma, pode-se justificar o fato de algumas classes de metabdlitos
ndo se fazerem presente na espécie em estudo.

Os nucleos de esteroides e triterpenos possuem quase a mesma origem biossintética,
justificando assim o fato de estes serem detectados em Unico teste. Constituem uma classe de
substancias com diversas propriedades farmacol6gicas relatadas na literatura e pelo fato de
serem também substancias de baixa toxicidade, despertam interesses em pesquisas
(FERNANDES, 2017; ZUANAZZI e MONTANHA, 2010).

Estudos relatam que os triterpenos sdo responsaveis pela atividade no tratamento de
queratose actinica, uma lesdo na pele causada pelo sol que provoca manchas avermelhadas ou
acastanhadas, com superficie aspera e sdo considerados inibidores do HIV (SILVA, DUARTE
e VIEIRA FILHO, 2014). Apesar de serem compostos muito frequentes em plantas e
possuirem inumeras atividades bioldgicas, poucos compostos desta classe apresentam
atividade contra larvas de Aedes aegypti (GARCEZ et al, 2013).

Estudos fitoquimicos previamente realizados confirmam a presenca de flavonoides,
esteroides e triterpenos na espécie H. velutina (FERNANDES, 2017).

Os flavonoides séo substancias abundantes em diversos frutas e hortalicas, fazendo-se
muito presente na alimentacdo humana. S&o substancias relatadas na literatura com atividades

antivirais, antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral, entre outras. Também sdo consideradas
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substancias com baixa toxicidade, constituindo-os um grupo de metabdlitos secundarios com
grande potencial terapéutico e curativo (ZUZZANI e MOTANHA, 2010). Garcez et al (2013)

também relata que compostos dessa classe de substancias possuem potencial larvicida.

6.2. ldentificacéo estrutural da substancia Hv-1

A substéncia isolada apresentou-se como um p6 amarelo. A analise do seu espectro de
RMN !H, realizada a 400MHz, tendo como solvente o DMSO, apresentou sinais entre & 3,10
e 0 5,30, que corresponde a regido em que aparecem acgucares ¢ também on 7,98 e d 6,1,
correspondente a regido em que sinalizam substancias fendlicas. Estes sinais podem ser
observados na Figura 14.

Os sinais para dois dubletos em 6+ 7,98 e 6 6,79, e J=8,9 Hz observados na extenséo
do espectro de RMN !H (Figura 15), indica um acoplamento orto, correspondente aos
hidrogénios nas posi¢cdes H-2’/H-6" e H-3’/H-5°, respectivamente, indicando um sistema
AA’BB’. Sinais similares foram relatados por Fernandes (2017), sendo estes sinais
caracteristicos da presenca de um anel B, pertencente a um nucleo flavonoidico.

No entanto, ainda na expansdo do espectro de RMN *H (Figura 16), podemos observar
sinais adicionais na regido de hidrogénios oximetinicos, e ainda um dubleto com 6 5,43 (J=7,3
Hz), indicando a presenca de um carbono anomérico sendo estes associados a presenca de
uma unidade glicosidica, uma glicose, ligada a aglicona Canferol.

Foi perceptivel ainda, a presenca de mais um sistema AA’BB’ no espectro de RMN
'H, devido a presenca de um outro par de dubletos em § 7,35 (J=8,5 Hz) e outro em § 6,77
(J=8,5 Hz). Associando este segundo sistema AA’BB’ a dois dubletos em 6 7,33 e & 6,09,
(ambos J=16 Hz), tipicos de hidrogénios olefinicos em posicdo trans, pode-se afirmar que esta
substancia possui ainda uma unidade p-cumaroil em sua estrutura. Teles et al (2015) e
Fernandes (2017) obtiveram resultados similares. Todas essas informacdes podem ser
descritas na Figura 17 abaixo.

Quanto aos resultados da analise de RMN C (Figura 18) para a substancia Hv-1, os
sinais obtidos apontaram para a presenca de 30 &tomos de carbono. Podemos observar a
presenca de dois carbonos carbonilicos, um em C-4 com um sinal de 8176,7 e outro com sinal
de 8166,2 em C-9°*°. Constatou-se ainda sinais de §115,8 e 5130,1 relacionados a dois anéis

aromaticos para-substituidos e um sinal de 5101,4 referente a um carbono anomeérico C-1".
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Figura 14: Espectro de RMN *H 5, DMSO, 400 MHz) de Hv-1.
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Figura 15: Expanséo 1 do espectro de RMN *H (8, DMSO, 400 MHz) de Hv-1.
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Figura 16: Expansédo 2 do espectro de RMN *H (8, DMSO, 400 MHz) de Hv-1.
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Figura 17: Expanséo 3 do espectro de RMN *H (8, DMSO, 400 MHz) de Hv-1.
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Figura 18: Espectro de RMN 3C (5, DMSO, 100 MHz).
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Na Tabela 2, podemos observar os dados obtidos com as analises de RMN,
comparados com os dados da literatura (Gomes et al, 2011).

Tabela 2. Dados de RMN *H e 3C para a substancia Hv-1 comparados com os de Gomes et al 2011.

c Gomes et al 2011 Hv-1
8H (Hz) dc 8H (Hz) dc

2 - 157,1 - 156,6

3 - 133,5 - 132,9

4 - 177,9 - 176,7

5 - 161,7 - 161,0

6 6,13 (1H:d, J=2) 99,3 6,12 (1H; d, J=2,0) 99,6

7 - 164,7 - 164,1

8 6,38 (1H; d, J=2) 94,2 6,35 (1H; d, J=2,0) 94,1

9 - 156,9 - 155,8

10 - 104,3 - 102,5

1’ - 121,3 - 120,7

2 7,98 (2H; d, J=8,8) 131,3 7,97 (2H; d, J=8,9) 130,1

3’ 6,79 (2H; d, J=8,8) 116,3 6,84 (2H; d, J=8,9) 115,8

4 - 160,5 - 160,0

5 6,79 (2H; d, J=8,8) 116,3 6,84 (2H; d, J=8,9) 115,8

6’ 7,98 (2H; d, J=8,8) 131,3 7,97 (2H; d, J=8,9) 130,1

1 5,43 (1H; d, J=7,3) 101,4 5,43 (1H; d, J=7,5) 101,4

27 3,22-3,40 (m) 748 3,35-3,19 (m) 742

3 3,28 (m) 76,7 3,35-3,19 (m) 76,3

4 3,18 (m) 70,5 3,16 (m) 69,9

57 3,40 (m) 746 3.25 (M) 741

6 4,04 (d, J= 11) - 4,27 63,4 4,27 (1H; dd, J=2,0 e 62,9

(dd, J=11 ¢ 6,6) 11,8) e 4,02 (1H; dd,
J=6,4e11,8)

1’ - 1254 - 1247
27e6” 7,34 (2H; d, J=8.5) 130,7 7,35 (2H; d, J=8,5) 130,6
37 e5” 6,78 (2H; d, J=8,5) 115,6 6,77 (2H; d, J=8,5) 115,0

4> - 160,3 - 159,9

7’ 7,32(1H; d, J=16) 145,2 7,33 (1H; d, J=16,0) - 144,6

8’ 6,09 (1H; d, J=16) 1141 6,09 (1H; d, J=16,0) 1135

9’ - 166,7 - 166,2

OH-5 12,55 (s) - 12,59 (s) -

Fonte: Adaptado de Gomes et al, 2011.

Diante das informagdes obtidas por meio dos espectros de RMN H e RMN 3C,
juntamente com os dados da literatura, podemos afirmar que a substancia isolada, trata-se de
um canferol-3-O-B-D- (6’’-E-p-coumaroil) glicosideo (Figura 19), também conhecido como
tilirosideo.

O tilirosideo & um flavonoide glicosilado ligado a um grupo coumaroil, que ja foi
reportado em diversas outras espécies da familia Sterculiaceae (CARIDADE et al, 2018;
FERNANDES, 2017; GOMES, 2011; ROLIM, 2015; TELES et al, 2015), o que faz dessa

substancia um marcador taxondmico desta familia.
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Na literatura, estd substancia j& foi relatada com diversas atividades farmacoldgicas,
tais como: vasorelaxante, antibacteriana, antioxidante, hipolipidémica, analgésica,
antiinflamatéria e antiparasitaria (FALCAO-SILVA et al., 2009; SCHINELLA et al., 2007).

Figura 19: Estrutura elucidada: canferol-3-O-B-D- (6°’-E-p-coumaroil) glicosideo,

Tilirosideo.

Amostras desta substancia juntamente com os demais extratos da espécie em estudo,
estdo sendo avaliados quanto a atividade larvicida e repelente, pela Profa. Dra. Fabiola da
Cruz Nunes (CBiotec — UFPB — Campus ).

6.3. Resultados para determinacéao dos fenolicos totais

O Reagente de Folin-Ciocalteau, utilizado para determinacdo dos fenolicos totais,
consiste de mistura dos &cidos fomolibidico e fosfotungstico, na qual o molibdénio se
encontra no estado de oxidagdo (VI) (caracterizado pela cor amarela no complexo Na-
2M004.2H20); no entanto, quando em contato com agentes redutores, como 0S compostos
fenolicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis, cuja coloragédo
permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras (Figura 9) (AGBOR et al.,
2014).

Na Tabela 3 podemos visualizar os resultados para as médias das absorbancias obtidas

das amostras testadas.
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Tabela 3: Concentragao de fenolicos totais do extrato etandlico bruto de Helicteres velutina.

Concentracdo | Absorbancia Absorbancia Absorbéancia Média e Concentracao
do extrato (12 amostra) desvio padrdo | de fendlicos
(22 amostra) (3% amostra) (mg de EAG/g
(mg/L) de extrato)
1000 0,019 0,026 0,027 0,024 +£0,002 26,35

O valor quantificado de fendlicos totais foi calculado a partir da equacao da reta obtida

pela curva de calibracdo do padrdo de acido galico (Figura 20), sendo este de 26,35mg de

EAG/g de extrato. Os valores obtidos para as espécies Sida micranthum e Wissadula

periplocifolia, plantas pertencentes a mesma familia da foram de 39,37 mg de EAG/g, e 45,68
mg de EAG/g (OLIVEIRA et al, 2012).

Figura 20: Curva de calibracéo do acido gélico.
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Um grande ndmero de efeitos benéficos a saude tem sido atribuido aos compostos

fenolicos, que podem ser encontrados em frutas, vegetais, chds e vinhos. Estudos

epidemioldgicos, clinicos e in vitro retratam diversos efeitos bioldgicos diretamente ligados

aos compostos fendlicos da dieta, tais como: atividades antioxidante, antiinflamatoria,

antimicrobiana e anticarcinogénica (ABE et al, 2007).

Os compostos fendlicos encontrados nos vegetais podem possuir estruturas variadas,

como os &cidos fendlicos, derivados da cumarina, taninos e flavonoides, que atuam no

organismo como agentes redutores, sequestrantes de radicais livres, quelantes de metais ou
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desativadores do oxigénio. De acordo com os 6rgdos de salde publica como OMS, fazer uso
continuo de antioxidantes sintéticos pode ser associado com aparecimento de doencas. Sendo
assim, a pesquisa por antioxidantes naturais tem crescido no mercado farmacéutico e
industrial, pelo fato de estes compostos estarem associados a manutencdo das propriedades
organolépticas dos alimentos e também pelo consumo destas substancias estarem diretamente
ligados a melhor qualidade de vida (FERREIRA et al, 2016).

6.5 Avaliacdo do potencial larvicida do EEB de H. vetlutina

A mortalidade média das larvas de A. aegypti (L4) em cada concentragdo de extrato
etandlico bruto (EEB) é mostrada na Tabela 4. A concentragdo de 10,0 mg / mL foi capaz de
matar 100% das larvas. Concentracdes de 7,5, 5,0, 3,5, 2,5, 1,0 e 0,1 mg / mL causaram a
morte de 80,0%, 77,5%, 68,3%, 26,6, 11,6% e 0%, respectivamente. A concentracédo letal
para 50% das larvas (CLso) calculada de EEB foi de 2,983 mg/mL.

Tabela 4: NUumero médio de mortalidades de larvas de A. aegypti em diferentes concentragdes de
extrato etanélico bruto (EEB) de H. velutina.

Concentracéao de Média de Percentual
EEB mg/mL mortalidade e
desvio padrao
0.1 0 0
1 2,3+0,57 11,6%
2,5 5,3+1.15 26,6%
35 13,6+1.52 68,3%
5 15,5+1.29 77,5%
7,5 16+1.26 80,0%
10 2010 100,0%
Controle + 20 100,0%
Controle - 0 0
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Os bioensaios foram realizados utilizando a concentragdo de 0,1 mg/mL, onde
nenhuma atividade foi observada. A concentracdo foi gradualmente aumentada para atingir
uma concentracdo mortal satisfatoria. As larvas apresentaram comprometimento da
mobilidade e letargia, seguidas de paralisia completa. Este resultado tornou-se mais intenso e
rpido quando a concentracdo da EEB foi aumentada. Resultados semelhantes foram descritos
por outros estudos com as especies Swinglea glutinosa, Copaifera reticulata e Copaifera
langsdorfii (Leguminosae) (FERNANDES et al., 2018).

A CLso de 2,983 mg/mL obtida no ensaio foi muito menor do que a relatada em
estudos anteriores avaliando a atividade larvicida de outros extratos vegetais, como o Croton
linearifolius (Euphorbiaceae), que apresentou um valor de CLsode 17,420 mg / mL e Trichilia
pallida (Meliaceae) com uma CLso de 4,660 mg / mL (FERNANDES et al., 2018).

A atividade larvicida do EEB de H. velutina em baixas concentracdes aponta para sua
possivel aplicacdo como larvicida doméstico para combater a proliferacdo do mosquito vetor
A. aegypti. Alem do extrato se mostrar muito potente, existe a vantagem de este ndo ser
halogenado, como a maioria dos inseticidas, que acabam apresentando uma toxicidade muito

alta, devido a presenca destas substancias.
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6 CONCLUSOES

Com o desenvolvimento do trabalho foi possivel identificar a producdo dos seguintes
metabdlitos secundarios pela espécie H. velutina: esteroides, triterpenos e flavonoides. Com o
estudo fitoquimico foi possivel isolar e identificar o flavonoide Tilirosideo, ja relatado em
diversas espécies da familia Sterculiaceae, conhecido por possuir uma ampla variedade de
atividades farmacoldgicas.

Foi possivel determinar que a espécie é produtora de alto teor de fendlicos, sendo
quantificados 26,35mg de EAG/g de extrato. H& muito interesse nos compostos fendlicos
tendo em vista que esses compostos sdo conhecidos por sua acao antioxidante.

A atividade larvicida demonstrada pelo EEB de H. velutina em baixas concentracdes
aponta para sua possivel aplicagdo como larvicida doméstico para combater a proliferacdo do
mosquito vetor A. aegypti. Futuros ensaios para avaliar a atividades larvicida da substancia
isolada serdo realizados.

A realizacdo deste estudo contribuiu para a ampliacdo do conhecimento acerca dos
metabdlitos secundarios e possiveis aplicacdes da espécie H. velutina, contribuindo para a

quimiotaxonomia da familia Sterculiaceae.
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