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RESUMO

CARVALHO, Jilma Luzia Batalha Rosa Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2020. Cultivo tradicional e in vitro de Crotalaria retusa para isolamento,
identificacdo e quantificacao de alcaloides pirrolizidinicos. Orientador: Antonio Jacinto
Demuner. Coorientador: Elson Santiago de Alvarenga

Plantas do género Crotalaria possuem um crescimento rdpido e se adaptam bem ao clima
tropical, sendo de féacil cultivo. Dentre as Crotalarias destacam-se a Crotalaria retusa, C.
juncea, C. spectabilis e C. ochroleuca. Sao plantas muito tteis para no controle de insetos,
larvas e nematoides no solo, além do uso como adubo verde no sistema de rotagao de culturas
e protecdo do solo. Tais habilidades estdao ligadas ao fato dessas plantas serem capazes de
biossintetizar alcaloides pirrolizidinicos como metabdlitos secundérios. O principal alcaloide
isolado e estudado até hoje em espécies desse género é a monocrotalina. E muito téxico e
pode causar complicacdes hepatotoxicas graves em animais vertebrados. Sendo assim, o
estudo dessas plantas e dos alcaloides que elas produzem é muito importante do ponto de
vista agricola e econdmico. Com o objetivo de aumentar a producdo do teor destes alcaloides
foi realizado, neste trabalho, o cultivo in vitro em comparacdo com o convencional. Assim, o
cultivo in vitro foi desenvolvido com sementes de C. juncea e C. ochroleuca. J& o cultivo
convencional foi realizado em casa de vegetagdo, sendo utilizadas as folhas de Crotalaria
retusa para extracdo. Os extratos obtidos foram analisados por infravermelho, RMN e UPLC-
QTOF-MS. Os dados gerados foram processados no software MassLynx versao 4.1 e tiveram
todas as suas férmulas moleculares possiveis deduzidas a partir da massa exata de cada
componente. Os perfis quimicos dos extratos foram estabelecidos analisando os
cromatogramas em conjunto com os espectros de massa no modo de ionizacdo positiva
(ESI+), baseando-se em relatos de metabdlitos ja descritos na mesma familia, género e
espécie. Com este método foi possivel a identificagcdo de dez metabolitos sendo sete
alcaloides pirrolizidinicos, trés flavonoides e um composto isolado. Os resultados do presente
estudo mostraram a eficiéncia da técnica de infravermelho, RMN e UPLC-QTOF-MS para
identificacdo quimica dos constituintes dos extratos da Crotalaria retusa, respaldando a

realizacdo de ensaios bioldgicos com os referidos extratos e compostos isolados.

Palavras-chave: Crotalaria retusa. Alcaloide pirrolizidinico. Cultura in vitro. LC-MS.

Flavonoides.



ABSTRACT

CARVALHO, Jilma Luzia Batalha Rosa Dias de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
November, 2020. Traditional and in vitro cultivation of Crotalaria retusa for isolation,
identification and quantification of pyrrolizidine alkaloids. Adviser: Antonio Jacinto
Demuner. Co-adviser: Elson Santiago de Alvarenga

Plants of the genus Crotalaria have a fast growth and adapt well to the tropical climate, being
easy to grow. Among the Crotalarias, Crotalaria retusa, C. juncea, C. spectabilis and C.
ochroleuca stand out. They are very useful plants for controlling insects, larvae and
nematodes in the soil, in addition to being used as green manure in the crop rotation system
and soil protection. Such abilities are linked to the fact that these plants are able to
biosynthesize pyrrolizidine alkaloids as secondary metabolites. These alkaloids are
heterocyclic, nitrogenous compounds that behave as bases and can be found in any part of the
plant performing various functions in it. The main alkaloid isolated and studied to date in
species of this genus is monocrotaline, an extremely toxic alkaloid that can cause severe
hepatotoxic complications in vertebrate animals. Therefore, the study of these plants and the
alkaloids they produce is very important from an agricultural and economic point of view. In
order to increase the production of the content of these alkaloids, in vitro cultivation was
performed in comparison with the conventional one. Thus, in vitro culture was developed in
the tissue culture laboratory, where seeds of C. juncea and C. ochroleuca were used.
Conventional cultivation was carried out in a greenhouse, using Crotalaria retusa leaves for
extraction. The extracts obtained were analyzed by infrared, NMR and UPLC-QTOF-MS.
The generated data were processed in MassLynx software version 4.1 and had all their
possible molecular formulas deduced from the exact mass of each component. The chemical
profiles of the extracts were established by analyzing the chromatograms together with the
mass spectra in the positive ionization mode (ESI +), based on reports of metabolites already
described in the same family, genus and species. With this method it was possible to identify
ten metabolites, seven pyrrolizidine alkaloids, three flavonoids and an isolated compound.
The results of the present study showed the efficiency of the infrared, NMR and UPLC-
QTOF-MS technique for chemical identification of Crotalaria retusa extracts, supporting the

performance of biological tests with the said extracts and isolated compounds.

Keywords: Crotalaria retusa. Pyrrolidizine alkaloid. In vitro culture. LC-MS. Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

1.1 Alcaloides

Alcaloide sdao compostos com muita variedade estrutural que fazem parte da
constituicdo de muitos grupos de metabdlitos secundarios das plantas, podendo ser usados
como mecanismos de defesa das mesmas (ZIEGLER & FACCHINI, 2008). Os alcaloides
desempenham um importante papel em varios setores como economia e medicina e podem ser
usados como medicamentos ou venenos (DEY et al., 2020; JANK e RATH, 2017; WANG et
al., 2012).

O primeiro alcaloide isolado foi a morfina em 1805 por Freidrich Wilhelm Adam
Serturner (1783-1841), quando ele realizava experimentos para estudar o principio ativo e as
propriedades do Opio. Ao isolar o alcaloide ele percebeu que sem ele o Opio perdia o efeito e
por sua vez o principio ativo sozinho era mais forte que o 6pio processado. A esse principio
ativo ele deu o nome de morfina em homenagem a Morfeu, deus grego dos sonhos, uma
referencia aos efeitos da substancia (DUARTE, 2005).

Essa descoberta deu origem a novos estudos dentro da quimica e muitos outros
alcaloides foram e ainda sdo isolados, a fim de se estudar as suas propriedades terapéuticas e
econdmicas.

Os alcaloides sdo substancias nitrogenadas naturais, caracterizadas pela presenca de
um nitrogénio heterociclico, com acdo farmacoldgica e tem em comum o fato de se
comportarem como base.

Eles podem ser encontrados em todas as partes das plantas, podendo ou ndo se
acumular em maior quantidade em alguns Orgdos especificos e desempenham diferentes

funcgdes sendo a mais comum a atuacio no sistema de defesa das plantas.

1.2 Alcaloides pirrolizidinicos

Alcaloides pirrolizidinicos (AP) sdo ésteres de aminodlcoois com um nucleo
pirrolizidinico (necina) e 4cidos alifdticos (dcidos nécicos), que podem ocorrer na forma de
mono e diésteres ciclicos. As necinas caracterizam-se por apresentarem um sistema biciclico
com um nitrogénio tercidrio como "cabec¢a de ponte", um grupamento hidroximetila em C1 e

uma hidroxila em C7 (SILVA et al., 2006).
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Figura 1: Estrutura basica de uma necina

Fonte: Autor
A unido entre um nucleo pirrolizidinico necina e 4cidos alifaticos pode resultar na
formacdo de monoésteres e diésteres de trés tipos de bases necinas: retronecina, otonecina e

platinecina (ZHU et al., 2018) (Figura 2).

Figura 2: Estruturas das bases retronecina, platinecina e otonecina

OH

Fonte: Autor

A base necina difere no grau de hidroxilagdo, estereoquimica, substituintes € no grau
de insaturagdo do anel (OLIVEIRA et al., 2018).

A base estrutural de um alcaloide pirrolizidinico tem origem a partir de duas
moléculas de ornitina pelo intermedidrio putrescina. Duas moléculas de putrescina sofrem
uma condensac¢do dependente do NAD+ por uma reacdo de desaminagdo oxidativa para
formar a imina, convertida em homospermidina pela redu¢do por NADH. A biossintese de
uma estrutura tipica e simples de pirrolizidina natural como a retronecina, que pode ser
derivada do aldeido correspondente por etapas envolvendo oxidacdo e reducdo (DEWICK,
2002).

Os alcaldides pirrolizidinicos (AP), sdo fitoquimicos de ocorréncia natural com cerca
de 700 substancias ja relatadas na literatura (ROBINS, 1989; DAMOUR et al., 2020). Estima-
se que mais de 6000 espécies contenham AP, o que corresponde a 3% das angiospermas.
Estes metabdlitos ocorrem principalmente em plantas do género Senecio (Compositae),
Crotalaria (Leguminosae) e Heliotropium (Boraginaceae) (ROBINS, 1989; ROBERTSON E
STEVENS, 2017; ROCKINGER et al., 2017).
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A medida que as moléculas foram isoladas e caracterizadas no género Crotalaria, suas
propriedades farmacoldgicas foram sendo investigadas, assim como uma grande diversidade
de funcdes e suas possiveis aplicagdes foram reportadas. Dentre estas, a modulacdo da
resposta imune, seu poder antioxidante, efeitos microbicidas e como inibidores da digestdo e
do crescimento de insetos e larvas (MEAGHER et al., 2019). Existem descri¢cdes do uso das
espécies C. spectabilis e C. juncea em pequenas comunidades da América do Sul e na India,
para tratar diversas doencgas de pele como sarna, impetigo e psoriase (MAREGESI et al.,
2007).

Ha também relatos de que a espécie C. retusa tenha sido utilizada para tratar infec¢des
epidérmicas e sapinhos; as raizes foram usadas contra hemoptise; as folhas e as flores contra
febre, resfriados e doencgas pulmonares; sementes contra a hanseniase, flatuléncia, febre e
como analgésico contra picadas de escorpido (SUT et al., 2020) .

Adicionalmente, os alcaloides pirrolizidinicos (AP) demonstraram expressivos efeitos
nematicidas, ovicidas e repelentes de diferentes parasitas de plantas e nematoides de vida
livre, contudo os efeitos foram mais pronunciados para os AP tercidrios do que para os
oxidados, representando assim importantes candidatos para novas estratégias de manejo
contra os nematoides de solo (THODEM et al., 2009; SUBAEDAH et al., 2016).

Plantas contendo AP sdo muito utilizadas com propdsitos medicinais, pois eles
despertam um grande interesse de estudiosos por possuirem em sua maioria uma alta
toxicidade, como no caso da monocrotalina, alcaloide presente na planta de género Crotalaria
(SINAN et al., 2020; GEBUREK et al., 2019).

Essa toxicidade pode levar a vdrios efeitos hepatotdxicos e carcinogénicos sendo
relatados diversos exemplos de contaminagdo ao longo da histéria (HONORIO JUNIOR ez
al.,2010; SCHRAMM et al., 2019; ZHU et al., 2018; GAO et al., 2020; SCHRENK, 2020).

Os AP potencialmente téxicos exibem caracteristicas essenciais em sua estrutura,
como: 1) um anel do pirrolizidinico insaturado; 2) um ou dois grupos hidroxila ligados ao
anel; 3) um ou dois grupamentos ésteres e 4) a molécula de dcido ramificada. Apesar da sua
rica diversidade, todos compartilham uma estrutura em comum com base necina esterificada
com um ou mais dcidos nécicos (PACHECO et al., 2010)

Muitos AP causam sérias doengas em animais domésticos e humanos (FLETCHER et
al., 2009). Do ponto de vista toxicoldgico, duas classificacdes de AP sdo importantes: 0s

saturados na base necina, que ndo sdo toxicos e utilizados na medicina popular, como os AP
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da Arnica montana, e os insaturados na base necina que sdo hepatotéxicos, genotdxicos e
pneumotoxicos (THODEM et al., 2009).

Entretanto, sabe-se que nao sao todos os alcaloides que desencadeiam o mecanismo de
toxicidade acima mencionado. Para que tal processo ocorra € essencial a presenca de uma
insaturacdo entre os carbonos 1 e 2. Logo, as bases necinas saturadas sio atdxicas a exemplo
dos alcaloides pirrolizidinicos da Arnica montana utilizada na medicina popular.

Atualmente na literatura estima-se que existam cerca de 660 alcaloides pirrolizidinicos
(AP) elucidados (HE et al., 2017). Esses metabdlitos secundérios estdo presentes em mais de
6000 espécies de plantas (ZHU et al., 2018), conferindo-as elevada toxicidade a animais e
humanos (HE er al., 2017). O contato com esses alcaloides se d4 em decorréncia da
alimentacdo de animais intoxicados ou através da utilizacdo de plantas medicinais (AHMAD
etal., 2018).

Além disso, foram realizados trabalhos de identificagdo da monocrotalina isolada de
Crotalaria paulina por espectroscopia no infravermelho e Raman (OLIVEIRA et al., 2017).
Dessa mesma espécie foi isolado um novo alcaloide, denominado de etilcrotalina (OLIVEIRA

et al.,2018) (Figura 3)

Figura 3: Estrutura da etilcrotalina

N

Fonte: autor

1.3 O Género Crotalaria

O nome crotalaria refere-se ao chocalho das vagens secas dessas plantas, semelhante
ao da cobra cascavel (Crotalus sp). Esse nome foi dado ao género dessas plantas porque suas
vagens secas com as sementes, quando sacudidas ou expostas ao vento, produzem um som
que se assemelha ao que € emitido pelo guizo desses répteis (MARTINEZ et al., 2013). As
crotalarias sdo plantas do tipo leguminosas e possuem um crescimento acelerado. As folhas
sdo simples, alternadas, lanceoladas com a superficie ligeiramente pilosa, o caule € glabro, as
flores geralmente sdo amarelas, as vezes estriadas com vermelho, dispostas em racemos

vistosos, com cdlice maior que a corola, as vagens sdo cilindricas de 4 a 6 cm de comprimento
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€ se propaga por sementes, as quais apresentam variagcdo na cor do tegumento (ANDRADE et

al., 2008) (Figura 4).

Figura 4: Plantio de Crotalaria

Fonte: Autor

Todas as espécies do género Crotalaria podem ser cultivadas no Brasil por ser de fécil
cultivo e se adaptarem bem ao clima. Além disso, elas possuem diversas aplicacdes, podendo
ser usadas como adubo verde na rotagcdo de culturas com o objetivo de melhorar as condi¢des
do solo, diminuindo a erosao, reduzindo nematoide e inibindo o crescimento de insetos e
larvas (SUBAEDAH et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; SCHRAMM et al., 2019;
TIMLER et al., 2020).

As espécies de Crotalaria possuem muitas aplicacdes na agricultura, assim como
também na medicina por possuir propriedades anticancerigenas, anti-inflamatérias e
hepatotdxicas, o que faz com que desperte o interesse de diversos grupos de estudos (XIE et
al., 2017; XIA et al., 2020).

O género Crotalaria possui uma grande variedade de espécies, sendo que as espécies
Crotalaria retusa, Crotalaria ochroleuca, Crotalaria juncea e Crotalaria spectabilis foram os
objetos de estudo desse trabalho. As espécies de Crotalaria, em sua maioria, sao capazes de
biossintetizar a monocrotalina e outros que ainda sdo elementos de muitos estudos.

Hoje as espécies toxicas descritas na literatura sao a Crotalaria spectabilis, Crotalaria

cripata, Crotalaria retusa, Crotalaria dura e Crotalaria globifera (SCHRAMM et al., 2019).
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Além de suas aplicagcdes na agricultura, podem ser utilizadas na medicina popular com
atividades farmacoldgicas atuando como antioxidantes, anticancerigenos, anti-inflamatdrios,
antidiabetes, hepatotéxica e repelente (ARAGAO et al., 2017). A espécie Crotalaria
sessiliflora L. ja é utilizada na cultura chinesa como termogénico, anti-hipertensivo, remo¢ao
de toxinas do corpo e no combate ao cancer de pele, cervical e do es6fago. Por esses motivos,
aumentam-se os estudos na drea medicinal referentes a estas plantas para o controle
principalmente do cancer e a busca da beleza corporal (XI et al., 2017).

Existem descricdes do uso das espécies C. spectabilis e C. juncea em pequenas
comunidades da América do Sul e na India, para tratar diversas doencas de pele como sarna,
impetigo e psoriase (MAREGESI et al., 2007).

A toxicidade das espécies de Crotalaria deve-se a presenca de alcaloides
pirrolizidinicos (NOBRE et al., 2005; GAO et al., 2020; SCHRENK, 2020), uma vez que
estes em sua maioria sdo carcinogénicos para animais € humanos. Estudos apontam que apds
a ingestdo da planta e absorcdo intestinal de suas moléculas, ao serem metabolizadas no
figado e convertidas em eletréfilos muito reativos, capazes de reagir com macromoléculas
celulares formando adutos com DNA e dando assim inicio a acd@o toxica aguda ou cronica e
causando efeitos mutagénicos no sistema microssomal de mamiferos (KEMPF et al., 2010).

No Brasil existem vdérios relatos de animais que sofreram intoxicagdo por ingestao
natural dessas plantas devido a épocas de escassez de alimento e grande oferta de Crotalaria

como espécie invasora dos pastos (QUEIROZ et al., 2013).

1.4 Monocrotalina
O género Crotalaria biossintetiza o alcaloide pirrolizidinico monocrotalina (Figura 5),

sendo considerado como um dos inibidores do movimento de juvenis de M. incognita

(CHITWOOD, 2002), podendo ser este composto o responsavel pela atividade nematicida.

Figura 5: Férmula estrutural da monocrotalina

Fonte: autor
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A monocrotalina € altamente toxica para vertebrados como: bovinos, suinos, ovinos,
equinos, entre outros, ocorrendo alguns casos de intoxica¢do no Brasil. No Estado da Paraiba
cavalos apresentavam sinais clinicos de encefalopatia hepdtica, andar compulsivo e
descontrolado e perda de peso. Analisando a regido de intoxica¢do dos animais foi verificada
uma grande quantidade de C. retusa que foi atribuida a estas plantas na alimenta¢do dos
animais a sua intoxicagdo (MEDEIROS et al., 2004).

Devido a alta concentragdo de monocrotalina na C. retusa, buscou-se avaliar sua
atividade perante o gé€nero Leishmania spp causador da Leishmaniose, uma doenca com
grande evidéncia nos paises subdesenvolvidos. Os testes realizados comprovaram a
intoxicacdo causada nas células desse parasita, para que pudesse obter um controle eficaz do
mesmo (ROCHA et al., 2009).

A monocrotalina foi o primeiro alcaloide a ser isolado do género Crotalaria. A
determinagdo estrutural da porcdo necina representada pela base nitrogenada retronecina,
comum a muitos alcaloides pirrolizidinicos, antecedeu a por¢dao do dcido nécico, chamado
acido monocrotélico, que liga os anéis A e B da retronecina formando os ésteres ou
bislactonas (MARTINEZ et al., 2013).

Esse alcaloide ja foi isolado de mais de uma espécie de Crotalaria e, além de seu
efeito hepatotoxico, outros efeitos como pneumotdxicos, nefrotdxicos, cardiotdxicos,
teratogénicos e carcinogénicos ja foram identificados como consequéncias da sua toxicidade
(ANDRADE et al., 2010; HONORIO JUNIOR et al., 2010; SCHRAMM et al., 2019;
OKETCH-RABAH et al., 2020; GAO et al., 2020; SCHRENK, 2020).

1.5 Cultivo in vitro: Importancia para producio de metaboélitos secundarios

O cultivo in vitro de tecido e 6rgao tem sido uma alternativa sustentdvel para o cultivo
de plantas em larga escala, dentro de curto periodo e sob condi¢Oes fisicas e quimicas
monitoradas para obter plantas mais resistentes, produtivas, aromdticas ou até mesmo
coloridas (CARVALHO et al., 2011; JEZIOREK et al., 2019).

Esses processos biotecnoldgicos, além da conservagao dos recursos naturais, também
apresentam importancia na acelera¢do dos programas de melhoramento genético de plantas,
na tecnologia da recombinacido génica, para produzir raizes transgénicas com potencial de
producdo de metabdlitos secundédrios em sistema fechado com alto valor agregado de
interesse farmacoldgico, terapéutico e agrondmico (GELVIN, 2009; THIYAGARAJAN e
VENKATACHALAM, 2012; GEORGIEV et al., 2012; NESTER, 2015; GAl et al., 2015).
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Estudos relatam que as culturas de raizes transgé€nicas apresentam crescimento
superior aquelas observadas em raizes nao transformadas. Além disso, possibilita a producao
de tipos especificos de determinado metabdlito secundério (FILOVA, 2014; HAKKINEN et
al.,2016; MEDINA-BOLIVAR e YANG, 2017).

Outro fator interessante é que essas raizes transgénicas obtidas a partir de matrizes
elites, e as culturas de suspensoes de células em frascos, tém sido escalonadas para a produgdo
em biorreatores, com aumento em produtividade de metabolitos secundérios de relevancia
industrial, compostos bioativos que muitas vezes sdo dificeis de ser sintetizados em
laboratério (LEHMANN et al., 2014).

Virias plantas sdo pesquisadas e aplicadas no cultivo in vitro para produgdo de
diferentes metabdlitos secundarios. O cultivo in vitro do calo de Rhodophiala bifida foi
encontrado o alcaloide Montanina (REIS er al., 2004). Ja no cultivo in vitro de calos e raizes
de Rauvolfia spp. foi verificado a presenca de reserpina, ajmalina, ajmalicina, serpentina e
ioimbina (MUKHERIJEE et al., 2019). No cultivo in vitro de calos de Catharanthus roseus
foram identificados vinblastina e vincristina (MCGEHEE et al., 2019; SAIMAN et al., 2018).
No cultivo de calos da Rhodophiala pratensis foi encontrado a Galantamina
(TRUJILLO- CHACON ez al., 2019), enquanto que nos calos e raizes de Narcissus
papyraceus e de N. tazetta além da Galantamina foi encontrado a licorina (TARAKEME et
al., 2019).

Até os dias atuais existem poucos estudos relacionados ao cultivo in vitro de
Crotalarias, mostrando que a aplicacdo dos métodos de cultivo em tecidos com espécies de
Crotalarias torna-se indispensdvel, tendo em vista a importancia desta espécie para
agricultura no controle de nematoides (ANDRADE et al., 2010; SANTANA-GOMES et al.,
2019; SCHRAMM et al., 2019).

Além das pesquisas cientificas em laboratérios académicos, empresas privadas vém
realizando cultivo de tecido de plantas devido a importincia econdmica desse processo
biotecnolégico. No Brasil tem sido relatado cultivos com cana de agucar, flores, eucaliptos e
pinheiros. Em outros paises como Alemanha, Holanda, Inglaterra, India e EUA, o cultivo de
tecido de planta movimenta bilhdes de dolares. Assim, esse método biotecnoldgico vem
promovendo a criacdo de novos laboratérios, empregos, tecnologias e patentes (CID, 2014;
MEDINA-BOLIVAR e YANG, 2017).

Assim, este trabalho foi desenvolvido visando aprimorar os conhecimentos das

técnicas de cultivo de tecido in vitro aplicadas a Crotalaria, constituindo uma importante
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ferramenta para o melhoramento vegetal, visto que possibilita a obtencdo de clones com
caracteres agronOmicos desejdveis, objetivando a produgdo continua sob condi¢des

monitoradas, aumento de biomassa e obtencdo de maiores teores de metabolitos secundérios.



20

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar e quantificar alcaloides

pirrolidizinicos em Crotalaria retusa cultivada em vaso e in vitro.
2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos de Crotalaria retusa cultivada em vasos;

e Cultivar in vitro e obter extratos de diversas fases da vida de C. retusa;

e Analisar os extratos obtido com as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de massas (LC-EM) e espectros no infravermelho;

e [solar e identificar alcaloides pirrolizidinicos em C. retusa, utilizando RMN de "He de

13C.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Diversas plantas, como a Crotalaria, que sdo ricas em AP comecaram a ser estudadas
pelos quimicos de produtos naturais a partir das preocupagdes de fazendeiros, em varias
partes do mundo, que comecaram a associd-las com a intoxicagao de ruminantes e equinos, o
que acarretava sérios problemas econdomicos (MARTINEZ et al., 2013).

Além da questdo da intoxicacdo dos animais e do impacto econdmico que essa
toxicidade acarreta, outros fatores sao relevantes quando se fala em estudo das espécies de
Crotalaria, uma vez que elas apresentam propriedades que tornam possivel a sua utilizacio
como adubo verde para melhorar a qualidade do solo durante a rota¢ao de culturas, e também
sdo uteis no controle de pragas como nematoides, insetos e larvas.

Logo, o estudo dessas plantas pode gerar grande impacto para o setor agricola e
econdmico contribuindo para uma producdo de formas mais sustentdvel e menos nocivas de

controle de pragas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal cultivado em vaso

As sementes de Crotalaria retusa foram semeadas (Figura 6), na Horta velha no
campus da Universidade Federal de Vicosa e as partes aéreas foram colhidas entre os meses

de janeiro e fevereiro de 2019.

Figura 6: Plantas de C. retusa cultivadas em vaso

Fonte: Autor

4.2 Obtencao do extrato etandlico das folhas de C. retusa

As folhas de Crotalaria retusa (5,8 Kg) foram trituradas em liquidificador comercial e
submetidas a extracdo a frio com etanol comercial (96 °GL), utilizando um volume de 12 L,
em um periodo de seis dias, trocando o solvente a cada 48 horas. Essa solug@o etandlica foi
agitada diariamente e ao completar dois dias realizou-se uma filtracdo simples obtendo um
filtrado que em rotaevaporador foi seco resultando no extrato etandlico bruto. O mesmo foi

submetido a uma extrac¢do acido-base.

4.3 Extracao acido-base

O extrato etandlico seco em rotaevaporador foi suspendido em agua destilada e o pH
ajustado entre 2-3 com solucdo de acido cloridrico 1 mol L"'. Em seguida, uma extragcdo
liquido-liquido foi feita em diclorometano e a fase aquosa foi submetida a redu¢do com Zinco
em excesso por um periodo de dezessete horas. Apds a reacdo de reducdo completa, foi

realizada uma filtracdo simples e o pH ajustado entre 10-11 com solu¢do de hidréxido de
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sé6dio 1 mol L' Para finalizar, os alcaloides pirrolizidinicos foram extraidos com
diclorometano, por extracao liquido-liquido. Esse procedimento foi repetido vérias vezes até a
fase aquosa apresentar resultado negativo para o teste utilizando o reagente de Dragendorff.
Assim, a fase orgénica contendo os alcaloides pirrolizidinicos foi seca com MgSO, anidro,
filtrada e evaporada sob pressdo reduzida, com temperatura do banho de aproximadamente 40
°C, obtendo-se assim, o extrato alcaloidico.

A presenca de alcaloides foi detectada através de cromatografia em camada delgada
(CCD) (Figura 7). O eluente utilizado foi diclorometano e metanol (9:1) e os compostos
foram visualizados sob luz ultravioleta (A = 254 nm) e em reagente revelador Dragendorff.
Uma vez detectada a presenca de alcaloides, uma pequena parte de extrato alcaloidico (CRA)
e uma pequena por¢cdo de extrato bruto, aquele obtido antes de fazer a extracdo dcido-base
(CRB), foram analisados por infravermelho. Outra parte desses dois extratos foi submetida a
andlise por LC-MS, para que fossem identificados os alcaloides presentes. E, por fim, com o
que sobrou de extrato alcaloidico, embora tenha sido uma fracdo muito pequena (menos que
30 mg), foi realizada uma tentativa de purificagdo, a fim de separar, isolar e identificar os
alcaloides pirrolizidinicos presentes na mistura de extrato alcaloidico. E ainda foi purificada
uma parte de extrato alcaloidico obtido de uma extracdo feita anteriormente pelo nosso grupo
de pesquisa (MOURA, 2018). Os procedimentos foram descritos em fluxograma representado

na figura 8.

Figura 7: Coloracdo da placa de CCD revelada com reagente de Dragendorff

Fonte: Autor
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Figura 8: Fluxograma do processo de obten¢do do extrato alcaloidico

Secagem das
] folhas a
Folhas colhidas 50°C Folhas secas e
de C.retusa S trituradas
Extragio com etanol filtragio
e concentracio Sl
rotaevaporador
Etha’[-.a — Extrato etandlico
alcaloidico brut
Extracéo Tuto
dcido-base

Fonte: Autor

Teste de Dragendorff: O reagente de Dragendorff foi preparado dissolvendo 8 g de
subnitrato de bismuto (BiONO;3.H,O) em 20 mL de 4cido acético que foram transferidos para
um Becker contendo 50 mL de solucdo aquosa de iodeto de potdssio (KI) 3,3 mol L™ (JIA &
TIAN, 2007). Para avaliar a presenca de alcaloides, cerca de 2 mg de extrato foram
adicionados a tubos de ensaio contendo 5 mL de dgua destilada. Em seguida, solu¢do aquosa
de 4cido cloridrico a 2 mol L™ foi acrescentada gota a gota pelas paredes dos tubos até a
completa dissolu¢do do extrato. Por ultimo, foi adicionado 1 mL da solucdo de reagente de
Dragendorff a cada tubo de ensaio. Dessa forma, a presenca de alcaloides foi constatada pela
formacdao de um precipitado laranja avermelhado (SILVA et al., 2010; SILVA & LIMA,
2016).

4.4 Analise na regiao do infravermelho

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrofotometro PERKIN
ELMER SPECTRUM 1000 do departamento de quimica da UFV. As andlises dos extratos

foram feitas por meio do método de reflectancia total atenuada (ATR).
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4.5 Analise em LC-MS

As andlises foram realizadas em um sistema cromatografico Acquity UPLC (Waters),
acoplado a um quadrupolo/tempo de voo (QTOF, Waters). As execucdes cromatograficas
foram realizadas em um Waters Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7 pm),
temperatura fixa de 40 °C. O sistema de elui¢do com gradiente bindrio consistiu em 0,1% de
acido férmico em dgua (A) e 0,1% de 4cido féormico em acetonitrila (B). As condicoes de
eluicdo da UPLC foram otimizadas da seguinte forma: gradiente linear de 2 a 95% B (0-15
min), 100% B (15-17 min), 2% B (17,01), 2% (17,02-19,01), a 0,4 mL"! e volume de injecdo
de amostra de 5 pL. A presente andlise foi realizada na EMBRAPA do Ceard sediada em
Fortaleza.

O perfil quimico das amostras foi realizado acoplando o sistema Waters ACQUITY
UPLC do espectrometro de massa QTOF (Waters, Milford, MA, EUA) com a interface de
ionizacao por eletropulverizacdo no modo de ionizagdo positiva (ESI+). O modo ESI+ foi
adquirido no intervalo de 110-1180 Da. Temperatura da fonte fixa a 120 °C, temperatura de
dessolvatagdo 350 °C, vazdo do gds de desevolugdo de 500 L h'l, cone de extracdo de 0,5 V,
tensdo capilar de 3,2 kV.

A encefalina leucina foi utilizada como massa de bloqueio. O modo MS usou o Xevo
G2-XS QTOF. O espectrémetro operava com programagio centréide MS" usando uma rampa
de tensdo de 20 a 40 V. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters
Corporation).

Os dados gerados pelas andlises UPLC-QTOF-MSE foram processados no software
MassLynx versdo 4.1. A comparacdo de todos os picos no cromatograma de massa foi feita
com base em uma tolerancia de + 0,05 min para o tempo de retencao e + 0,05 Da para a massa
exata. Todas as férmulas moleculares possiveis foram deduzidas usando a ferramenta de

composi¢do elementar da MassLynx.

4.6 Purificacio do extrato alcaloidico

Para a purificacdo do extrato alcaloidico utilizou-se colunas cromatogréficas
empacotadas com silica-gel 60 (70-230 mesh) e fase mével diclorometano/metanol (9:1). As
plaquinhas de CCD utilizadas foram de aluminio Whatman UV 254 (0,25 mm) recobertas
com silica-gel e a fase mdvel utilizada foi também de diclorometano/metanol variando o
metanol de 1% a 100%. As CCD foram observadas sob lampada ultravioleta (A = 254 nm) e

reveladas em solucdo de Dragendorff, que confirmou a presenga de alcaloides pirrolizidinicos
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uma vez que foi indicada a existéncia do nitrogénio das provdveis estruturas dos alcaloides,

que podemos perceber pelo aparecimento de manchas de cores alaranjadas caracteristicas.

4.7 Isolamento utilizando HPLC

As anélises no HPLC foram realizadas no cromatégrafo liquido (SHIMADZU, modelo
LC-10AD) com detector UV-Visivel (SPD-10AV) equipado com uma coluna capilar de silica
fundida (C-18-Varian, 250 mm x 4,6 mm X 5 um), pertencente ao Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Vigosa. Depois de analisadas no HPLC, as amostras foram
liofilizadas no Liofilizador (LIOTOP, L101).

As fragodes de interesse foram injetadas no HPLC para obter a separacdo dos alcaloides
pirrolizidinicos. Dissolveu-se 1 mg de amostra em 1 mL de fase mével que foram aplicadas
manualmente com um volume de injecdo igual a 20 uL, fluxo constante de 0,7 mL min™' e
coluna NSTC18 (250 mm x 3,0 mm x 5 pm) LC100111 (NST) para, entdo, se escolher as
melhores condi¢des de injecdes. A coluna foi trocada e foram realizadas as separagdes usando
coluna semi-preparativa. Utilizou-se as seguintes condi¢des: fase modvel-dgua/acetonitrila

(6,5:3,5) com pH ajustado para 11 com solu¢ao de hidr6xido de amoénio (NH4OH).

4.8 Analise por RMN

Foram realizadas andlises de RMN em espectrometro BRUCKER DRX-400, linha
AVANCE, pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Utilizou-se como padrao interno Tetrametilsilano (TMS) e como solvente

metanol deuterado.

4.9 Cultivo in vitro

Preparo do meio de cultivo: Primeiramente foram separados 25 tubos de ensaio para
cada espécie de Crotalaria (C. juncea, C. retusa, C. ochroleuca e C. spectabilis) e 5
Erlenmeyers para cada planta. O meio solido foi preparado para os tubos de ensaio e meio
liquido para os Erlenmeyers. Para o preparo dos meios foram pesados os reagentes: 4,4 g de
meio de cultura, 0,104 g de vitamina, 0,1 g de inositol, 30 g de sacarose e 5,5 g de 4gar
(Merck) e adicionado 1 litro de dgua autoclavada. O pH do meio foi ajustado para

aproximadamente 5,8. Em seguida o meio foi aquecido até a mistura ficar limpida e uma
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quantidade de 15 mL foi transferida para cada tubo de ensaio. No meio liquido ndo foi
acrescentado 5,5 g de dgar. Entdo o meio liquido com 4,4 g de meio de cultura, 0,104 g de
vitamina, 0,1 g de inositol, 30 g de sacarose e 1 litro de 4gua autoclavada também foi
aquecido e adicionado aos Erlenmeyers. Tanto os tubos de ensaio quanto os Erlenmeyers

foram fechados e autoclavados.

Realizacdo do cultivo: Primeiramente as sementes de C. juncea, C. retusa, C.
ochroleuca e C. spectabilis foram desinfestadas em cdmara de fluxo laminar, sob condi¢des
assépticas onde foram imersas por 10 minutos em soluc¢do de hipoclorito de sédio comercial
(NaOClI) com 1% de cloro ativo (p/p) (Super Globo®, Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida,
foram realizadas lavagens com 4lcool etilico (EtOH) 70% por 1 minuto e 4 enxagues em dgua
autoclavada. Apds a desinfestacdo, 4 sementes de cada espécie foram transferidas
separadamente para tubos de ensaio com meio de cultura previamente preparado, deixadas no
escuro por 15 dias e depois em ambiente claro para a germinacdo com controle de luz e de
temperatura. As observagdes das culturas foram realizadas diariamente. As plantas
germinadas foram transferidas para outro meio de cultivo para multiplicagdo das brotagdes.
Para esta etapa foi preparado meio liquido e meio sé6lido sendo que as raizes foram colocadas
no meio liquido e os caules no meio sélido. Apds a multiplicacdo, foram realizadas as
extracdes da raiz, caule e calo com metanol. A presenca de alcaloides foi verificada por
cromatografia em camada delgada (CCD) e revelada com reagentes de Dragendorff. Os
extratos foram concentrados do evaporador rotatorio e armazenados na geladeira para

posteriores andlises.

4.10 Teste nematicida

A partir de colheita de partes das plantas de C. retusa foi produzido extrato etandlico
como descrito no item 4.2 para as partes aéreas e para as raizes, esses extratos foram
submetidos a ensaios bioldgicos preliminares para teste nematicida.

Os extratos das espécies de Crotalaria foram submetidos a ensaios bioldgicos sobre os
fitonematéides Meloidogyne incognita e M. exigua para investigacdo da atividade nematicida.
Os referidos extratos foram solubilizados em Tween 80 do agente emulsificante (2% m/v),
com concentracdo final de cada amostra de 1 mg mL™". A suspensdo aquosa do nematoide foi
obtida através da eclosdo de massas de ovos multiplicadas em tomateiros cv. Santa Cruz,

armazenados em casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da UFV.
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Atividade nematicida dos extratos foi avaliada em microplacas de 96 orificios de fundo
plano (capacidade de cada orificio: 300 puL, placas do tipo Elisa). Foram utilizados 100 pL de
solucdo aquosa suspensdo, contendo aproximadamente 50 segundo estdgio (J2) juvenis e 100
uL de cada solugdo do extrato. Os testes nematicidas foram montados em placas Elisa em
uma camara de fluxo laminar vertical para minimizar a possivel contaminag¢ao da amostra.
Ap6s a montagem, as placas foram seladas com filme de poli (cloreto de vinil) (PVC) e
armazenado em demanda bioldgica de oxigénio (DBO) a 25 °C na auséncia de luz.

Agua destilada e Tween 80 foram mantidas em autoclave por 15 min. Tween aquoso 80
(2%) e 4gua destilada foram usadas como controle negativo. Solu¢do aquosa carbofuran (2,3-
di-hidro-2,2-dimetil-1-benzofuran-7-i1-N-metilcarbamato, 98% (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 17,5 mg mL" foi usada como controle positivo.

A mortalidade foi avaliada nas 24, 48 e 72 horas apds aplicacdo de tratamento, utilizando
uma placa Elisa para cada dia de a avaliagdo. Para a avaliacdo, 5 uL. de uma solugdo aquosa
de NaOH (1,0 mol L'l) foi adicionada a cada orificio da placa e, em seguida, o nimero de
nematoide vivos e mortos foram contados. Nematoides que mudaram de forma corporal
dentro 1 minuto foi considerado vivo, enquanto nematdides que ndo reagira a adi¢do de
NaOH foram considerados mortos. Os valores foram transformados em porcentagem pela
andlise estatistica andlise. Este experimento foi realizado de forma aleatéria com cinco

repeti¢des para cada tratamento. O teste foi realizado duas vezes para confirmar os resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise por infravermelho

Para a analise no infravermelho foram enviadas duas amostras, uma de extrato bruto
(CRB), extrato etandlico obtido antes da extracdo dcido-base, e outra do extrato alcaloidico
(CRA) nao purificado. Os espectros no infravermelho de ambos os extratos (Figuras 9 e 10)

foram analisados e comparados.

Figura 9: Espectro no infravermelho do extrato etandlico bruto
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Fonte: autor

Figura 10: Espectro no infravermelho do extrato alcaloidico
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Para o extrato bruto (CRB) as principais bandas apresentadas foram descritas na tabela
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Tabela 1: Lista das principais bandas do espectro no IV do extrato bruto (CRB).

Banda relevante Indicativo

I1(770-735cm™) Anel aromdtico com deformagdo angular de 4H
adjacentes (anéis orto-substituidos), podendo ser
indicativo de piridina orto-substituida.

II (1340-1250 cm™ ) Ligacdo C-N de aromaticos

III (1700-1630 cm™) Amidas nao substituidas

IV (2960-2850 cm™ ) Ligacdo C-H de compostos aliféticos.
¥V (3500-3070 cm’! ) Ligacdo N-H

Fonte: autor

Sendo que a presenca da banda III, amidas ndo substituidas livres, em
aproximadamente 1690-1650 cm™, é referente a um efeito de conjugacio ou a efeitos
indutivos que causam deslocamento de cerca de 15 cm™ para frequéncia mais alta. E para a
banda V (3500-3070 cm™) tem-se a ligacdo N-H, que pode ser um NH, livre em aminas
primdrias; NH; livre em amidas; NH; associado em amidas: 3350-3100 cm'l; NH livre em
aminas secundarias, aminas aromaticas: 3450 cm’! pirrdis, indéis: 3490 cm'l, NH livre em
amidas: 3460-3420 cm™', NH associado em amidas: 3320-3070 cm’™* (BARBOSA, 2007).

Como era de se esperar ha a indicacdo da existéncia de compostos nitrogenados. Por
se tratar de um extrato etandlico bruto, onde tem-se uma mistura de muitos compostos pode-
se imaginar que esses compostos nitrogenados sejam alcaloides N-6xidos juntamente com os
alcaloides reduzidos. No entanto na etapa de extracdo acido-base os N-6xidos serdo reduzidos
por reacao com zinco em po.

As pricipais bandas obtidas no espectro no infravermelho do extrato alcaloidico ndo

purificado estdo destacadas na Tabela 2.

Tabela 2: Lista das principais bandas no espectro no IV do extrato alcaloidico (CRA)

Banda relevante Indicativo
I1(770-735cm™) Anel aromdtico com deformacdo angular de 4H
adjacentes (anéis orto-substituidos).
I (1280-1180 cm™ ) Ligacdo C-N de compostos alifaticos alifaticos.
III (1420 e 1300-1200 cm™ ) Ligacdo C-O de dacidos carboxilicos Aparecem

duas bandas de deformagdo axial, devido ao
acoplamento da deformagdo angular no plano da
ligacdo O-H e a deformacio axial de C-O.

IV (1700-1630 cm™) Ligacdo C=0 de amidas Amidas.
V (2960-2850 cm™) Ligacao C-H de compostos aliféticos.
VI (3500-3070 cm ™) Ligacao N-H

Fonte: autor
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Pode-se dizer que as bandas IV (1700-1630 cm'l) e VI (3500-3070 cm'l) tém as
mesmas variagdes descritas para o espectro do extrato bruto e a banda V possivelmente existe
a ligacdo C-H de compostos alifaticos CHs, CH, (carbonos primdrios e secunddrios) com
nimero de onda de 2960-2850 cm™ CH (carbono terciario): 2890-2880 cm’! (BARBOSA,
2007).

Espera-se que os compostos nitrogenados presentes na mistura de extrato alcaloidico
sejam os alcaloides pirrolizidinicos que sdo objetos de estudo desse trabalho, isso serd

confirmado pelas andlises de LC-MS e por espectroscopia de RMN.

5.2 Analise em LC-MS

Com a andlise feita por LC-MS dos extratos de C. retusa foram obtidos os
cromatogramas (Figuras 11 e 12) e os mesmos foram estudados e comparados com dados da
literatura, com a finalidade de se estabelecer o perfil quimico dos extratos etandlicos da C.

retusa.

Figura 11: Cromatograma obtido a partir da injecdo de extrato etandlico bruto
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Fonte: auto
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Figura 12: Cromatograma obtido a partir da injecao de extrato alcaloidico (CRA)
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Fonte: autor

No que diz respeito a Figura 11, o cromatograma foi obtido pela inje¢do de extrato
etandlico bruto. Nesse cromatograma observa-se como pico (1-7) de interesse alcaloides
pirrolizidinicos dada a ordem de eluicdo. Também foi possivel identificar os flavonoides (8-
10).

Na Figura 12 estd presente o cromatograma obtido a partir da injecdo de extrato
alcaloidico. O primeiro sinal obtido € referente a um N-6xido.

Ao fazer a extracdo 4cido-base e a redugdo com o tratamento do extrato bruto com
zinco em po, os alcaloides pirrolizidinicos N-6xidos presentes no mesmo sofrem reducio e
apenas os alcaloides sdo extraidos, isso explica o fato de existirem menos sinais, € para esse
caso ainda estima-se que o tempo de reducdo tenha sido pouco, pois ainda restou um N-6xido
na amostra.

Na Tabela 3 estd indicada a presenca de trés compostos na forma de N-6xido presente

no extrato etandlico bruto.
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Tabela 3: Compostos quimicos identificados nos extratos de Crotalaria retusa utilizando a

técnica UPLC-QTOF-MSE.

Picos tr [M=H]' [M+H]' MS/MS Formula Tentativa de  Extrato Extrato Referéncia

{min) Observado Calculado Molecular Identificacdo A* B**

1 3,11 3521744 3521760 12000773 CisHsNOs  Integerremina- + + Yang et
N-oxido al.. 2011

2 316 3521770 3521760 1360672 C3H.:NO;  Senecionina- + - Yang et
N-oxido al., 2011

3 318 3681709 3681709 1360760 CzHsNO;  Retrorsina-N- + - Wang et
oxido al., 2019

4 3,79  336.1814 3361811 1200756 C;;H;NO: Integerrimina + + Bolechova
etal,

2015

5 3,85 3361808  336.1811 1380811 C)gHyNOs Senecionina + . Yang ct
al.. 2011

3 3,89 3521755 3521760 12000835 C3H.:NOg Usaramina + . Yang et
al., 2011

T 392 3521780 3521760 1360706 C; H.sNO, Retrorsina + . Yang ct
al., 2011

8 R14 30010718 3010712 2790928 CigH120¢ Isckacmpferida + E Chen et
al., 2019

9 844 403.1396 403.1393 3730903 CyHnOs Nobiletina + - Faqueti et
al.. 2017

10 910 373,1273 3731287 3430798 CxHanOy Sinenseting + + Faqueti et
al., 2017

Fonte: autor

Na tabela acima, Extrato A* se refere ao extrato etandlico bruto e Extrato B**
ao extrato alcaloidico.
Nas Figuras 13 e 14 estdo representadas as estruturas dos alcaloides e dos N-

oxidos correspondentes e flavonoides que foram identificados nas andlises feitas por

LC-MS.

Figura 13: Retrorsina, senensionina, integerrimina, usaramina, retrorsina N-6xido,
senencionina N-6xido e integerrimina N-6xido
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Fonte: Autor
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Figura 14: [sokaempferida, nobiletina e sinensetina

Fonte: Autor

A C. retusa é uma espécie que ainda é pouco estudada e ndo existem muitos
compostos da classe de alcaloides pirrolizidinicos identificados nesta espécie. O mais
conhecido deles € a monocrotalina, que teve sua elucidagdo citada por Tamariz et al.
(2018). Também foram identificados nesta espécie a retrorsina, a senecionina € a

integerrimina (ZHANG et al., 2017).

5.3 Purificacao do extrato alcaloidico

5.3.1 Separacao em coluna cromatografica

ApOs eluicdo em coluna cromatografica de silica gel, foram coletadas as fragdes que
foram monitoradas por CCD e reveladas com reagente de Dragendorff para confirmar a
presenca dos alcaloides. Assim, tanto as manchas como os valores de Rf (fator de retencio)

dos compostos foram observados.

5.3.2 Isolamento utilizando HPLC

Com a elui¢do, a solu¢do de cada composto presente nessa amostra foi coletada em
erlenmeyers, concentrada em rotavapor para eliminar a acetonitrila e, em seguida, cada
amostra foi liofilizada, obtendo-se, assim, os compostos que foram identificados pela anélise
de seus espectros de RMN de '"H ¢ RMN de °C. Desta forma, um dos compostos isolados foi

caracterizado e nomeado como JC3 (Figura 15).
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Figura 15: Espectro de RMN de Bc (400 MHz, CD5;0D) da amostra JC3
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Fonte: autor

Por este espectro € possivel observar que os sinais estdo duplicados, o que indica que
pode se tratar de uma mistura de diastereoisomeros. A partir desta hipdtese foi feita uma nova
separacdo em coluna cromatografica empacotada com silica-gel 60 (70-230 mesh) e fase
movel diclorometano/metanol (9:1), seguindo o0 mesmo processo descrito em 4.6. As amostras
obtidas foram testadas novamente obtendo-se os espectros de RMN de ]H, RMN de C e
DEPT, da fracio de maior quantidade. A Figura 18 mostra o RMN de 'H da amostra JC3*.

Como os alcaloides pirrolizidinicos tém como carateristica principal a presenca da
base necina e a caracterizagdo comegou a ser feita pelos hidrogénios dessa base. O H2 foi o
que apresentou maior deslocamento quimico (8), por estar ligado a um carbono hibridizado
sp”. Os hidrogénios H3a e H3b sdo diasterotdpicos, pois estdo em ambientes quimicos

diferentes e apresentam deslocamento quimico entre 6 2,96 e 2,98 como de um duplo dupleto.

Figura 16: Multipleto relacionado a H7
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Fonte: autor
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O multipleto relacionado ao H7 é mais desblindado (Figura 16) pelo fato de estar
ligado a um carbono ligado a oxigénio (dtomo mais eletronegativo), apresentando um
deslocamento quimico em 0 4,89-4,93.

Para a confirmagdo do fechamento da molécula foram analisados os hidrogénios H9,
H13, H14. Os hidrogénios H9 sdo diasterotdpicos e por estarem em ambientes quimicos
diferentes apresentaram um duplo dupleto, com deslocamento quimico entre o6 4,60-4,70

(Figura 17)

Figura 17: Duplo dupleto referente a H9a e H9b
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Fonte: Autor
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Figura 18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) da amostra JC3*
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A estrutura proposta para JC3* cujo espectro de RMN de 'H foi mostrado na Figura

18 estd representada abaixo e as atribuicdes de todos os hidrogénios identificados nesse

espectro para JC3* estdo na Tabela 4.

17

Tabela 4: Atribui¢cdes dos hidrogénios da molécula do alcaloide pirrolizidinico JC3*

Hidrogénio Multiplicidade/nimero Constante de Deslocamento
de hidrogénios Acoplamento quimico (3) em
(Hz) ppm
H2 Dupleto/1H J=1,6 6,03
H3 Duplo dupleto/2H J=43 2,96
J=14
H5 Multipleto/2H - 2,50-2,60
H7 Multipleto/1H - 4,80
HS8 Multipleto/1H - 1,60
H9 Duplo dupleto/2H J=11,7 4,70
H13 Multipleto/2H - 1,03
H14 Multipleto/2H - 1,01
H15 Multipleto/2H - 1,00
H18 Simpleto/3H - 1,30
H19 Simpleto/3H - 1,20
H20 Simpleto/3H - 1,30

Fonte: Autor

Na Figura 19 esta representado o espectro de RMN de C e assim como no espectro

de RMN de 'H os carbonos 1 e 2 sdo hibridizados sp” e apresentam deslocamento quimico em

aproximadamente 135 e 133 ppm, respectivamente. Os carbonos 3, 5 e 8 estdo ligados

diretamente ao nitrogénio e apresentam deslocamentos quimicos de 74, 53 e 76 ppm,

respectivamente, sendo o C8 o mais desblindado por estar ligado também ao C1 que €

hibridizado sp°.

z
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Os carbonos 11 e 16 possuem com deslocamentos quimicos de 174 e 175 ppm
atribuidos aos carbonos das carbonilas dos ésteres. Na Tabela 5 estdo as demais atribui¢des de

carbono para esta molécula.



Figura 19: Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CD;0D) da amostra JC3*
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Tabela 5: Atribui¢des dos dtomos de carbono da molécula do alcaloide pirrolizidinico isolado

Carbono Deslocamento quimico
encontrado (d) em ppm
Cl1 134,8
C2 135,6
C3 62,1
C5 52,5
C6 34,2
C7 78,6
C8 75,8
C9 59,8
Cl1 176,5
Cl16 175,4
C15 44,7
Cl4 22,8
C13 35
C19 18,5
C18 12,6
C17 14,6

Fonte: Autor

O DEPT foi usado para comprovar os grupos CH, presentes na molécula. O espectro

representado pela figura 20 traz as seguintes confirmagoes: C3, C5, C6, C9, C13 e C14 e com

seus respectivos deslocamentos quimico e os sinais de cada carbono no espectro DEPT 135

do alcaloide isolado JC3*.
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Figura 20: Experimento DEPT da amostra JC3* (RMN de 'H a 400 MHz e RMN de "°C a 100 MHz, CD;0D)
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Com os espectros obtidos e fazendo as devidas comparacdes com a literatura foi
possivel propor a estrutura da molécula correspondente ao alcaloide JC3*, que seria a por¢ao
de maior quantidade na separacdo da mistura racémica obtida pela amostra JC3. A quantidade
de amostra resultante foi insuficiente para realizar experimentos de HSQC, HMBC e COSY e

propor a estereoquimica dos carbonos estereogénicos.

5.4 Cultivo in vitro

As sementes de Crotaldria apresentaram 100% de germinacdo, iniciando a emergéncia
das plantulas in vitro aos oito dias apds a semeadura e estabilizando-se aos 25 dias.

Com relagdo a curva de crescimento das raizes foi observado um aumento de massa no
periodo de 25 dias, conforme mostra a figura 21, esse resultado € interessante para possivel
cultivo in vitro em biorreatores.

Os extratos alcaloidicos obtidos serdo enviados para andlise em LC-MS, assim como
os extratos de plantio em vaso, para que sejam feitas as andlises e as devidas comparagdes.
Espera-se como continuacio desse projeto quantificar os alcaloides pirrolizidinicos em toda a

extensdo da planta (raiz, caule, folhas e flores) e em etapas diferentes de vida da mesma.

Figura 21: Cultivo em vitro C. retusa
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Fonte: Autor

5.5 Ensaios preliminar: efeito na mortalidade dos nematoides

Depois da realizagdo do procedimento descrito no item 4.9, realizou-se a contagem

dos nematoides vivos e mortos em 24, 48 e 72 horas para posteriormente analisar
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estatisticamente os valores obtidos. Na Figura 22 estdo apresentadas as porcentagens de

mortalidade dos nematoides do género Meloidogyne incognita.

Figura 22: Porcentagem de mortalidade dos nematoides
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Fonte: Autor

De acordo com o grafico € possivel perceber que apds 24 horas, as barras de 1-5,

indicam que houve mortalidade de até 94% dos nematoides, apds 48 horas, as barras de 6-10,

indicam que houve mortalidade de até 98% dos nematoides e por fim apds 72 horas, as barras

de 11-15, indicam que houve uma média de 81,77% dos nematoides com alguns extratos

apresentando 100% de mortalidade.
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6 CONCLUSAO

A técnica de andlise por espectrometria no infravermelho € utilizada apenas para a
identificacdo de grupos funcionais, ela € muito eficiente em nesses casos cuja finalidade seja
conhecer os grupos funcionais presentes na amostra. No entanto, para a elaboragdo desse
trabalho, a andlise foi realizada apenas para confirmar se estavam presentes compostos
nitrogenados que seriam indicios da presenca dos alcaloides pirrolizidinicos.

A andlise feita utilizando-se a técnica de UPLC-QTOF-MSE mostrou-se eficiente para
identificacio de compostos presentes em extratos de Crotalaria. Com ela foi possivel
identificar alguns flavonoides, nobiletina, sinensetina e o composto isokaempferida,
alcaloides pirrolizidinicos, como a retrorsina, senecionina, integerrimina e usaramina, € os N-
oxidos, senecionina N-6xido, integerrimina N-6xido, retrorsina N-6xido, presentes em cada
amostra analisada.

Para isolar um alcaloide presente nesses extratos seria necessdria uma quantidade
maior de extrato para que pudesse ser feita a purificagdo em coluna cromatografica e depois a
separacdo em HPLC. A quantidade de extrato obtida foi insuficiente para tanto, uma vez que
os alcaloides se tratam de metabolitos secundarios da planta (mecanismos de defesa), mesmo
que todos os cuidados de plantio e colheita sejam tomados, ndo € possivel garantir que serdao
encontrados 0os mesmos tipos e as mesmas quantidades de alcaloides em todas as plantas em
plantios diferentes, uma vez que o clima, o solo e as demais condi¢cdes mudam.

As técnicas utilizadas para o isolamento de alcaloides se mostraram muito eficientes,
tornando possivel isolar e propor a estrutura de uma AP, como foi descrito no decorrer desse
trabalho.

Com relacdo ao cultivo in vitro, os resultados mostraram o aumento da massa das
raizes, sendo uma maneira alternativa para obtencdo de metabdlitos secundérios de interesse.

Por meio do teste nematicida foi possivel confirmar efeito nematicida do extrato bruto
da raiz, confirmando que essa espécie pode ser considerada uma alternativa futura para o
desenvolvimento de nematicidas.

O estudo de AP € muito promissor, devido a sua importancia ambiental e econdmica
também descrita anteriormente. Em relacdo as perspectivas futuras pretende-se um estudo
detalhado de cada etapa de crescimento das plantas dessa espécie, a fim de quantificar a
producdo da maior quantidade de alcaloides e localizar em que parte da planta se concentra

mais esses compostos.
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