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RESUMO

ASSIS, E. B. Estudo fitoquimico e abordagem sobre a atividade larvicida de Helicteres
eichleri K. Schum (Sterculiaceae) frente a Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). 117 p.
Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

Desde os primdérdios da existéncia humana, populacGes de todo o mundo vem utilizando
produtos naturais com fins medicinais e difundindo esses conhecimentos por geragdes. Na
contemporaneidade, com 0s avancos da ciéncia, intensifica-se o interesse de pesquisadores que
buscam nas plantas medicinais a descoberta de novas substancias bioativas. No cenario
mundial, o Brasil se destaca como um dos paises com maiores perspectivas para exploracéo
sustentavel de sua biodiversidade, uma vez que € detentor da maior diversidade de espécies
vegetais do mundo. Nesse contexto, a importancia das pesquisas sobre espécies vegetais que se
apresentam como fontes naturais de combate aos varios estagios do mosquito Aedes aegypti,
principal vetor responsavel pela transmissdo dos virus da dengue, zika, chikungunya e febre
amarela. Essa busca por inseticidas naturais, oriundos de recursos renovaveis, rapidamente
degradaveis, menos prejudiciais para 0 meio ambiente e para a salde humana, e o estudo do
uso da espécie Helicteres velutina na medicina indigena contra picadas de insetos, levou-nos a
isolar e identificar os constituintes quimicos, como também avaliar o potencial larvicida contra
0 Aedes aegypti da espécie Helicteres eichleri K. Schum (Sterculiaceae), conhecida
popularmente no Brasil como “fumo-de-macaco”. Através de um estudo pioneiro do ponto de
vista fitoquimico e bioldgico do extrato etandlico bruto obtido das partes aéreas desta espécie
e utilizando técnicas cromatograficas e espectroscopicas, foram isoladas e identificadas,
respectivamente, as substancias: decanol (He-1), &cido rosmarinico (He-2), uma mistura do S-
sitosterol e estigmasterol (He-3a e He-3b), lupeol (He-4), uma mistura dos &cidos 3-a-hidréxi-
urs-12-en-28-6ico e 3-a-hidroxi-olean-12-en-28-6ico (He-5a e He-5b) e uma mistura dos
acidos micromérico e ursdlico (He-6a e He-6b). Uma abordagem preliminar, a partir da
exposicao das larvas no estagio L4 de Aedes aegypti a diferentes concentragdes do extrato
etanolico bruto das partes aéreas de Helicteres eichleri, demonstrou promissora atividade
larvicida. Segundo as analises estatisticas, em 24 e 48 horas de exposicdo, a concentracao de
20mg/mL foi capaz de matar 92,5% e 93,3% das larvas, respectivamente. A CLsp foi calculada
em 4,4 mg/mL para o intervalo de 24 horas e apés 48 horas registrou uma CLsg de 3,73 mg/mL,
caracterizando-se como uma alternativa favoravel a ser utilizada em um sistema de controle
integrado desse vetor.

Palavras-chave: Estudo fitoquimico. Sterculiaceae. Triterpenos. Dengue.



ABSTRACT

ASSIS, E. B. Phytochemical study and approach on the larvicidal activity of Helicteres
eichleri K. Schum (Sterculiaceae) against Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). 117 p.
Dissertation (Masters in Natural and Synthetic Bioactive Products) - Health Science Center,
Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

Since the dawn of human existence, populations around the world have been using natural
products for medicinal purposes and spreading this knowledge for generations. In contemporary
times, with the advances of science, the interest of researchers who seek in the medicinal plants
the discovery of new bioactive substances has been intensified. In the world scenario, Brazil
stands out as one of the countries with the greatest prospects for the sustainable exploitation of
its biodiversity, since it holds the greatest diversity of plant species in the world. In this context,
we emphasize the importance of research on plant species that present themselves as natural
sources to combat the various stages of the Aedes aegypti mosquito, the main vector responsible
for the transmission of dengue, zika, chikungunya and yellow fever viruses. This search for
natural insecticides from renewable resources that are rapidly degradable, less damaging to the
environment and human health, and the study of the use of Helicteres velutina in indigenous
medicine against insect bites have led us to isolate and identify the chemical constituents, as
well as to evaluate the larvicidal potential against Aedes aegypti of the species Helicteres
eichleri K. Schum (Sterculiaceae), popularly known in Brazil as "monkey smoke".Through a
chemical and biological pioneer study of the crude ethanolic extract obtained from the aerial
parts of this species and using chromatographic and spectroscopic techniques, substances were
isolated and identified, respectively: decanol (He-1), rosmarinic acid (He -2), a mixture of -
sitosterol and stigmasterol (He-3a and He-3b), lupeol (He-4), a mixture of 3-a-hydroxy-urs-12-
en-28-oic and 3-a-hydroxy-olean-12-en-28-oic (He-5a and He-5b), a mixture of micromeric
acid and ursolic acid (He-6a and He-6b). A preliminary approach, based on the exposure of the
larvae in the L4 stage of Aedes aegypti to different concentrations of the crude ethanolic extract
from the aerial parts of Helicteres eichleri, demonstrated promising larvicidal activity. After 24
and 48 hours of exposure, the concentration of 20mg/mL was able to kill 92.5% and 93.3% of
the larvae, respectively. The LCso was calculated at 4.4 mg/mL for the 24-hour interval, and,
using the Tukey's test model, after 48 hours of exposure, LCsp was 3.73 mg/mL, thus
characterizing a favorable alternative to be used in an integrated control system of this vector.

Key-words: Phytochemical study. Sterculiaceae. Triterpenes. Dengue.
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Desde os primordios da existéncia humana, populag¢ées de todo o mundo vem utilizando
produtos naturais com fins medicinais e difundindo esses conhecimentos por geragdes. Insere-
se nesse contexto a utilizacdo de plantas medicinais pela populacédo para prevencao de doencas,
manutencdo e recuperacao da salude, levando a melhorias na sua qualidade de vida (ALMEIDA,
MARTINEZ; PINTO, 2017).

O conhecimento da sociedade sobre tais utilizagfes desperta o interesse de
pesquisadores que buscam nas plantas medicinais a descoberta de novos farmacos, constituindo
uma das principais bases da Quimica Medicinal, conforme atestam os diversos medicamentos
oriundos de substancias de origem vegetal ou que se derivam dos seus grupos farmacoféricos
(CASANOVA; COSTA, 2017).

Desta forma, a Quimica de produtos naturais se dedica principalmente ao isolamento,
caracterizacdo estrutural e avaliacdo das propriedades biosintéticas de novas moléculas
proveniente do metabolismo secundario dos vegetais, que através de sua biossintese podem
fornecer compostos com inovadoras estruturas moleculares e atividades biol6gicas promissoras
(BERLINCK et al., 2017).

Diante da grande diversidade vegetal mundial, o Brasil é em especial um dos paises com
maiores perspectivas para exploracdo econdmica de sua biodiversidade, uma vez que somos
detentores de inimeras espécies nativas, excelentes condic¢Bes climaticas e edaficas além de
possuirmos o maior potencial hidrico da terra (GUILHERMINO et al., 2012; BRASIL, 2017).

Segundo o Grupo Flora do Brasil (GFB), possuimos a maior diversidade de espécies
vegetais do mundo com cerca de 46.097 espécies, sendo 43% endémica do territério nacional,
porém, pequena parcela tem sido estudada no ambito quimico-biol6gico, permanecendo o
interesse da comunidade cientifica em descobrir drogas vegetais que sejam efetivas contra
doencas ainda sem tratamento adequado ou que possam servir como alternativas, mais seguras
e menos toxicas (ZAPPI et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a dengue, chikungunya e zika estao
dentre as doencas negligenciadas que ndo dispdem de tratamentos eficazes ou adequados.
Embora sejam tipicas de paises pobres e atinjam primordialmente as popula¢fes dos paises em
desenvolvimento, elas tém aumentado nos paises desenvolvidos, gerando um impacto
devastador sobre a humanidade (WHO, 2010).

Espécies vegetais apresentam-se como fontes naturais capazes de combater o0s varios
estagios do mosquito Aedes aegypti, principal vetor responsavel pela transmissao dos virus da
dengue, zika, chikungunya e febre amarela (ZARA et al., 2016).
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Vislumbrando os grandes beneficios que as fontes vegetais podem trazer para a
humanidade, pesquisas para a identificacdo dos metabdlitos secundarios sdo imprescindiveis
para descoberta e o desenvolvimento de novos bioprodutos (BOLZANI, 2016).

A aplicacédo biotecnoldgica de extratos e metabolitos secundarios isolados de plantas,
ndo se destina apenas para a producdo de medicamentos, cosméticos e produtos alimenticios.
Pode-se evidenciar sua importante aplicabilidade como inseticidas naturais, oriundos de
recursos renovaveis, rapidamente degradaveis e menos prejudiciais para 0 meio ambiente e a
salde humana quando comparados aos inseticidas sintéticos (GUARDA et al., 2016).

Baseado nos conhecimentos quimiotaxonémicos e bioldgicos do género Helicteres, e
nas informacdes existentes sobre o uso popular de Helicteres velutina como repelente contra
picada de insetos (COLACO, 2006) e comprovacao cientifica sobre a atividade dessa espécie
sobre as larvas do Ae. Aegypti L. (FERNANDES et al., 2018), optou-se por realizar um estudo
fitoquimico e biolégico com a espécie Helicteres eichleri K. Schum, conhecida popularmente

como “fumo-de-macaco”.



21

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Contribuir para os conhecimentos quimiotaxonémicos e bioldgicos da familia

Sterculiaceae, através de estudos das partes aéreas da espécie Helicteres eichleri K. Schum.

2.2 Objetivos Especificos

e |solar e caracterizar os metabolitos secundarios de Helicteres eichleri através de
métodos cromatograficos e espectroscopicos, respectivamente;

e Realizar abordagem exploratdria sobre a atividade larvicida do extrato etandlico bruto
de Helicteres eichleri frente as larvas do mosquito Aedes aegypti L. no seu quarto

estagio de desenvolvimento.

e Disponibilizar extratos, fragdes, substancias isoladas e caracterizadas quimicamente
da espécie estudada para testes farmacoldgicos, no intuito de descobrir novos

potenciais terapéuticos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
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3.1 Importéncia de estudos com Produtos Naturais

As espécies vegetais sdo fontes inesgotaveis de substancias que desempenham inimeras
funcdes como, protegé-las contra herbivoros, insetos e ataque de patégenos. Fatores externos
como temperatura, umidade, protecdo contra raios ultravioleta e deficiéncia de nutrientes
também so considerados estimulos para a producao destes compostos (SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos secundarios sdo conhecidos por serem biossintetizados em tipos
celulares especializados e em distintos estagios do desenvolvimento das plantas, tornando seu
isolamento mais dificil. Estes constituintes quimicos sdo extremamente diversos e produzidos
em pequenas quantidades. Cada familia, género e espécie possui sua particularidade,
caracterizando-se pela producdo de uma ou mais classe de metabolitos especifica, podendo ser
utilizados como caracteres taxonémicos para classificacdo da familia ou género (CIBELE,
2013).

As substancias oriundas do metabolismo vegetal despertam grande interesse, ndo sé
pelas atividades bioldgicas desempenhadas pelas plantas em resposta aos estimulos ambientais,
mas também pelos diversos efeitos farmacoldgicos sobre a saide humana, estes fatos despertam
a curiosidade dos pesquisadores para a busca de novas moléculas bioativas (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012).

Pesquisas para a identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes em plantas nativas
da flora brasileira sdo fundamentais para o desenvolvimento de novos bioprodutos (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012). Desta forma, torna-se imprescindivel realizar estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos e/ou biolégicos que garatam repassar para a populacao informacdes cientificas
em relacdo as atividades terapéuticas e seguranc¢a no uso de plantas medicinais (GUIZZO et al.,
2015).

Um dos aspectos mais importantes que devem ser levados em consideragédo para iniciar
um estudo fitoquimico é a selecdo da espécie vegetal. Assim, varias abordagens tém sido
apresentadas na literatura, destacando-se trés tipos basicos: etnodirigida, quimiotaxonémica e
randémica. A abordagem etnodirigida consiste na selecdo da espécie de acordo com 0 uso
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico, a investigacdo quimiotaxondémica
ou filogenética correlaciona uma dada classe de substancias a um género ou familia, ja a
abordagem randémica compreende a coleta ao acaso de plantas para triagens fitoquimicas e
farmacoldgicas. Dentre estas, a abordagen quimiotaxonémica tém demonstrado eficacia pratica
na busca por substancias naturais com propriedades biologicas (LIMA; SANTOS; LA PORTA,
2018).
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A partir desses estudos, varias substancias farmacologicamente ativas puderam ser
isoladas, identificadas e utilizadas como principio ativo para a producdo de medicamentos que
sdo utilizados para a recuperacao ou cura de determinado mal (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Destaca-se ainda a aplicacao dessas substancias na inddstria alimentar, onde apresentam
elevado potencial na producéo e desenvolvimento de alimentos funcionais (OLIVEIRA, 2015),
fato que evidencia a importancia da agregacao de valor econdémico aos produtos naturais e a
necessidade de explorar cientificamente a promissora diversidade vegetal brasileira, ainda
pouco conhecida (ELIAS; SANTOS, 2016).

Pode-se destacar o importante papel de determinadas espécies vegetais que produzem
substancias com acdo larvicida e inseticida, estas propriedades tornam as espécies verdadeiros
agentes de combate a arboviroses, atuando como agentes de controle vetorial com potencial
ecologico para substituir inseticidas sintéticos (VORIS et al., 2017).

Sendo Malvaceae, uma familia com grande diversidade quimica e com vérias espécies
utilizadas na medicina tradicional, é de suma importancia investigar os metabo6litos secundarios
das suas espécies ainda ndo exploradas, no intuito de descobrir substancias que contribuam na
busca de possiveis aplica¢fes que justifiquem e estimulem o uso sustentado de espécies da flora
brasileira (KONNO; FERNANDES-JUNIOR, 2017).

3.2 Aspectos gerais sobre a familia Malvaceae sensu lato

A familia Malvaceae sensu lato (s.I) hd muito tempo vem sofrendo alteragdes no que
diz respeito a sua circunscricdo. No entanto, a partir de dados morfolégicos e moleculares foi
possivel propor com mais clareza sua taxonomia e filogenética, sendo atualmente formada por
representantes das familias Sterculiaceae, Malvaceae senso stricto, Bombacaceae e Tiliaceae,
compreendendo a maior familia da ordem Malvales (TAKEUCHI, ESTEVES, 2017).

De acordo com a Ultima atualizagdo do Sistema APG (Angiosperm Phylogeny Group
IV) (2016), Malvaceae s.I é dividida em nove subfamilias: Malvoideae, Bombacoideae,
Tilioideae, Sterculioideae, Grewiodeae, Byttneiriodeae, Helicterioideae, Brownlowioideae e
Dombeyoideae.

Malvaceae s.I possui aproximadamente 225 géneros e 4.200 especies, disseminados em
regides predominantemente pantropicais, com ampla distribuicio nas Américas, Africa,
Europa, Asia, Australia e Oceania (Figura 1, p. 26) (BENJUMEA et al., 2016). No Brasil, ela
estd representada por 69 géneros e 754 espécies, presentes em todos os dominios

fitogeogréaficos. Dentre os géneros mais numerosos compondo esta familia estdo Hibiscus
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(300), Streculia (250), Dombeya (225), Pavonia (200), Sida (200), Abutilon (100), Nototriche
(100), Cristaria (75) e Gossypium (40) (PORDEUS, 2016; YOSHIKAWA, DUARTE, 2017).

Figura 1. Distribuicdo geografica mundial da familia Malvaceae s.| representada pelas aéreas em
verde e cinza.

Fonte: Tropicos, 2018.

Diante da grande diversidade vegetal da familia Malvaceae s.I, vérias espécies sao
empregadas na medicina popular para a cura de doengas, fornecendo suporte para o
desenvolvimento de pesquisas que comprovam seus usos populares. Nesse contexto,
investigacbes fitoquimicas com representantes desta familia identificaram a presenca de
triterpenos, esteroides (TELLES et al., 2014), flavonoides, alcaloides (CHAVES et al., 2017),
entre outros, demonstrando a riqueza em variedade de metabolitos secundarios.

Atrelados ao conhecimento quimico, diversos efeitos biolégicos de extratos e/ou
substancias isoladas de espécies desta familia foram descobertos pela comunidade cientifica
mundial, com destaque para atividade antitumoral (SILVA et al., 2012), hipolipimiante (KUO
et al, 2014) anti-inflamatoéria (TELES et al., 2015a), leishmanicida (TELES et al., 2015b),
antimicrobiana (GOMES et al., 2015), vasorelaxante (CHAVES et al., 2017), larvicida contra
Ae. Aegypti (FERNANDES et al., 2018), entre outras.
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3.3 Aspectos gerais sobre a familia Sterculiaceae

Os representantes da familia Sterculiaceae encontram-se inseridos em Malvaceae s.l,
sendo composta por quatro subfamilias: Byttnerioideae, Dombeyoideae, Helicteroideae e
Sterculioideae e compreendendo diversos géneros, como Waltheria, Theobroma, Sterculia,
Helicteres, entre outros (Esquema 1, p. 28) (APG, 2016).

A familia Sterculiaceae é constituida por 72 géneros e 1.500 espécies, distribuidos
principalmente em regides tropicais e subtropicais com poucas espécies em zonas temperadas.
Estima-se que no Brasil, ocorrem aproximadamente 14 géneros e mais de 160 espécies (Figura
2) (HAMDY, SHAMSO, 2010).

Figura 2. Distribuicdo geografica mundial da familia Sterculiaceae representada pelas aéreas em verde e
cinza.

Fonte: Tropicos, 2018.

Entre as especies com atividades farmacologicas comprovadas, citam-se Waltheria
communis (GUARIM NETO, 2016) que possui efeito hipotensor, Sterculia tavia com agoes
contra cancer de mama, ovario e préstata (MOSTARDEIRO, 2014), e a espécie Melochia
corcchorifolia com acdo hepatoprotetora, configurando a importancia medicinal de alguns
membros (RAO et al., 2013).

Na inddstria farmacéutica destacam-se Theobroma cacau na produgéo de “manteiga de
cacau”. Guazuma ulmifolia usada na forma de produto de beleza para combater a queda de
cabelo e as infecgdes do couro cabeludo (ALMEIDA, 2015).
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Dentre os representantes brasileiros de valor econdmico expressivo na industria de
alimentos, destaca-se Theobroma cacao "cacaueiro”, de onde se produz o chocolate e
Theobroma grandiflorum “cupuagu”, cuja polpa dos frutos possui alto valor nutricional
(MENDONCA, 2016; FREITAS et al., 2018).

Esquema 1. Sistematica da familia Sterculiaceae

Malvales
|
Malvaceae s.I

Triumfetta :_________“_““““““—Es“tt““'_“i
Corchorus . | yttneria |
Grewia Grewioideae i HeAr\'mar)ma i
Microcos | - yenia |
i Byttnerioideae Melochia i
! Waltheria |
. | Theobroma |
Tilia Tilioideae i i
| |
| |
i _ Dombeya |

| Dombeyoideae Melhania ! %

| |5

. . | | c

Pentace Brownlowioideae : ] =

| | 3

| | D

| | jabd

| | D
| |
| |
Pavonia : ; :
o ! : . Helicteres !
Hibiscus : Helicteroideae B :
Gossypium ! :
A | I
Sida Malvoideae ! I
Abutilon ! |
Nototriche i i
Cristaria | Sterculioideae Sterculia |
: Cola :

Catostemma ]
Pachira Bombacoideae

Fonte: Adaptado de APG IV, 2016.
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3.4 Aspectos gerais sobre o género Helicteres

O género Helicteres compde-se de 60 espécies distribuidas principalmente em regides
tropicais da Asia e América. Cerca de 30 espécies ocorrem e habitam em dominios
fitogeograficos como Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atléntica e Pantanal (Figura 3)
(SILVA et al., 2010; NGUYEN, 2017).

Figura 3. Distribuicdo geografica mundial do género Helicteres representada pelas aéreas em verde e
cinza

Fonte: Tropicos, 2017.

Estudos anteriores demonstraram que triterpenos, flavonoides e lignanas sdo as
principais classes de compostos do género (Quadro 1, p. 30; Figura 4, p. 31) (NGUYEN, 2017).
Diante desta diversidade de compostos quimicos percebe-se o potencial de espécies
pertencentes a este género, enaltecendo a importdncia e despertando o interesse em suas
espécies que ainda ndo possuem relatos, sejam na area da fitoquimica ou farmacoldgica e/ou

biologica.



Quadro 1. Alguns constituintes quimicos isolados do género Helicteres relatados na literatura.

Classe metabdlica

Constituinte quimico

Referéncias

Terpenos

Curcubitacina B (1); Cucurbitacina B 2-sulfato (2);
Cucurbitacina E (3); Acido betulinico (4); Acido betulinico 3-
S-0O (trans-coumaroil) (5); Acido piracrénico (6); Metil éster 3-
B-27-diacetoxi-lup-20(29)en-28-oico (7); Acido 3-£-hidroxi-
27-benzoiloxilup-20(29)-en-28-oico (8); Isorine (9) 3-p-
hidroxiolean-12-en-27-benzoiloxi-28-oato (10); Acido 3-8-O-
(p-hidroxi-(E)-cinnamoil)-12 oleanen-28-oico (11); Acido
helicterilico (12); Acido ursélico (13); Acido oleanélico (14).

BEAN, 1982; LIU & WANG, 1985; QU, LI,
WANG, 1991; GUO et al., 2003A; CHEN et
al., 2006; CHEN, LEE, CHEN, 2006; PAN et
al., 2008; PAGIl et al., 2010; WEl et al., 2011;
HARDE et al., 2011; WANG et al., 2012;
DAYAL et al., 2015; YIN et al., 2016; SU et
al., 2017; HARDE & SHAH, 2017;
FERNANDES et al., 2018.

30

Esteroides

[-sitosterol (15); p-sitosterol glicosilado (16); Heligenina A
(17); Heligenina B (18).

SINGH, SINGH, THAKUR, 1984; GUO et
al., 2003B; JAIN et al., 2009; WANG et al.,
2012; DAYAL et al., 2015; FERNANDES et
al., 2018.

Flavonoides

Canferol-3-O-galactosideo(19); Herbacetina-8-O-glicuronideo
(20); Isoscutelareina 4’-metil éter 8-O-f-D-glicuronideo 2°’-
sulfato (21); Astragalina (22); Canferol (23); Tilirosideo (24);
Hesperidina (25); Viscumsideo A (26); Acido metil éster
3',5,7,8-tetrahidroxi-4'- metoxiflavona-8-O- p -D-
glicopiranoseduronico (27); Acido metil éster 4'5,7,8-
tetrahidroxiflavona 8- O-f-D-glicopiranoseduronico (28).

RAMESH & YUVARAJAN, 1995; QU LlI,
WANG, 1991; TEZUKA et al., 1999;
KAMIYA et al.,, 2001; CHEN et al., 2006;
WANG et al.,, 2012; YIN et al., 2016;
FERNANDES et al., 2018.

Compostos fendlicos

Acido rosmarinico (29); 3-(3,4-dimetoxifenil) -2-propenal
(30); Catecol (31); Aldeido protocatecuico (32); Acido galico
(33); Acido cafeico (34); Acido p-cumarico (35).

SATAKE et al., 1999; CHEN et al., 2006;
WANG et al.,, 2012; DAYAL et al., 2015
OLIVAS-QUINTERO et al., 2017.

Lariciresinol (36); Lirioresinol-B (37); (+/-)-medioresinol (38);

CHEN et al.,, 2006; CHIN et al., 2006;

Lignanas (+/-)-siringaresinol (39); (7S,8R)-urolignosideo (40); Acool | WANG et al., 2012; YIN et al., 2016.
dihidrodehidrodiconiferil (41).
8-acetil-9-hidroxi-3-metoxi-7-metil-1-fenalenona (42); | WANG & LIU, 1987; CHEN, CHEN,
Heliquinona (43); Metil éter heliguinona (44); Mansonona F | HONG, 1990, CHEN et al., 2006; YIN et al.,
Quinonas (45);6-[2-(5-acetil-2,7-dimetil-8-oxo0-biciclo[4.2.0]octa-1,3,5- | 2016; GUO et al., 2005.

trien-7-il)-2-oxo-etil]-3,9-dimetilnafoto[ 1,8-bc]piran-7,8-
dione (46).
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Figura 4. Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres, citados no Quadro 1.

HO

4: R,=H; R,=COOH Ri
5: R,=trans-cumaroil; R,=COOH 7: R1=R,=0Ac; R;=COOH
6: R,=trans-cafeoil; R,=COOH 8: Ry=0H; R,=benzoiloxi; R3=COOH

10:R;=H; R,=benzoil: R;=CHj;
11:R;=cinamoil; R,=H; R;=H

12
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Figura 4 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres, citados
no Quadro 1.
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17 18

OH O

19: R;=R;=Rs=R,=H; R,=R(=OH; R4,=0-b-D-galactosideo

20: R;=0-b-D-galactosideo; R;=Rs=R,=H; R,=R(=R,=OH

21: R;=0-b-D-glicuronideo, 2" sulfato; R,=OH; R;=R,=R;=R,=H;R(=0CH;
22: R;=R;=Rs=R;=H; R,=R=0H; R ,=0-b-D-glc

23: R|=R;=Rs=R;=H; R,=R,=R=0OH

24: R=H; R,=0OH; R3=H; R4=0-glc-6"-p-cumaroil; Rs=H; R(<=OH; R,=H

Ro
OH
Y (]
OH O OH O
25: R{=0O-ramnosil, 6" glc; R,=OCHj; 27: R4=0OH; R,=CHj,4

26: R1=O—b—D—gIC; R2:OCH3 28: R]:RzzH
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Figura 4 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres, citados
no Quadro 1.
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Figura 4 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres, citados

no Quadro 1.
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3.5 Aspectos gerais sobre a espécie Helicteres eichleri K. Schum

A espécie Helicteres eichleri conhecida popularmente como fumo-de-macaco €
encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Sergipe,
apresentando-se como especie nativa do Brasil (Figura 5). Presente nos dominios
fitogeograficos como Caatinga e Mata atlantica (RAMALHO et al., 2009; ESTEVES, 2015).

Figura 5. Distribuicdo geografica da espécie Helicteres eichleri representada pelas aéreas em amarelo.

Fonte: Adaptado de Tropicos, 2018.

No que diz respeito aos seus aspectos boténicos, trata-se de um arbusto com
aproximadamente um metro e cinquenta centimetros de altura. Suas folhas sdo elipticas ou
ovalada, as vezes assimétricas, um pouco espessas no final e possuem pelos espalhados por sua
superficie; suas flores sdo retas, membranosas e fusiformes e as pétalas glabras. Os estames sdo
castanhos, iguais entre si e lineares; ovario tomentoso, glabro, estigma truncado e papilhoso
(Figura 6, p. 36) (CRISTOBAL, 2001).
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Figura 6. Helicteres eichleri K. Schum

Fonte: CRISTOBAL, 2001.

*A —ramo; B — flor; C - pétala completa, face interna; D - pétala do lado interno mais aberta;
E - face externa; F - pétala aberta do lado de fora mostrando o interior do bolso; G - estaminddio

visto pela frente; H - estaminddio visto por tras.
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3.7 Aspectos gerais sobre Aedes aegypti L.

3.7.1. Ciclo de vida e arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti L.

O Aedes aegypti pertence a ordem Diptera e familia Culicidae, se caracterizam como
insetos que possuem metamorfose completa, holometabolos, com duas fases no seu ciclo de
vida, aquética e terrestre, com duracgdo de 15 a 30 dias, compreendendo as fases de ovo, quatro
estagios larval (L1, L2, L3 e L4), pupa e mosquito adulto (Figura 7, p. 38) (SANTOS, 2008;
OLIVEIRA, 2013).

Os ovos eclodem quando imersos em agua, se transformando em larvas no intervalo
de uma a duas semanas (NUNES, 2013). As larvas apresentam um aspecto alongado e
vermiforme, corpo definido em cabeca, térax e abdomen. De aspecto globoso e mais robusto,
a cabeca e o0 torax tem uma maior quantidade de quitina, ja 0 abdomen € fino, liso, flexivel e
dividido por segmentos. A maioria das larvas alimentam-se indistintamente do microplancton
presente em seus habitats, a ingestdo ndo seletiva de particulas por parte das mesmas facilita a
utilizacdo de larvicidas por acdo digestiva (GIALLONARDO, HOLMES, 2015).

Apbs 7-10 dias as larvas passam por seus quatro estagios de desenvolvimento e
trasnformam-se em pupas, permanecendo assim por aproximadamente 7 dias, delimitando a
ultima fase aquatica (FERNANDES, 2017). Por conseguinte, as pupas transformam-se em
mosquitos adultos que emergem para sua fase aérea. Estes apresentam como caracteristicas
fenotipicas corpo escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos e desenho semelhante a
uma lira no dorso. O tempo de vida do mosquito adulto € de poucas semanas, podendo chegar
a 45 dias (GIALLONARDO, HOLMES, 2015).

Somente as fémeas se alimentam de sangue para que ocorra a maturacao dos seus ovos,
apresentando alto grau de antropofilia pelos humanos. Os picos de atividade hematofagica
ocorrem durante o periodo matutino e vespertino (SANTQOS, 2008).

Segundo Viana (2015), o Ae. aegypti é hoje considerado a principal vetor dentre os
culicideos de area urbana, responsavel pela transmissdo do virus da dengue, Chikungunya e
Zika, sendo ainda potencial vetor do virus da febre amarela, o que demanda a necessidade de
uma constante vigilancia e controle dessa espécie em todo territério nacional.

Até setembro de 2018, foram confirmados 218 casos de dengue grave e 2.341 casos
de dengue com sinais de alarme. As maiores proporc¢des dos sorotipos virais identificados no
Brasil correspondem ao DENV-2 (52,4%), seguido do DENV-1 (23,9%). Em menores
propor¢oes foram identificados os sorotipos DENV-4 (0,4%) e DENV-3 (0,1%), ainda segundo
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0 boletim epidemioldgico divulgado pelo Ministério da Saude, foi possivel registrar 50.356

casos de Chikungunia, 2.931 casos do virus Zika no mesmo periodo (BRASIL, 2018).

Figura 7. Ciclo de vida do Aedes aegypti.

......... » 7°Estagio

r
1
1
1
1
1
1
H
1
1
1

Aedes Aegypti
Adulto

A » 6°Estagio

4° Estagio  <--------- . L » 5°Estagio

Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti

Condicbes socioambientais, como o processo de urbanizagdo, a deficiéncia da
infraestrutura social e os habitos da populagdo contribuiram para a dispersdo do vetor, e,

consequentemente, o avango das doencas (SANTOS, 2008).


https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/
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3.7.2 Principais formas de combate do vetor

A principal forma de combater as doencas ocasionadas pelo Aedes aegypti, é
erradicando o artropode causador, principalmente durante o seu estagio larval e adulto
(OLIVEIRA, 2013). Apesar de ja existirem algumas alternativas naturais, o controle ainda
depende basicamente da utilizacéo de pesticidas sintéticos (organofosforados e piretrdides), que
desencadeiam a resisténcia de insetos, necessitando de uma maior dosagem a cada aplicacéo,
sendo necessario buscar novos compostos de origem vegetal, que possam ser uma op¢ao mais
seletiva, segura, economicamente vidvel e biodegradavel (FERNANDES, 2017).

O preparo de extratos ou o isolamento de determinadas classes de substancias a partir
de plantas, como Rhinacanthus nasutus, Calophyllum inophyllum e Azadirachta indica, tem
aplicacdo importante no combate a vetores, uma vez que podem possuir inibidores de
crescimento, que atuam sobre o periodo de desenvolvimento, crescimento, emergéncia de
adultos, fecundidade, fertilidade e ecloséo de ovos dos insetos, como a Alguns extratos podem
ocasionar disturbio aos mecanismos sensoriais do inseto, impedindo ou diminuindo sua
alimentacdo, o que pode ocasionar a morte (SINNIAH et al., 1994; MUTHUKRISHMAN &
PUSHPALATHA, 2001; MACIEL et al., 2010; CABRAL, 2015; GOMES et al., 2015).

Nesse contexto, diversas espécies vegetais de diferentes familias botanicas como
Fabaceae, Euphorbiaceae, Meliaceae e Piperaceae séo estudadas, e seus extratos e substancias
isoladas testados para comprovar suas atividades ovicidas, larvicidas, pupicidas, adulticidas e
repelentes (FERNANDEZ, PINEDA, FRANCOIS 2011).

Assim, os terpenos sdo uma classe de compostos com grande abundancia no reino
vegetal e sua importancia ecoldgica como defensivos de plantas ja se encontra bem estabelecida
(GOMES et al., 2015). Algumas caracteristicas referentes a atividades como inibi¢&o ou retardo
de crescimento, danos na maturagéo, redugéo da capacidade reprodutiva, supresséo de apetite,
que podem levar os insetos predadores a morte por inani¢do ou toxicidade direta ja foram

observadas através de estudos desses compostos (VIANA, 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Piperaceae
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4 METODOLOGIA
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4.1 Levantamento bibliogréafico

O desenvolvimento do projeto foi realizado de forma continua e a bibliografia foi
atualizada em bases de dados, como o Chemical Abstract, Biological Abstracts, SciFinder® e

Web of Science, buscando informagdes que viessem a contribuir com o sucesso da pesquisa.

4.2 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

As partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum foram coletadas e identificadas pelo
Prof. Dr. Leonardo Pessoa Felix do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, Campus Areia (CCA/UFPB). A coleta foi realizada em maio de 2017 no municipio de
Sertdozinho-PB, situado na area de transicdo entre Caatinga e Mata Atlantica, conhecida como
Caatinga Sublitoranea e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Jaime Coelho de
Moraes (CCA/UFPB) sob o codigo JMPCordeiro 1147 e nimero de entrada 23402.

4.3 Estudo fitoquimico

Os experimentos relativos ao isolamento e identificacdo estrutural dos constituintes
quimicos de Helicteres eichleri foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho, pertencente ao Programa de Pds-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB.

4.3.1 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Helicteres eichleri

O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado através de métodos
cromatograficos, como: Cromatografia em Coluna com silica gel (particulas com 0,063-0,2
mm), silica flash (70-230 mesh) e/ou Sephadex LH-20 (Merck), tendo como suportes colunas
de vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Solventes comerciais P.A., hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de
etila, metanol e n-butanol, foram utilizados como fase mével. Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a analise que possibilitou a reunido das fragdes
obtidas por cromatografia em coluna.
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As substancias em andlise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm e reveladores quimicos como, impregnacao das placas
em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo, e anisaldeido para terpenos e esteroides.

Ap0s andlise por CCDA, as fracdes foram reunidas de acordo com a semelhanca do seu

perfil cromatogréfico.

4.3.2 Caracterizacdo estrutural das substancias isoladas

A identificag@o ou elucidacdo estrutural das substancias isoladas de Helicteres eichleri
foi realizada por analise dos espectros de Ressonadncia Magnética Nuclear de H e °C,
utilizando técnicas uni (APT) e bidimensionais (HSQC e HMBC), e compara¢6es com modelos
da literatura.

O ponto de fusdo foi determinado em um aparelho da FISATOM (Modelo 431D),

monitorado por termémetro de mercurio com capacidade de aferi¢do entre a faixa 50 a 300 ° C.

= Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das substancias isoladas foram obtidos
utilizando o espectrometro VARIAN-SYSTEM a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C) do LMCA-
UFPB e o0 espectrometro Bruker operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C), do Instituto de
Farmacia e Ciéncias Biomedicas da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Strathclyde. Os
solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras foram cloroférmio (CDCIs),
dimetilsulfoxido (DMSO-dg) e piridina (CsDsN). Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

4.3.3 Processamento do material vegetal

O material botanico coletado foi desidratado em estufa com ar circulante a 40°C durante

72 horas, e posteriormente triturado em moinho mecéanico fornecendo 967,5g do po.

4.3.4 Obtencéo do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas de Helicteres eichleri

O po6 do material botanico em questdo foi submetido a maceracdo em etanol (EtOH) a

96% durante 72 horas, tal processo repetido para garantir uma melhor extragdo dos constituintes
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quimicos. A solucéo extrativa resultante foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo a 40
°C, obtendo-se 49,669 do extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 2).

Esquema 2. Obtencdo do EEB de Helicteres eichleri.

P6 da Planta (967,5¢)

Maceracdo com Etanol (72h)
Concentracdo sob presséo reduzida

Extrato Etandlico Bruto (49,669)

4.3.5 Fracionamento cromatografico do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas de Helicteres

eichleri

O EEB (45,09) foi dissolvido em etanol:agua (7:3) obtendo-se a solucédo hidroalcdolica,
que por cromatrografia liquido-liquido utilizando solventes de gradiente crescente de
polaridade como, hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, forneceu suas solugcbes
extrativas que foram concentrados em evaporador rotativo a 45°C sob pressdo reduzida,
resultaram nas respectivas fases: hexanica (13,83g), diclorometénica (7,58g), acetato de etila
(1,809), n-butandlica (2,91g), além da fase hidroalcodlica (18,889) (Esquema 3, p. 44).

4.3.6 Processamento cromatografico da fase hexanica do EEB das partes aéreas de Helicteres

eichleri

A fase hexanica (13,83g) (Esquema 4, p.45) oriunda da cromatografia liquido-liquido
do EEB foi submetida a cromatografia por filtragdo rapida utilizando silica flash disposta em
funil com sistema a vacuo. Como fases moveis foram utilizadas hexano, diclorometano e
metanol, puros ou em misturas binarias seguindo gradiente crescente de polaridade, onde foram
coletadas 9 fracbes. Em seguida, as fracdes resultantes foram concentradas em evaporador
rotativo e analisadas por Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) em varios
sistemas de solventes. Estas foram reunidas de acordo com a semelhanca do perfil

cromatografico e resultou em 5 fracdes, codificadas como A, B, C,D e E.
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Esquema 3. Cromatografia liquido-liquido do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri.

Extrato Etandlico Bruto (49,669)
iMeOH:Hzo (7:3)

Solucdo Hidroalcoolica

Particdo Liquido-liquido
Hexano ani
Fase Hexanica (13,839)
| CHCl Fase Diclorometanica (7,589)
| ACOEL Fase Acetato de etila (1,800)
| n-butanol | Fase n-butandlica (2,91g)
I Fase Hidroalcdolica (18,880)

4.3.6.1 Fracionamento cromatografico da fracdo C obtida da fase hexanica do EEB das partes

aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo C, pesando 0,74g foi aplicada em uma coluna empregando Silica gel como fase
estacionaria e como fase mével hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, sozinhos ou
em misturas bindrias, obtendo-se 56 fracdes que foram concentradas em rotaevaporador,
analisadas por CCDA e reunidas em 11 sub-fragdes. A sub-fragdo 10 (15,3mg) foi obtida na
forma de um po branco amorfo, enquanto que a sub-fracdo 18 (10,3mg) apresentou-se na forma
de cristais incolores no formato de agulha e foram codificadas como He-1 e He-3,

respectivamente (Esquema 4, p. 46).

4.3.6.2 Fracionamento cromatografico da fracdo B obtida da fase hexanica do EEB das partes

aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo B (2,38g) mostrou perfil cromatografico interessante e promissor quando
analisada por CCDA, sendo submetida a cromatografia em coluna, adotando-se as mesmas

condicgdes cromatogréaficas apresentadas anteriormente (Esquema 5, p. 47). Este fracionamento
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resultou em 142 fragdes, as quais foram concentradas em rotaevaporador e analisadas por
CCDA em vaérios sistemas de solventes e posteriormente reunidas em 11 sub-fragcdes. A sub-
fragdo 112 foi obtida como um p6 branco amorfo, recebendo a codificacdo de He-5.

A sub-fracdo 63/84 foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como fase
estacionéria silica gel e fase mével hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, sozinhos
ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Esse processo cromatografico
resultou na obtencédo de 25 fracdes, que foram concentradas em rotaevaporador, analisadas por
CCDA e reunidas em 6 sub-fragbes. A sub-fracdo 16/20, apresentou aspecto oleoso, sendo
codificada como He-6 (Esquema 5, p. 47).

As sub-fragdes 85/102, 103/104, 105/111, e 113/142 foram reunidas devido a grande
similaridade cromatografica observada em CCDA e resultou na sub-fracdo 85/142. Assim, apds
a reunido foi obtido cerca de 0,799 e recodificada como 85/142 (0,79g) que foi submetido a
outro processamento cromatografico seguindo a metodologia adotada para obté-la. Este
procedimento forneceu 18 sub-fracdes. Destas, a sub-fragdo 5 foi obtida na forma de um p6 e

codificada como He-4 (Esquema 5, p. 47).

4.3.7 Processamento cromatografico da fase n-butandlica do EEB das partes aéreas de

Helicteres eichleri

Parte da fase n-butandlica (2g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando
sephadex-LH20 como fase estacionaria, como fase movel foram ultilizados metanol e
cloroférmio. As 10 fracdes resultantes foram analisadas em CCDA, dentre elas a fracdo 9
mostrou-se pura em varios sistemas de solventes, sendo codificada como He-2 (Esquema 6, p.
48).



Esquema 4. Fracionamento cromatografico da fase hexanica do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri.

Fase Hexanica (13,83g)
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Silica flash
Hexano, Diclorometano, Metanol
CCDA
Hexano Hexano: Hexano: Hexano: Hexano: Hexano: Diclrometano Diclrometano .
Diclrometano Diclrometano Diclrometano Diclrometano || Diclrometano Metanol Diclrometano
(100%) . . . . . (100%) . Metanol
(9:1) (8:2) (7:3) (1:1) (3:7) (9:1) ‘
I | | | 0,749 | | | (7:3)
| | | ! Frag&o C | | I Fragao E
| [ I : I I :
1 _ S D | -
T —! 1
|
Silica gel
Hexano, Diclorometano, Acetato de etila, Metanol
CCDA
1/9 10 11/13 14/17 18 19/20 21/25 26/38 39/40 41/48 49/56
15,3mg 10,3 mg
He-1 He-3




Esquema 5. Fracionamento cromatografico da fracdo B da fase hexanica do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri
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He-5
Fracdo B (2,389)
Silica gel 112
Hexano, Diclorometano, Acetato de etila, Metanol 8mg
CCDA
1/15 16/17 18/29 30/48 49/50 57162 63/84 85/102 103/104 105/111 113/142
1 Silica gel
' Hexano, Diclorometano,
Silica gel 1 Acetato de etila, Metanol
Hexano, Diclorometano, Acetato de etila, Metanol '+ CCDA
CCDA i
173 415 6/9 10/15 16/20 21125 1/4 5 6/10 11/18
9mg 7mg
He-6 He-4
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Esquema 6. Fracionamento cromatografico da fase n-butanélica do EEB das partes aéreas de Helicteres

eichleri

Fase n-butandlica (2,09)

Sephadex-LH20
Metanol, cloroférmio

CCDA
1/3 4/5 6/8 9 10
7mg
He-2

4.6 Bioensaios

A abordagem exploratéria do extrato etandlico bruto das partes aéreas de H. eichleri
sobre seu potencial larvicida frente a larvas no quarto estagio de Aedes aegypti, foi realizada
em parceria e coordenagdo da Prof® Dr® Fabiola da Cruz Nunes, nas dependéncias do
Laboratdrio de Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores (LAPAVET), no Centro de

Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

4.6.1. Obtencdo das larvas de Aedes aegypti

As larvas de Aedes aegypti da linhagem Rockefeller Jodo Pessoa, utilizadas como cepa
padrdo de susceptibilidade a inseticidas, foram obtidas de uma colénia ciclica mantida no
LAPAVET.

Para realizacdo dos bioensaios, discos de papel filtro contendo ovos provenientes da
ovoposicdo dos mosquitos fémeas do insetario pertencente ao LAPAVET, foram colocados
para eclosdo em recipientes de plastico contendo agua da rede publica de abastecimento. Apds
a eclosdo, para auxiliar no crescimento das larvas, foi adicionado ragéo para gatos triturada. As
larvas foram mantidas e monitoradas até que atingissem o quarto estagio de desenvolvimento

(L4). Optou-se por utilizar larvas L4 pela maior facilidade de percep¢do de auséncia ou
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presenca de vida e por serem mais resistentes em relagdo aos estagios mais imaturos de vida do
mosquito (NUNES et al., 2015).

O ciclo de vida das larvas foi mantido dentro de uma camara climatizada do tipo
Biological Oxygen Demand (BOD), sob condicdes controladas de temperatura 27 + 2 °C,
umidade relativa do ar 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas claro e escuro (NUNES et  al,,
2015).

4.6.2 Ensaio da atividade larvicida do extrato etandlico bruto de H. eichleri

O EEB de H. eichleri foi testado em larvas do mosquito Ae. aegypti, realizados segundo
metodologia preconizada pela World Health Organization (WHO, 1970).

Foram testadas as concentracfes 1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5,0 mg/mL, 10,0 mg/mL e
20 mg/mL nesse estudo. Para cada concentracdo, o EEB foi pesado em balanca analitica e
diluido em 30 mL de agua destilada com auxilio de grau e pistilo, para total solubilizac&o.
Posteriormente foi transferido 10 mL de cada solucéo teste para tubos Falcon com capacidade
para 50 mL. Por conseguinte, vinte larvas saudaveis (L4) de Ae. aegypti, foram contadas e
transferidas com auxilio pipeta Pasteur para os tubos Falcon contendo as solugdes testes nas
diferentes concentracBes. Os experimentos foram realizados em triplicata. As larvas foram
mantidas a temperatura de 28 °C, com um fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro (Figura 8,
p. 50). A mortalidade das larvas foi verificada 24 e 48 horas apés o inicio de cada teste.

O grupo controle negativo foi composto por 20 larvas L4 expostas apenas a agua
destilada. Se houvesse pupacdo de mais de 10% no controle ou mortalidade acima de 20% no
periodo de 24 horas, 0 experimento seria descartado e deveria ser repetido (TRINDADE, 2012).
O grupo controle positivo foi composto por 20 larvas L4 expostas a 1 mL de um inseticida
comercial, possuindo a seguinte composic¢do: Imiprotrina 0,02%, Permetrina 0,05% e
Esbiotrina 0,1%.

Para leituras das larvas sobreviventes, todas foram transferidas para placas Petri, sendo
consideradas sem vida quando observada auséncia total de movimentos e por meio da
estimulagdo mecénica através de pipetas Pasteur. Ao fim dos experimentos as larvas vivas
foram mortas com solucdo detergente e descartadas.

A atividade do extrato testado foi estabelecida com base na percentagem média de
mortalidade das larvas apos 24 e 48 horas (> 75% [resultado promissor], 50-75% [parcialmente
promissor], 25-50% [fracamente promissor], e <25% [inativo]) (SANTOS et al., 2012).
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Figura 8. Modelo experimental de suscetibilidade das larvas de Aedes aegypti ao EEB de Helicteres
eichleri.

Pesagem do EEB 30 mL de H;0
de H eichleri

3  Transferéncia da solugfo teste

5  Fotoperiodo

E@ EE Eﬂ _ claro e escuro
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do EEB com H,0 12h

) Triplicata
*Controle (-)

Agua destilada

*Controle (+) |2o Larvas ‘ |20 Lar\-'as‘
Imiprotrina 0,02% (L4) (L4)

l}:e]];r.ne?"inao(),l{ij“/ﬁ i Adigdo das larvas (L4)
tsbiotrina 0,1% na solugio teste

20 Larvas
(L4)

Fonte: prépria do autor.

4.6.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica e o calculo da CLso para 24 e 48 horas de exposi¢cdo foram
realizados usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA). Diferencas significativas entre os grupos foram analisadas por ANOVA e pds-

teste de Tukey (p < 0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Substéancias isoladas das partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Helicteres eichleri conduziu ao isolamento

dos constituintes quimicos apresentados no quatro a seguir:

Quadro 2. Substancias isoladas e identificadas das partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum

H 10
‘/2\/4\/\/\/CH3
HO—C1
‘ 3 5 7 9
H
He-1: decanol He-2: 4cido rosmarinico

He-3a: s-Sitosterol

3 T

HO

24

He-4: lupeol




Quadro 2 (continuacdo). Substancias isoladas e

eichleri K. Schum.
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identificadas das partes aéreas de Helicteres

....u||||8

29

N e

wo™

23 24

30

N i

HO

S
S
N

23 24

He-6a: acido micromérico

29

ﬁllllllnn

23 24

He-5a: 4cido 3-a-hidroxi-urs-12-en-28-6ico He-5b: acido 3-a-hidroxi-olean-12-en-28-6ico

...-u||||8

29

N iy

HO

23 24

He-6h: acido ursélico

5.2.1 Caracterizagdo estrutural de He-1

A substancia codificada como He-1, apresentou-se na forma de um pé branco amorfo.
A andlise do seu espectro de RMN H (Figura 9, p. 55) revelou a existéncia de hidrogénios
ligados a carbonos com hibridizacdo sp® e sinais indicativos de hidrogénio oximetilénico ao
exibir um tripleto em 81 3,63 (t, J = 6.6 Hz) (PAVIA et al., 2015).

Na expansdo do seu espectro de *H (Figura 10, p. 56) foi possivel visualizar outro

tripleto com integragdo para trés hidrogénios em 61 0,87 (t, J = 6.8 Hz, 3H), permitindo inferir

para He-1 a presenca de um grupo metila. Outra informacao fornecida por este espectro foi um
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conjunto de absor¢des com consideravel multiplicidade na regido entre on 1,25 e 1,57 que
permitiu sugerir a presencga de grupos metilénicos na estrutura em questdo (BRITO-FILHO et
al., 2017).

O espectro de RMN C - APT (Figura 11, p. 56) de He-1, apresentou absorcdes para
dez atomos de carbono, sendo oito metilénicos entre d¢c 22,84-32,97, uma absorgdo em &¢ 63,27
tipica de carbono oximetilénico e um carbono metilico em &¢ 14,2. Estas informagdes ratifica
a proposta de que a molécula em andlise possui estes grupos (FERNANDES et al., 2018).

Desta forma, os dados de RMN *H e *C em compilagio com os valores obtidos na
literatura (Tabela 1, p. 55) permitiram atribuir a estrutura do alcool alifatico decanol para He-
1. Essa substancia foi substancia isolada anteriormente de Helicteres velutina (FERNANDES
et al., 2018) e relatada pela primeira vez na espécie Helicteres eichleri. Pesquisas anteriores
comprovaram sua acdo contra ovos, larvas e pupas do mosquito Aedes aegypti (SINNIAH,
1983).

H 2 4 6 8 10
| /\/\/\/\/CHs
HO T 1 3 5 7 9
H
He-1

(Decanol)
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Tabela 1. Dados comparativos de RMN H e °C da substancia He-1 (5, CDCls, 400 e 100
MHz) com o modelo da literatura Mo-1 (5, CDCl3, 400 e 100 MHz) (FERNANDES et al.,
2018).

Mo-1 (Decanol) He-1
C OH oc OH oC
1 3,63 (t, J = 6.5 Hz, 2H) 63,0 3,63 (t,J =6.6 Hz) 63,2
2 32,7 32,9
3 25,7 25,8
4 29,3 29,5
5 29,4 29,5
6 1,25-1,59 (m) 29,6 1,25-1,57 (m) 29,7
7 29,7 29,8
8 31,9 32,0
9 22,6 22,4
10 0,87 (t, J = 6.7 Hz, 3H) 14,1 0,87 (t, J = 6.8 Hz, 3H) 14,2

Figura 9. Espectro de RMN H (8, CDCls, 400 MHz) de He-1.
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Figura 10. Expanso do espectro de RMN *H (5, CDCls, 400 MHz) de He-1 na regido entre 1,90 0,75
ppm.
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5.2.2 Caracterizacdo estrutural de He-2

A substancia He-2 foi obtida na forma de p6 incolor. A analise do espectro de RMN tH
(Figura 12, p. 62), obtido a 500 MHz, mostrou um perfil de absor¢des correspondente a
substancia que apresenta mais de um anel aromatico, com sinais intensos na regido entre dn
6,21 e 7,45.

A existéncia de um anel aromatico trisubstituido para He-2 (Figura 13, p. 62) foi
evidenciado pelo duplo dupleto em 6+ 6,98 atribuido ao hidrogénio H-6 (J=8,2 Hz), que acopla
orto com o pico em &n 6,77 referente ao H-5 e meta (J=2,0 Hz) com o dupleto em 61 7,06 que
foi definido com o hidrogénio da posicdo dois (LIU et al., 2014) (Tabela 3, p. 60).

Um outro sistema aromatico também trisubstituido (Figura 14, p. 63) do tipo ABX para
a molécula em analise foi sugerido pelos sinais em 84 6,68 (d, J=1,9 Hz) atribuido ao H-2’, que
se correlaciona meta (J=1,9 Hz) com o sinal em 61 6,51 que se apresenta na forma de um duplo
dupleto com J de 8,0 e 1,9 Hz, uma vez que acopla orto com H-5" presente em 61 6,63 (d, J=8,0
Hz) (YADIKAR et al., 2018). Estes dados permitiram propor que He-2 possui dois sistemas do
tipo ABX (Tabela 3, p. 59).

Os sinais em 61 2,99 (dd, J = 14.2 e 3.8 Hz) e 2,87 (dd, J = 14.3 e 8.8 Hz) (Figura 15,
p. 63), bem como seus padrdes de acoplamento geminal foram comparados com os dados da
literatura atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-7’a e H-7°b, ambos duplo dupleto do &cido
rosmarinico. Esta analise comparativa permitiu sugerir que He-2 se tratava desta molécula (L1U
etal., 2014; YADIKAR et al., 2018).

A existéncia de um duplo dupleto em 64 5,00 (J = 8.8 e 3.8 Hz) foi aferido para um
hidrogénio oximetinico em H-8” (Figura 16, p. 64) (LIU et al., 2014).

Ainda no espectro de RMN de 'H , a presenca dos dupletos em 8 6,22 e 51 7,43 (Figura
16, p. 64), ambos com J = 15,9 Hz e integral para 1H cada, caracterizando uma ligacdo trans
entre hidrogénios olefinicos, devido a magnitude das suas constantes de acoplamento,
corroboram com a proposta sugerida (YADIKAR et al., 2018).

O espectro de RMN 3C utilizando a técnica APT e suas expansoes (Figuras 17 a 19, p.
64 e 65) revelaram 18 sinais para carbonos, dos quais doze foram atribuidos a carbonos
aromaticos, sendo quatro deles sugestivos de carbonos aromaticos ligados a hidroxilas fenolicas
em dc 145,6 (C-3), 148,6 (C-4), 145,0 (C-3”) e 143,9 (C-4’) e sinais em dc 125,4 e 127,7
correspondentes aos dois carbonos aromaticos ndo hidrogenados da posicdo C-1 e C-1°,
respectivamente. Além disso, a presenca de carbonos aromaticos mono-hidrogenados nas

posicdes C-2, C-2’°, C-5, C-5’, C-6 e C-6’, foi sustentada pelos deslocamentos quimicos em d¢
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114,9, 116,7, 115,8, 115,4, 121,5 e 120,0, respectivamente (Tabela 2, p. 60) (GOHARI et al.,
2009).

Adicionalmente, a existéncia de um carbono em dc 36,3, sendo o0 Unico carbono
metilénico presente na estrutura, ¢ um sinal indicativo de carbono metinico oxigenado em oc
73,4, fortalecem a presenca do &cido fendlico indicado (FATIMA, SIDDIQUI, BEGUM, 2017).

Ainda nesse espectro, foi possivel observar a presen¢a dos sinais em dc 145,6 e 113,5,
tipicos de carbonos olefinicos, bem como, o deslocamento quimico correspondente a carbonila
de éster em oc 166,0, juntamente com o sinal em d¢c 171,1 para o carbono do grupo carboxila
(OLENNIKOQOV, DAIRONAS, ZILFIKAROV, 2017).

No espectro de mapa de contorno bidimensional HMBC de He-2 (Figuras 20 a 22, p. 66

e 67), observou-se a correlacdo a trés ligagoes (3J) de H-8 (8n 6,22) com o carbono em dc 125,4
(C-1) e, diante desta informacéo, foi possivel confirmar a ligacdo do sistema olefinico ao primeiro
anel aromatico. Observou-se que H-7a (3w 2,87) apresentou correlagdo com os carbonos C-9°,
C-2’e C-6’ (6c 171,1, 116,7 e 120,0) a trés ligagcOes (3J) e com C-1" (6c 127,7) a duas ligacdes
(2J), enquanto que H-7"b (8 2,99) apresentou correlagdes com os carbonos C-2° e C-6’ (8¢ 116,7
e 120,0) a trés ligacGes, confirmando a ligacdo deste sistema ao segundo anel aromatico. As
demais correlagdes observadas nos mapas de contornos HMBC e HSQC de He-2 estdo
apresentadas na tabela 3 (GOHARI et al., 2009).

ApO6s comparacOes dos dados obtidos por RMN H, 3C-APT, HMBC e HSQC de He-2
com informacgdes encontradas na literatura (Tabelas 2 e 3, p. 60 e 61), concluiu-se que a
substancia é o acido O-cafeoil-3,4-diidroxifenil latico, conhecido como &cido rosmarinico,
isolado anteriormente de Helicteres angustifélia (WANG et al., 2012) e Helicteres vegae
(OLIVAS-QUINTERO et al., 2017), e relatada pela primeira vez na espécie Helicteres eichleri.

Este acido fenolico apresenta uma série de atividades biolégicas, como anticolinesterase,
antidepressiva, antifibrética, antigenotdxica e anti-inflamatéria, antimicrobiana, entre outras ja
descritas por alguns autores (DASTMALCHI et al., 2009; LI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2012; ABEDINI et al. 2013; KONDO et al., 2015; ROCHA et al., 2015).



He-2
Acido O-cafeoil-3,4-diidroxifenil latico
(Acido rosmarinico)
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Tabela 2. Dados comparativos de RMN *H e £C da substincia He-2 (5, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) com 0
modelo da literatura Mo-1 (5, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) (GOHARI et al., 2009).

Mo-1 (Acido rosmarinico)

HO.

OH

OH

OH

C dc dn dc
1 - 126,3 - 1254
2 7,05 (d, J = 1.4 Hz, 1H) 1158 7,06 (d, J = 2.0 Hz, 1H) 114,9
3 ; 146,7 - 1456
4 - 1494 - 148,6
5 6,77 (d, J = 8.1 Hz, 1H) 116,8 6,77 (d, J = 8.1 Hz, 1H) 1158
6 | 694(dd,J=82e15Hz, 1H) | 1218 | 6,98 (dd,J=8.2e2.0Hz, 1H) | 1215
7 7,40 (d, J = 15.8 Hz, 1H) 145 4 7,43 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 1456
8 6,20 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 1155 6,22 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 1135
9 - 167,1 - 166,0
I’ - 130,4 - 1277
2 6,69 (d, J = 1.5 Hz, 1H) 1175 6,68 (d, J = 1.9 Hz) 116,7
3’ - 1458 - 145,0
4 - 1445 - 1439
5 6,60 (d, J = 8.0 Hz, 1H) 116,3 6,63 (d, J = 8.0 Hz, 1H) 1154
6 | 6,50(dd,J=8.0¢e15Hz, 1H) | 1205 6,51 (dd, J=8.0 e 1.9 Hz) 120,0
7a [281(dd,J=10.1e10Hz 1H) | ., [ 287(dd,J=143e88Hz 1H) [ .,
7’b 3,05 (d, J = 10.0, 1H) ! 2,99 (dd, J = 14.2 e 3.8 Hz, 1H) !
8 |4,92(dd, J=100e2.8Hz, 1H) | 744 | 500(dd, J=8.8e3.8Hz, 1H) | 734
9’ - 174, - 171,1
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Tabela 3. Compilagdo dos dados de RMN *H e 3C, HSQC e HMBC de He-2 (5, DMSO-ds, 500 e 125

MHz).
HMQC HMBC

C OH dc 2] 3

1 - 125,4 - -

2 7,06 (d, J = 2.0 Hz, 1H) 114,9 C3 C-4,C-6, C-7
3 - 145,6 - -

4 - 148,6 - -

5 6,77 (d, J = 8.1 Hz, 1H) 115,38 C4 C-1,C-3

6 6,98 (dd, J =8.2 e 2.0 Hz, 1H) 121,5 - C-2,C-4, C-7
7 7,43 (d, J=15.9 Hz, 1H) 145,6 - C-2,C-6,C-9
8 6,22 (d, J = 15.9 Hz, 1H) 113,5 C-9 C-1

9 - 166,0 - -

1’ - 127,7 - -

2’ 6,68 (d, J = 1.9 Hz) 116,7 - C-4,C-6,7b
3’ - 145,0 - -

4 - 143,9 - -

5’ 6,63 (d, J = 8.0 Hz, 1H) 115,4 - Cc-1’,C-3’
6’ 6,51 (dd, J=8.0e 1.9 Hz) 120,0 - c-2’,C-4
7’a | 2,87 (dd, J=14.3 e 8.8 Hz, 1H) 363 Cc-1’ Cc-2’,C-6°, C-9’
7°b | 2,99 (dd, J=14.2 ¢ 3.8 Hz, 1H) ' Cc-1’ Cc-2’,C-6°, C-9’
8’ 5,00 (dd, J=8.8 e 3.8 Hz, 1H) 73,4 c-9 C-9, C-1’

9’ - 171,1 - -
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Figura 12. Espectro de RMN H (5, DMSO-ds, 500) de He-2.
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Figura 14. Expansio do espectro de RMN *H (5, DMSO-ds, 500) de He-2 na regido entre 6,51 e 6,69
ppm.
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Figura 15. Expansdo do espectro de RMN H (5, DMSO-ds, 500) de He-2 na regido entre
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Figura 16. Expanséo do espectro de RMN *H (5, DMSO-ds, 500) de He-2 na regido entre
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4,90 e 7,48 ppm.
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Figura 18. Expansdo do espectro de RMN C-APT (5, DMSO-ds, 125) de He-2 na regido entre 140 e

173 ppm.
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Figura 20. Espectro HMBC (6, DMSO-ds, 500 e 125) de He-2.
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Figura 21. Expanséo do espectro HMBC (5, DMSO-ds, 500 e 125) de He-2.
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Figura 22. Expansdo do espectro HMBC (5, DMSO-ds, 500 e 125) de He-2.
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Figura 23. Espectro HSQC (8, DMSO-ds, 500 e 125) de He-2.
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5.2.3 Caracterizacdo estrutural de He-3

A substancia codificada como He-3, apresentou-se como cristais incolores no formato
de agulha e ponto de fusdo 137,5-138,3 °C.

A andlise do seu espectro de RMN H (Figura 24, p. 72) exibiu um conjunto de
absorgdes simples e multiplas na regido compreendida entre 6H 0,65 € 2,26, caracteristico de
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, tipico de substancias com ndcleo esteroidal e/ou
triterpénico (CHAVES et al., 2013).

O multipleto observado em on 3,50 permitiu inferir a presenga de um hidrogénio
oximetinico que pode ser atribuido a H-3 de fitoesteroides e terpenoides (COSTA et al., 2010).
Por conseguinte, foi possivel visualizar absor¢des caracteristica de hidrogénio olefinico em dH
5,32 (d, J = 5.1 Hz) caracteristico de H-6, sugestivo de que He-3 possui nucleo esteroidal. Este
dado foi fortalecido pelos sinais em &4 5,12 (dd, J = 15.1 e 8.5 Hz, 1H) € 4,99 (dd, J =15.2 e
8.5 Hz, 1H) correspondente aos hidrogénios vinilicos H-22 e H-23, respectivamente, do
composto estigmasterol (TELES et al., 2014).

Dos quarenta e dois sinais exibidos pelo espectro de RMN *C (Figura 25, p. 72), as
absorcbes em oc 71,9, 121,4 e 140,8 com intensidade para dois carbonos cada, poderam ser
atribuidos aos carbonos C-3, C-6 e C-5, respectivamente, bem como os sinais em o¢ 138,4 (C-
22) e 129,4 (C-23), permitiram propor que He-3 tratar-se-ia de uma mistura do estigmasterol e
outro esteroide (MACIEL et al., 2016). Essa proposta foi confirmada pelos sinais em 6¢c 34,0 e
26,2 caracteristicos dos carbonos metilénicos C-22 e C-23, respectivamente, do B-sitosterol
(COSTA et al., 2009)

Os dados de RMN *H e 3C e comparac@es com os valores obtidos na literatura (Tabela
Tabela 4, p. 70 e 71) permitiram identificar He-3 como uma mistura do g-sitosterol (He-3a) e
o0 estigmasterol (He-3b), anteriormente isolados em diversas especies da familia Malvaceae s.|
(COSTA et al., 2009; COSTA et al., 2010; CHAVES, et al., 2013; BRITO FILHO et al., 2014;
MACIEL, et al., 2016). Entretanto, o estigmasterol é relatado pela primeira vez no género
Helicteres.

Em estudo realizado com a espécie Abutilon indicum (Malvaceae), o composto -

sitosterol apresentou propriedades larvicidas sobre o Aedes aegypti (PONTUAL, 2010).



He-3a
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Tabela 4. Dados comparativos de RMN H e *C das substancia He-3a e He-3b (8, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, CDCls,
400 e 100 MHz) (RASHED et al., 2014) e Mo-2 (5, CDCls, 500 e 125 MHz) (FORGO; KOVER, 2004).

Mo-1 (B-Sitosterol)

He-3a

Mo-2 (Estigmasterol)

He-3b

C OH oc OH oc OH oc OH oc

1 - 37,6 - 37,3 - 37,6 - 37,3
2 - 31,4 - 31,7 - 31,9 - 31,6
3 3,52 (m) 71,6 3,50 (m, 1H) 71,9 3,51 (m) 72,0 3,50 (m, 1H) 71,9
4 - 42,8 - 42,4 - 42,5 - 42,4
5 - 140,4 - 140,8 - 140,8 - 140,8
6 5,37 (m) 1215 5,32 (d, J=5.1Hz, 1H) 121,8 5,34 (m) 1218 | 5,32(d,J=5.1Hz,1H) | 121,8
7 - 31,7 - 32,0 - 32,1 - 32,0
8 - 31,7 - 32,0 - 32,2 - 32,0
9 - 50,3 - 50,2 - 50,5 - 50,2
10 - 36,7 - 36,5 - 36,5 - 36,5
11 - 211 - 21,2 - 21,2 - 21,2
12 - 39,8 - 39,9 - 40,0 - 39,8
13 - 42,8 - 42,4 - 42,2 - 42,3
14 - 56,4 - 56,9 - 57,1 - 57,1
15 - 24,5 - 24,4 - 24,5 - 24,5
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Tabela 4 (continuagao) Dados comparativos de RMN *H e *C das substancia He-3a e He-3b (5, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-
1 (3, CDCls, 400 e 100 MHz) (RASHED et al., 2014) e Mo-2 (8, CDCls, 500 e 125 MHz) (FORGO; KOVER, 2004).

Mo-1 (B-Sitosterol) He-3a Mo-2 (Estigmasterol) He-3b
C OH oc OH oc OH oc OH oc
16 - 28,4 - 28,3 - 28,9 - 29,0
17 - 57,2 - 56,2 - 56,3 - 56,0
18 0,75 (s) - 0,65 (s) 12,0 0,70 (s) 12,2 0,67 (s) 12,1
19 1,09 (s) 19,5 0,98 (s) 19,5 1,01 (s) 19,5 0,98 (s) 19,5
20 - 35,9 - 36,2 - 40,4 - 40,6
21 0,98 (d) 18,6 - 18,9 - 21,4 - 21,3
- 517 (dd,J=15.2e8.6 5,12 (dd,J=15.1e85
22 - 34,2 34,0 Hz, 1H) 138,3 Hz, 1H) 138,4
- 5.04 (dd,J=15.2e8.6 4,99 (dd,J=15.2e 8.5
23 - 26,2 26,2 Hz, 1H) 129,7 Hz, 1H) 129,4
24 - 46,3 - 45,9 - 51,5 - 51,3
25 - 29,2 - 29,2 - 32,2 - 32,0
26 0,85 (d, J=6.7 Hz) 19,8 - 19,9 0.85 (d) 21,2 - 19,9
27 0,81(d, J=6.7 Hz) 19,2 - 19,1 0.80 (d) 19,2 - 19,1
28 - 23,4 - 23,2 - 25,4 - 25,5
29 0,92 (t,J=7.4 Hz) - 0,78 () 12,2 0.81 (t) 12,2 0,78(s) 12,3
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400 MHz) de He-3.

Figura 24. Espectro de RMN H (5, CDCls,
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5.2.4 Caracterizacdo estrutural de He-4

A substancia nomeada como He-4 apresentou-se na forma de p6. Ao se avaliar 0 seu
espectro de RMN H (Figura 26, p. 77), este mostrou um leque de absorcdes na regido entre &
0,77 e 2,05, caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos, sugestivo de
substancias que comportam esqueleto triterpénico, fato que levou a sugerir este nucleo para a
molécula em analise (PAVIA, 2015).

Este perfil espectroscdpico foi evidenciado com a identificacdo de sete sinais, em on
0,77; 0,83; 0,95; 0,98; 0,99; 1,03 e 1,70, equivalentes a sete grupos de hidrogénios metilicos
(Figura 27, p. 77), condizentes com metilas nas posi¢oes H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-28
e H-30, tipico de nucleo triterpénico. Sendo o sinal em 64 1,70 indicativo de hidrogénios de um
grupo metila ligado a carbono com hibridizagdo sp?, permitindo sugerir que He-4 pertence a
série lupano (GOIS, 2010).

A presenca de dois dupletos em 61 4,70 (d, J = 2.1 Hz) e 4,75 (d, J = 2.1 Hz), com
integral para um hidrogénio cada, tipico de hidrogénios geminais olefinicos H-29 (Figura 28,
p. 78), fortaleceu a sugestdo de que He-4 possui nucleo triterpénico do tipo lupano. Este
espectro revelou, adicionalmente, uma absorcdo em &y 3,20 (dd, J = 11.1, 4.9 Hz), integrando
para um atomo de hidrogénio, podendo inferir a presenca de um hidrogénio ligado a carbono
oximetinico na posicdo C-3 (ALHASSAN et al., 2018).

A partir do espectro de RMN *3C usando a técnica APT (Figura 29 e 32, p. 78 e 80), foi
possivel identificar sinais para sete carbonos metilicos, dez metilénicos, sete metinicos e cinco
ndo hidrogenados (TELLES et al., 2015). Acrescido das absorcdes (Figura 28, p. 78) atribuidas
aos carbonos C-29 (d¢c 109,8) e C-20 (¢ 150,5) de grupo vinil da série lupano, propondo que
He-4 trata-se do lupeol (SILVA et al., 2010; GOIS, 2010).

Ao identificar no espectro de RMN *3C um sinal em &c 79,1, referente a carbono
oximetinico, juntamente com absorgdes em d¢ 38,9 (C-1) e d¢c 28,1 (C-23), fortalece a proposta
de uma substituicdo na posicdo C-3 em He-4, permitindo inferir a presenca de um grupo
hidroxila em equatorial. Nesse contexto, a blindagem do carbono metilico C-24 pode ser
relacionada a influéncia do grupo hidroxila adjacente C-3 (SOUZA et al, 2001).

A analise dos espectros de RMN *H e 133C em conjunto com os dados obtidos na literatura
(Tabela 5, p. 75 e 76), fortificaram a identificacdo do composto como sendo o triterpeno da
série lupano, lup-20(29)-en-34-ol, conhecido como lupeol, composto relatado pela primeira vez

no género Helicteres.
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O lupeol € presente em muitos frutos e plantas medicinais, e que pode apresentar as mais
variadas atividades bioldgicas como: anti-inflamatoria, antitumoral, gastroprotetora e

antiplasmddica (ALVES et al., 1997; ALl et al., 1998; SALEEM et al., 2001; NAVARRETE
etal., 2002).

22

28

E T

HO

24

He-4
lup-20(29)-en-34-ol
(Lupeol)



75

Tabela 5. Dados comparativos de RMN H e 13C da substancia He-4 (5, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, CDCls, 200 e 50 MHz)
(SILVA etal., 2017) e Mo-2 (6, CDCls, 300 e 75 MHz) (MIRANDA, GARCEZ, GARCEZ, 2015).

Mo-1 (Lupeol)

Mo-2 (Acido betulinico)

15

N
<

s

23 24

C OH ocC

1 - 38,0 - 38,7 - 38,9
2 - 27,4 - 27,4 - 27,5
3 3,21 (dd, J=6.0 e 2.0 Hz) 79,0 3,13 (dd, J = 10.6 e 5.4 Hz) 79,0 3,20 (dd, J=11.1e49Hz, 1H) | 791
4 - 38,7 - 38,8 - 39,5
5 - 55,3 - 55,3 - 55,4
6 - 18,3 - 18,3 - 18,4
7 - 34,3 - 34,2 - 34,4
8 - 40,8 - 40,7 - 40,8
9 - 50,4 - 50,5 - 50,6
10 - 37,2 - 37,0 - 37,1
11 - 20,9 - 20,8 - 20,9
12 - 25,1 - 25,5 - 25,6
13 - 38,8 - 38,3 - 38,8
14 - 42,8 - 42,4 - 42,5
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Tabela 5 (continuag&o). Dados comparativos de RMN 'H e £3C da substancia He-4 (5, CDCls, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, CDCls,

200 e 50 MHz) (SILVA et al., 2017) e Mo-2 (5, CDCls, 300 e 75 MHz) (MIRANDA, GARCEZ, GARCEZ, 2015).

Mo-1 (Lupeol) Mo-2 (Acido betulinico) He-4

C OH oc OH oc OH oc
15 - 27,4 - 30,5 - 27,1
16 - 35,6 - 32,2 - 35,3
17 - 43,0 - 56,3 - 42,8
18 - 48,3 1,78 (m) 46,8 - 47,9
19 - 48,0 - 49,2 - 47,0
20 - 151,9 - 150,4 - 150,5
21 - 29,8 - 30,2 - 30,6
22 - 40,0 - 37,1 - 40,8
23 - 28,0 0,87 (s) 27,9 0,99 (s) 28,1
24 - 15,3 0,76 (s) 15,3 0,77 (s) 15,4
25 - 16,1 0,82 (s) 16,0 0,92 (s) 16,2
26 - 16,0 0,69 (s) 16,1 1,03 (s) 16,1
27 - 14,5 0,90 (s) 14,7 0,98 () 14,8
28 - 18,0 - 181,2 0,83 () 17,6
29a 4,57 (s) 4,54 (sl) 4,70 (d, J = 2.1 Hz, 1H)

29b 4,68 (3) - 2,65 (sl) N 4,76 (d. = 2.0 Hz, 1H) A
30 1,67 (s) 19,3 1,63 (s) 19,3 1,70 (s) 19,50
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Figura 26. Espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de He-4.
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Figura 28. Expanséo do espectro de RMN *H (5, CDCls, 400 MHz) de He-4 na regido entre
4,66 e 4,94 ppm.
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Figura 29. Espectro de RMN *C-APT (5, CDCls, 100 MHz) de He-4.
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Figura 30. Expanséo do espectro de RMN 3C-APT (5, CDCls, 100 MHz) de He-4 na regi&o

entre 14,2 e 28,1 ppm.
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Figura 31. Expansdo do espectro de RMN 3C-APT (8, CDCls, 100 MHz) de He-4 na regi&o

entre 90 e 165 ppm.
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Figura 32. Epansao do espectro de RMN 3C-APT (8, CDCls, 100 MHz) de He-4 na regio
entre 74,5 e 87,5 ppm.
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5.2.5 Caracterizacdo estrutural de He-5

A substancia denominada como He-5 apresentou-se na forma de p6 branco amorfo. O
seu espectro de RMN H (Figura 33, p. 84), exibiu um conjunto de sinais de alta multiplicidade
entre on 0,67 e 2,2, indicativo de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos de terpenos ou
esteroides (PAVIA, 2010).

Dois tripletos, um de maior intensidade em on 5,12 (t, J = 3.5 Hz) e outro em 6x 5,15 (t,
J = 3.5 Hz) (Figuras 34, p. 84), atribuidos a hidrogénios olefinicos H-12 em triterpenos com
dupla ligag&o endociclica nos carbonos C-12 e C-13, levando a propor que He-5 poderia tratar-
se de uma mistura de triterpenos da série ursano e oleanano, respectivamente (LUCENA, 2012).
Adicionalmente, este espectro apresentou um duplo dupleto em 6w 2,73 (dd, J=3.6 e 13.6 Hz),
atribuido ao hidrogénio H-18 que acopla axial-equatorial e axial-axial, respectivamente, com
H-19, caracteristico da série oleanano (JEFFREYS, NUNEZ, 2016).

O espectro de RMN 3C utilizando a técnica APT (Figuras 35 a 37, p. 85 a 86), revelou

a existéncia de sinais para 49 atomos de carbono metilicos, metilénicos, metinicos e néo
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hidrogenados, fortalecendo a sugestao de que He-5 tratava-se de uma mistura de triterpenos da
série ursano e oleanano.

Os sinais em ¢ 124,6 e ¢ 138,2 caracteristicos de carbonos sp? C-12 (metilico) e C-
13 (ndo-hidrogenado) de triterpeno do tipo ursano, juntamente com os sinais em 6¢ 121,5 (C-
12) e &¢c 143,8 (C-13) referentes a estrutura da série oleanano foram comparados com dados da
literatura dos referidos nucleos triterpénicos (CUNHA et al., 2017).

Ainda no espectro de RMN 3C (Figuras 37, p. 86), o sinal intenso em &c 76,9 (C-3),
juntamente com o deslocamento quimico em dc 178,3 e outro com menor intensidade em d¢
178,6, permitiram sugerir que a mistura de triterpenos possui grupo hidroxila na posicdo C-3 e
funcdo &cida na posicao C-28, padrdo de substituicdo caracteristico de triterpenos, corroborando
com a proposta inicial (MIRANDA, GARCEZ, GARCEZ, 2015).

As analises dos espectros de RMN *H e *C, e comparacdes com dados da literatura
(Tabela 6, p. 82 e 83) permitiram identificar He-5 como sendo uma mistura dos acidos 3-a-
hidréxi-urs-12-en-28-6ico (He-5a) e 3-a-hidroxi-olean-12-en-28-6ico (He-5b), na propor¢éo de
3:1.

Estudos realizados anteriomente relatam o isolamento do &cido 3-a-hidroxi-urs-12-en-
28-0ico das espécie Brillantaisia palisatii (BERRONDO et al., 2003) e Mentha aquatica
(FERHAT et al., 2017) e, do &cido 3-a-hidroxi-olean-12-en-28-6ico de Calceolaria pinifolia

(WOLDEMICHAEL et al., 2003). Entretanto, estas substancias sdo descritas pela primeira vez
no género Helicteres.
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN *H e $*C das substancias He-5a e He-5b (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (8, CDCls, 200 e 50 MHz)
(BERRONDO et al., 2003) e Mo-2 (8, CDClz, 500 e 125 MHz) (WOLDEMICHAEL et al., 2003).

Mo-1 Mo-2

(&cido 3-a-hidroxi-urs-12-eno) nls=tl (&cido 3-a-hidroxi-olean-12-eno) Hlz-gls

30 29 30
5

C
1 - 378 - 36,5 - 36,7 - 36,3
2 - 27,7 - 27,5 - 25,2 - 27,0
3 3,50 (m) 75,5 - 76,9 3,39 (t, J = 2.7 Hz) 76,2 - 76,9
4 - 38,8 - 38,4 - 37,2 - 38,2
5 - 55,3 - 54,8 - 49,0 - 52,4
6 - 18,4 - 18,0 - 18,2 - 18,0
7 - 32,9 - 32,7 - 32,8 - 32,7
8 - 39,5 - 39,5 - 39,4 - 39,5
9 - 47,4 - 47,0 - 47,4 - 47,0
10 - 37,0 - 36,5 - 37,3 - 36,5
11 - 23,3 - 22,9 - 22,9 - 23,6
12 | 510(t J=32Hz) | 1215 5,12 (t, J = 3.5 Hz) 124.6 5,25 (t, J=3.4 Hz, 1H) 1227 | 5,5 (t, J = 3.5 Hz) 1215
13 - 1405 - 138,2 - 1436 - 1438
14 - 42,0 - 41,7 - 41,6 - 41,7
15 - 27,9 - 275 - 276 - 275
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Tabela 6 (continuagao). Dados comparativos de RMN *H e *C das substancias He-5a e He-5b (8, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, CDCls,
200 e 50 MHz) (BERRONDO et al., 2003) e Mo-2 (5, CDCls, 500 e 125 MHz) (WOLDEMICHAEL et al., 2003).

_ Mo-1 He5a _ o He-5b
(acido 3-a-hidroxi-urs-12-eno) (acido 3-a-hidroxi-olean-12-eno)

C OH oc OH oc OH oc OH oc
16 - 24,2 - 23,8 - 23,3 - 23,8
17 - 47,2 - 46,9 - 46,5 - 46,9
18 - 52,8 - 52,4 2,80 (dd,J=4.4e13.7Hz) | 40,9 | 2,73(dd,J=3.6e13.6 Hz) | 40,8
19 - - - 38,5 - 45,9 - 45,5
20 - 38,8 - 38,4 - 30,7 - 30,4
21 - 30,7 - 30,2 - 33,8 - 33,9
22 - 36,7 - 36,3 - 32,5 - 32,7
23 - 28,4 - 28,3 0,93 (s, 3H) 28,3 - 28,2
24 - 22,5 - 21,1 0,81 (s, 3H) 22,2 - 21,1
25 - 15,7 - 16,1 0,94 (s, 3H) 15,1 - 15,1
26 - 16,6 - 17,0 0,72 (s, 3H) 17,2 - 16,9
27 - 23,6 - 23,3 1,12 (s, 3H) 26,1 - 25,6
28 - 178,0 - 178,3 - 180,1 - 178,6
29 - 16,5 - 16,9 0,88 (s, 3H) 33,1 - 32,8
30 - 21,4 - 21,1 0,92 (s, 3H) 23,6 - 23,3




Figura 33. Espectro de RMN H (5, DMSO-ds, 400 MHz) de He-5.
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Figura 35. Espectro de RMN *C-APT (8, DMSO-ds, 100 MHz) de He-5.
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Figura 37. Expansdo do espectro de RMN BC-APT (5, DMSO-ds, 100 MHZ) de He-5 na regido entre
68,0 e 101,0 ppm.
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5.2.6 Caracterizacdo estrutural de He-6

A substancia codificada como He-6 apresentou-se na forma de pé branco amorfo.

O espectro de RMN de 'H (Figura 38, p. 92) exibiu um conjunto de sinais de alta
multiplicidade entre 6 0,90 e 2,33, caracteristico de substancias pertencentes a classe dos
triterpenos, como apresentado em He-5. A expansao desse espectro (Figura 39, p. 92) mostrou
varias absorcdes entre 6+ 0,90 a 1,30, que foram relacionadas a grupamentos metila, tipicos a
essa classe de substancias (SILVERSTEIN et al., 2007).

Esse espectro revelou a presenca de um multipleto em d4 5,51 compativel com
deslocamento quimico de hidrogénio olefinico na posi¢cdo H-12 e um sinal em 64 3,48 (m),
referindo-se a hidrogénio metinico na posicdo H-3, corroborando com a proposta sugerida
(Figura 40, p. 93) (KAWEETRIPOB et al., 2013).

Um dupleto em &4 2,66 (J = 11.8 Hz) e outro com menor intensidade em 61 2,78 (J =
12.0 Hz), indicaram a presenca de dois hidrogénios metinicos, ambos com constante de

acoplamento referente a sistema axial-axial correspondente a hidrogénio na posi¢éo H-19, com
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possivel presenga de um grupo metila na posi¢do 19, indicando a possibilidade de He-6 tratar-
se de uma mistura de substancias terpenoidicas (Figura 41, p. 93) (BATISTA, 2018).

Observou-se também, dois simpletos largos em 6+ 4,79 e 4,84 (Figura 42, p. 94) com
integral para um hidrogénio cada, tipico de grupo metileno sp?, e um sinal para hidrogénios
metilicos em & 0,98 (d, J = 6.2 Hz) (MAHATO & KUNDU, 1994).

O espectro de RMN de C utilizando a técnica APT revelou a presenca de 50 sinais
(Figura 43, p. 94), correspondentes a presenca de treze atomos de carbono metilicos, dezenove
metilénicos, treze metinicos e quinze carbonos nao hidrogenados, corroborando com a proposta
de uma mistura de triterpenos.

A presenca de dupla ligacdo entre os carbonos C-12 e C13 em 6c 126,8 e 139,7,
respectivamente, um sinal em ¢ 154,2 para carbono ndo hidrogenado C-20 e um carbono
metilénico C-30 em o&c 105,6 (Figura 44, p. 95), indicativo de dupla ligagdo terminal,
juntamente com os sinais em 6c 56,1 (C-18) caracteristico de carbono metinico e absor¢des
referentes a carbonos metilénicos em &c 33,2 (C-21) e 40,4 (C-22), permitem inferir a presenga
de uma substancia com nucleo triterpenico da série ursano, apresentando duas ligacdes duplas
conforme sugerido no espectro de RMN de *H (ALTINIER et al., 2007).

Os sinais em oc 180,4 e 179,8, caracteristicos de grupo carbonila de é&cido,
adicionalmente com um sinal intenso em 3C 78,6, referente a carbono oximetinico, sugeriram
uma mistura de dois triterpenos acidos com padrdo de substituicdo na posi¢do C-3 por uma
hidroxila (Figura 45, p. 95) (LUO et al., 2015).

Ainda no espectro de RMN de *3C foram evidenciados sinais menos intensos (Tabela 7,
p. 89 a 90), tais como: d¢ 124,3 (C-12) referente ao carbono metinico e em d¢ 139,4 (C-13) para
carbono ndo hidrogenado, bem como, deslocamentos quimicos em éc 54,0 (C-18), 39,9 (C-20),
31,5 (C-21), 37,7 (C-22) e 21,9 (C-30), caracteristicos de triterpeno da série ursano (ABREU
etal., 2010).

Apos analise dos espectros de RMN *H e 3C unidimensionais, além da comparag¢&o com
modelos da literatura (Tabelas 7 e 8, p. 89 a 91), permitiram identificar He-6 como sendo a
mistura dos triterpenos acidos 3-4-hidroxi-12,20(30)-dien-28-6ico (He-6a) e 0 3-f-hidroxi-urs-
12-en-28-6ico (He-6b), conhecidos como acido micromérico e acido ursdlico, respectivamente.

O éacido micromérico € relatado pela primeira vez no género Helicteres. Esse
triterpenodide possui propriedades biologicas anti-inflamatorias tépicas e antinociceptiva,
anulando ou reduzindo a percepgdo e transmissdo de estimulos que causam dor e inflamacéo
(ALTINIER et al., 2007; COSTA, 2003; MARTINEZ; 2012).



89

Estudos realizados anteriomente relatam atividade antioxidante, despigmentante,

antimicrobiana e anti-inflamatéria para o acido ursélico (COLOMBO et al., 2018). Esta

substancia foi isolada a partir da espécie vegetal Helicteres angustifolia (LIU & WANG, 1985)

e relatada pela primeira vez na espécie Helicteres eichleri.
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN *H e $3C das substancias He-6a e He-6b (8, CsDsN, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, CDsOD, 600 e 150

MHz) (ALTINIER et al., 2007) e Mo-2 (5, C:D=N, 300 e 75 MHz ) (UDDIN et al., 2011).

Mo-1 (Acido micromérico)

He-6a

Mo-2 (Acido ursolico)

He-6b

30

C dn dc

1 1,66 (m) 39,9 - 39,8 - 38,4 - 39,8
2 1,03 (m) 28,5 - 28,6 - 28,1 - 28,6
3 | 3,25(dd, J=11.1,4.0Hz) | 80,3 3,48 (m) 78,6 3,43 (m) 78,1 3,48 (M) 78,6
4 - 39,9 - 39,6 - 38,4 - 39,6
5 0,74 (m) 56,7 - 56,3 - 55,8 - 54,0
6 0,95 (m) 18,3 - 19,2 - 18,8 - 19,2
7 1,52 (m) 34,2 - 34,0 - 33,6 - 31,5
8 1,36 (m) 40,7 - 40,1 - 40,0 - 40,4
9 1,55 (m) 48,8 - 48,5 - 48,3 - 48,5
10 - 38,2 - 37,7 - 37,4 - 37,9
11 1,96 24.6 - 24,1 - 23,6 - 24,1
12 5,34 (t, J=3.5 Hz) 1277 5,51 (m) 126,1 5,50 (m) 1256 5,51 (m) 1243
13 - 138,0 - 139,7 - 139,7 - 139,4
14 - 43,3 - 43,0 - 42,5 - 43,0
15 1,90-1,19 (m) 29,1 - 29,2 - 28,7 - 29,1
16 - 25,6 - 25,4 - 24,9 - 23,3
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Tabela 7 (continuacdo). Dados comparativos de RMN H e 3C das substancias He-6a e He-6b (5, CsDsN, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (3,
CDs0D, 600 e 150 MHz) (ALTINIER et al., 2007) e Mo-2 (8, CsDsN, 300 e 75 MHz ) (UDDIN et al., 2011).

Mo-1 (Acido micromérico) He-6a Mo-2 (Acido ursdlico) He-6b

C OH oc OH oc OH oc OH oc
17 - 48,0 - 48,5 - 48,0 - 48,7
18 2,31 (sl) 56,1 233 (5) 56,1 2,52 (d, J=11 Hz) 535 - 54,0
19 2,39(d, J=11.0 Hz) 38,7 2,66 (d, J=11.8 Hz) 38,2 - 39,5 2,78 (d, J=12 Hz) 38,2
20 - 152,8 - 154,2 - 39,1 - 39,9
21 2,25-2,31 (m) 33,5 i 33,2 i 31,1 i 315
22 1,92-1,73 (m) 40,1 - 40,4 - 37,3 - 37,7
23 1,00 (s) 29,4 - 29,3 1,24 (s) 28,8 - 29,3
24 0,79 (s) 16,9 - 17,1 1,02 (s) 15,7 - 16,1
25 0,04(s) 16,6 - 16,1 0,03 (s) 16,6 i 17,1
26 0,78 (s) 18,3 - 18,0 1,05 (s) 17,4 - 18,0
27 1,16 (s) 24.6 - 24.4 1,22 (s) 23,8 - 24.4
28 - 177,8 - 180,4 - 180,3 - 179,8
29 1,03 (d, J=6.2 Hz) 17,3 | 0,98 (d, J=6,2 Hz, 3H) 17,9 0,97 (3) 17,5 - 17,9
30a 4,65 (sl) 4,79 (s _

200 470 ) 106,5 154 8 105,6 0,99 (d, J=6.1 Hz) 21,4 - 21,9
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Tabela 8. Dados comparativos de RMN de 3C de He-6 (5, CsDsN, 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5,
CD30D, 600 e 150 MHz) (ALTINIER et al., 2007) e (8, CsDsN, 300 e 75 MHz) (UDDIN et al., 2011).

Mo-l (aC|_do Mo-zl(gudo He-6a He-6b

C micromerico) ursolico)
oc oc oc oc

1 39,9 38,7 39,8 39,8
2 28,5 27,4 28,6 28,6
3 80,3 77,3 78,6 78,6
4 39,9 38,8 39,6 39,6
5 56,7 55,2 56,3 54,0
6 18,3 18,4 19,2 19,2
7 34,2 33,1 34,0 31,5
8 40,7 39,5 40,1 40,4
9 48,8 47,5 48,5 48,5
10 38,2 36,9 37,7 37,9
11 24,6 23,3 24,1 24,1
12 127,7 125,0 126,1 124,3
13 138,0 138,6 139,7 139,4
14 43,3 42,1 43,0 43,0
15 29,1 28,0 29,2 29,1
16 25,6 24,4 25,4 23,3
17 48,0 47,2 48,5 48,7
18 56,1 52,8 56,1 54,0
19 38,7 38,9 38,2 38,2
20 152,8 38,9 154,2 39,9
21 33,5 30,1 33,2 31,5
22 40,1 36,7 40,4 37,7
23 29,4 15,7 29,3 16,1
24 16,9 28,7 17,1 29,3
25 16,6 16,5 16,1 17,1
26 18,3 17,4 18,0 18,0
27 24,6 23,7 24,4 24,4
28 177,8 178,7 180,4 179,8
29 17,3 17,3 17,9 17,9
30 106,5 21,5 105,6 21,9




Figura 38. Espectro de RMN H (5, CsDsN, 400 MHz) de He-6.
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Figura 39. Expanséo do espectro de RMN *H (5, CsDsN, 400 MHz) de He-6 na regido entre 0,60 e 1,40

ppm.

~1.3091
1.2775
1.2732

£ ’

2

1.2350

B

.

—__—1.2546

LW 0 D00 M~ [>T ]
I8 o ol — I~ ol
o) I~ wm o @ M~
e SR o @
— = oo
|1 / NN [
/
."J
|l £
- /
Fd #
s 3 /

~0.9138
~0.9056

1.40

T T
1.30 1.25




94

Figura 40. Expanséo do espectro de RMN *H (5, CsDsN, 400 MHz) de He-6 na regio entre

3,25 e 4,10 ppm.
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Figura 42. Expansdo do espectro de RMN *H (§, CsDsN, 400 MHz) de He-6 na regido entre
4,36 e 4,88 ppm.
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Figura 43. Espectro de RMN *C-APT (8, CsDsN, 100 MHz) de He-6.
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Figura 44. Expans3o do espectro de RMN BC-APT (5, CsDsN, 100 MHz) de He-6 na regi&o entre 120,0
e 156,0 ppm.
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Figura 45. Expanséo do espectro de RMN 3C-APT (5, CsDsN, 100 MHz) de He-6 na regifo
entre 164,0 e 183,0 ppm.
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Figura 46. Expanséo do espectro de RMN *C-APT (8, CsDsN, 100 MHz) de He-6 na regi&o
entre 16,0 e 56,0 ppm.
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5.2. Abordagem sobre a atividade do EEB de Helicteres eichleri frente a larvas L4 de Aedes

aegypti

Diversos extratos de espécies vegetais tém demostrado efeitos sobre Ae. Aegypti, como
repeléncia, inibicdo de oviposi¢édo e de alimentacéo, alteragdes no desenvolvimento e morte
(KRINSKI et al., 2014). O controle natural de vetores com o0 uso de produtos naturais & menos
impactante em relacdo aos inseticidas sintéticos, pois esses produtos apresentam uma
degradacdo mais répida, resultando em menor exposi¢do ocupacional e poluicdo do meio
ambiente (BUSATO et al., 2015).

Nesse contexto, as larvas no quarto estagio de Ae. aegypti submetidas a diferentes
concentragcfes do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri, sofreram alteracGes
morfoldgicas e motoras, nos intervalos de 24 e 48 horas de exposi¢do. Durante 0s experimentos
foi possivel observar que todas as larvas do grupo controle negativo permaneceram vivas,
enguanto que no controle positivo houve mortalidade total das larvas expostas, como observado
em trabalhos realizados por Fernandes et al. (2018) com a espécie Helicteres velutina
(Malvaceae) e por Guarda et al. (2016) com as espécies Eugenia uniflora (Myrtaceae), Solidago
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chilensis (Asteraceae), Heteropterys aphrodisiaca (Malpighiaceae) e Casearia sylvestris
(Salicaceae).

No grupo tratamento, 0s movimentos das larvas passaram de normal agitado para
vagaroso, resultando em larvas imoveis, para esse estudo sé foram consideradas mortas as
larvas que ndo respondessem a estimulos mecanicos e que apresentassem paralizacao total de
seus movimentos, como observado em estudo realizado por Santos et al. (2015). Com o passar
do tempo, alteracbes na coloracdo e no tamanho normal das larvas foram caracteristicas
evidenciadas. Algumas larvas apresentaram encurtamento dos segmentos corporais e outras
alongamento dos mesmos. Ap6s morrerem, as larvas apresentaram mudanca de coloracgao para
mais enegrecida, principalmente no intervalo de tempo de 48 horas, resultado este semelhante
ao encontrado para a espécie Piper aduncum (Piperaceae) (OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com Quirino (2010), alteracGes morfol6gicas e comportamentais em larvas
submetidas a tratamentos com EEB de plantas sdo comuns, estas modificagbes podem
direcionar ao modo de agdo das substancias no corpo das larvas, servindo de embasamento para
estudos que possam desenvolver inseticidas eficazes e que ao mesmo tempo nao interfiram em
outros organismos ou ambientes a qual estdo sendo expostos.

No intervalo de 24 horas de exposicdo, foi possivel observar que a concentracdo de
20mg/mL apresentou mortalidade de 92,5% das larvas expostas, entretanto as concentragdes
1,5, 2,5, 5,0 e 10,0 mg/mL causaram a morte de 1,6%, 15,0%, 51,6% e 65,0% das larvas,
respectivamente (Tabelas 9, p. 98; Figuara 47, p. 99). Segundo a ANOVA segudida do pds-
teste de Tukey, a concentracdo de 20 mg/mL mostrou-se estatisticamente igual ao controle
positivo, em nivel de 5% de probabilidade. Estes resultados, corroboram com os encontrados
nos estudos realizados com Dalbergia brasiliensis (Fabaceae) e Croton linearifolius
(Euphorbiaceae), onde foi possivel observar similaridade entre as concentracdes e aces dos
extratos testados, apresentando percentual de mortalidade proporcional com o aumento da
concentracédo dos extratos avaliados (SILVA et al., 2014; DARMALI et al., 2015).

Na avaliacdo das larvas apos um periodo de 48 horas, observou-se que a eficacia do
EEB persistiu, sendo registrada uma taxa de mortalidade de 1,6%, 31%, 80% e 90%, para as
concentragdes de 1,25, 2,5, 5,0 e 10,0 mg/mL, respectivamente (Tabela 9, p. 98). O percentual
larvicida atingiu 93,3% na dose de 20mg/mL, a qual foi significativamente mais efetiva em
relacdo as outras concentracbes. Como observado na Tabela 9, apesar de ndo apresentar
diferengas significativas quando comparado ao intervalo de 24 horas, foi possivel detectar uma

atividade larvicida maior.
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Pesquisa realizada por Magalhdes (2015), com o extrato da espécie Anacardium
occidentale (Anacardiaceae) apds o periodo de 48 horas, demonstrou que a mortalidade das
larvas, além da influéncia da concentracdo, foi influenciada pelo tempo que estas permaneceram

expostas ao extrato, como observado nesse estudo.

Tabela 9.Avaliagdo da mortalidade (%) de larvas no quarto estagio do Aedes aegypti frente a diferentes

concentragBes do EEB das partes aéreas de H. eichleri.

Concentracdo Mortalidade (%) Resultado Mortalidade (%) Resultado

(mg/mL) 24 h avaliado 48 h avaliado
1,25 1,6 Inativo 1,6 Inativo
2,5 15,0 Inativo 31,0 Fracamente
promissor
5,0 51,6 Parcialmente 80,0 Promissor
promissor
10,0 65,0 Parcialmente 90,0 Promissor
promissor
20,0 92,5 Promissor 93,3 Promissor

Com base nos resultados obtidos ap6s 24 horas, a CLso foi calculada em 4,40 mg/mL,
no entanto, os valores de concentracdo letal diminuiram apds 48 horas de exposicao,
apresentando CLso de 3,73 mg/mL (Figura 47, p. 99).

A concentragéo obtida apresentou maior propriedade inseticida em relacéo a pesquisas
que avaliaram a atividade larvicida de extratos ap6s 24 horas das espécies Croton linearifolius
(Euphorbiaceae) (CLso: 17,42 mg/mL) e Azadirachta indica (Meliaceae) (CLso: 50,0 mg/mL)
(NOUR, SANDANASAMY, NOUR, 2012; SILVA et al., 2014).

Em comparacdo com a concentracdo média letal de Piper alatabaccum (Piperaceae)
(CLso: 0,86 mg/mL) apo0s 24 horas de andlise e da espécie Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) (CLso: 0,00086 mg/mL) no intervalo de 48 horas, o resultado obtido
apresentou maior concentracdo para matar metade das larvas expostas (SANTANA, 2012;
MAGALHAES, 2015).

Pesquisa realizada com a espécie Helicteres velutina (Sterculiaceae) apresentou CLso de
2,98mg/mL apds exposicdo de 24 horas ao seu EEB, demonstrando que espécies do género
Helicteres possuem promissor potencial inseticida contra Ae. aegypti (FERNANDES et
al.,2018).
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Figura 47. Atividade larvicida das diferentes concentragdes do EEB de H. eichleri sobre Ae. aegypti, ap6s
24 (a) e 48 (b) horas de exposicéo.
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O EEB de H. eichleri possui potencial larvicida sobre o quarto estagio larval do ciclo

de vida do Ae. Aegypti. Entretanto, é necessario dar continuidade ao estudo como o objetivo de

analisar a possibilidade de acdo sinérgica positiva entre as substancias presentes na matriz

vegetal e realizar testes com as substancias isoladas, no intuito de desenvolver inseticidas

naturais que visem o controle integrado de combate ao vetor de forma sustentavel.



101

6 CONCLUSOES
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O estudo fitoquimico da fase hexanica e n-butandlica de Helicteres eichleri K. Schum,
através de métodos espectroscopicos de RMN *H e 3C uni e bidimensionais e comparagio com
dados da literatura, permitiram isolar e caracterizar as seguintes estruturas: decanol (He-1),
acido rosmarinico (He-2), uma mistura do f-sitosterol e estigmasterol (He-3a e He-3b), lupeol
(He-4), uma mistura dos acidos 3-a-hidréxi-urs-12-en-28-0ico e 3-a-hidroxi-olean-12-en-28-
0ico (He-5a e He-5b) e uma mistura dos acidos micromérico e ursélico (He-6a e He-6b).

Uma abordagem preliminar, a partir da exposicdo das larvas no estagio L4 de Aedes
aegypti a diferentes concentracdes do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Helicteres
eichleri, demonstrou promissora atividade larvicida. Ap6s 24 e 48 horas de exposicdo, a
concentracdo de 20mg/mL foi capaz de matar 92,5% e 93,3% das larvas, respectivamente. A
CLso foi calculada em 4,4 mg/mL para o intervalo de 24 horas, e ap6s 48 horas de exposicao
apresentou CLso de 3,73 mg/mL.

Este trabalho fornece importantes conhecimentos sobre a espécie estudada, despertando
0 interesse para estudos em outras areas. O isolamento dessas substancias contribui para o
enriquecimento quimiotaxonémico da familia Malvaceae e melhor conhecimento de uma

espécie pertencente a vegetacao brasileira.
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