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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO BIOMONITORADO DE Duguetia lanceolata E Lithraea
molleoides NO CONTROLE DE PRAGAS AGRICOLAS E PROCESSOS DE
NANOENCAPSULAMENTO

As formigas cortadeiras e o gorgulho do milho sdo responsaveis por grandes prejuizos
na agricultura brasileira devido ao dificil controle destas pragas. Produtos naturais vém
conquistando grande importancia, principalmente na busca de compostos quimicos
gue ndo sejam toxicos aos homens, aos animais e a0 meio ambiente e que possam
controlar biorracionalmente o comportamento de pragas agricolas, como insetos e
fungos. Diferentes métodos e novas estratégias tém sido alvo de estudos em busca
de propostas para o controle de pragas. Dentre elas, destaca-se a busca na natureza
de novos compostos com potencial inseticida e fungicida, bem como a sintese de
derivados de produtos naturais com estas propriedades. Nesta perspectiva, este
trabalho visou a busca de compostos e fracdes ativas frente as formigas cortadeiras
Atta sexdens rubropilosa, 0 seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus e
Sitophilus zeamais, também conhecido como gorgulho-do-milho. Através de estudos
fitoquimicos biomonitorados dos extratos das partes de vegetais de Duguetia
lanceolata (Annonaceae) e Lithraea molleoides (Anacardeaceae), verificou-se fracfes
com potencial no controle de pragas. Este estudo levou ao isolamento/identificacdo
de 19 substéancias, incluindo algumas com destaque inseticida/fungicida. Atualmente,
estudos vém buscando novas tecnologias para aplicacdo de principios ativos e o
nanoencapsulamento vem demonstrando ser uma técnica com grande potencial, visto
gque podemos encontrar sistemas de liberagdo controlada de substancias
controlando a estabilidade dos ativos. Portanto, a outra vertente do trabalho esta
relacionada ao desenvolvimento de nanocapsulas a partir de polimeros
biodegradaveis para nanoencapsulacéo da cedrelona isolada de Trichilia catigua, bem
como algumas semi-sinteses com limonoide cedrelona, na busca de analogos a
serem ensaiados nas formigas e fungos a fim de potencializar a atividade fungicida e
inseticida. Para o isolamento em larga escala da cedrelona, presente em T.catigua, a
técnica de CCC (cromatografia em contracorrente) se mostrou eficiente, com
diferenciais, tais como economia de solvente e tempo, reprodutibilidade e recuperacao
total das amostras. No desenvolvimento de formulagdes para nanoencapsulamento
da cedrelona, a técnica de nanoprecipitacdo mostrou-se viavel e reprodutivel para
encapsulamento. Todas as formulacées se mostraram estaveis, com alta eficiéncia de
encapsulamento. Para os analogos da cedrelona, foram sintetizados o mesilato de
cedrelona, o propionato de cerelona e o acetato de cedrelona. Dentre eles, o
propionato de cerelona e o0 acetato de cedrelona foram os que apresentaram grande
potencial fungicida/inseticida contra as formigas cortadeiras.
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ABSTRACT

BIOMONITORED PHYTOCHEMICAL STUDY OF Duguetia lanceolata AND
Lithraea  molleoides IN AGRICULTURAL PEST CONTROL AND
NANOENCAPSULATION PROCESSES

Leafcutter ants and maize weevil are responsible for great losses in Brazilian
agriculture due to the difficult control of these pests. Natural products are becoming
increasingly important, mainly in the search for non-toxic chemical compounds to
humans, animals and environment and that can bio-rationally control agricultural pests’
behavior, such as insects and fungi. Different methods and new strategies have been
the subject of studies to provide propositions for pest control. Among them, the search
in nature for new compounds with insecticide and fungicide potential, as well as a
synthesis of natural products derivatives with these properties. Accordingly, this study
aimed the search of active fractions and compounds as regards the leafcutter ants Atta
sexdens rubropilosa, its symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus and
Sitophilus zeamais, as known as maize weevil. Through bio-monitored phytochemical
studies of the extracts of the plant parts of Duguetia lanceolata (Annonaceae) and
Lithraea molleoides (Anacardeaceae), fractions with potential for pest control were
found. The present study led to the isolation/identification of 19 substances, including
some insecticide and fungicide emphasis. Current studies have been looking for new
technologies for active ingredients application and nanoencapsulation seems to be a
technique with great potential since systems for controlled release of substances
controlling the stability of chemical actives can be found in it. Therefore, the other
aspect of this work is related to the development of nanocapsules from biodegradable
polymers for the nanoencapsulation of cedrelone, isolated from Trichilia catigua, as
well as some semi-syntheses with the cedrelone limonoid, in the search of cedrelone
derivatives to be tested on ants and fungi in order to enhance their fungicide and
insecticide activities. For the large-scale isolation of cedrelone, present in T. catigua,
the CCC technique (countercurrent chromatography) has proved to be successful, with
some advantages, such as solvent and time savings, reproducibility and total sample
recovery. During the development of formulations for nanoencapsulation, the
nanoprecipitation technique proved to be both viable and reproducible for
encapsulation. All formulations were stable and with high encapsulation efficiency. For
cedrelone derivatives, cedrelone mesylate, propionate cedrelone and cedrelone
acetate were synthesized and cedrelone propionate and cedrelone acetate showed
great fungicide/insecticide potential against leafcutter ants.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Agricultura no Brasil

O Brasil encontra-se entre as dez maiores economias mundiais, com um PIB
superior a US$ 2 trilhdes em 2013, sendo o setor agricola, um dos mais importantes
no desempenho do pais, contribuindo com 17% do PIB. A producdo agricola vem
crescendo exponencialmente nos ultimos anos, tornando o Brasil o segundo maior
exportador de produtos agricolas e agroalimentares do mundo, atras apenas dos
Estados Unidos, passando para o quarto lugar no ano 2000 (ONU, 2013).

Nos ultimos anos houve um crescente aumento no comércio agricola (FIGURA
1.1) no que diz respeito a exportacdes. Os principais responsaveis por este aumento
sdo as culturas agricolas como soja, milho, citros, cana-de-agucar. Estas culturas

estdo também entre as que mais utilizam agrotdxicos (ONU, 2013).

N (portapies aysalimertares = Impriacles agrofmantaces — ana comercial agroalmentaes
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Fowte: Base de dadox CoTrade da ONU (2013)

FIGURA 1.1- Comércio Agroalimentar no Brasil 1995-2013. (Fonte:
(http://www.agricultura.gov.br/arq_editor/projecoes%20%20versao%20atualizada
.pdf.>). Acessado em 18-08-2015.

Contudo, estas produ¢des muitas vezes séo alvo de pragas, tais como insetos
fungos e plantas daninhas. Para que ndo haja perdas e prejuizos, o uso de
agroquimicos se faz presente, sendo muito empregado neste meio.

Segundo dados da ANVISA, um terco dos alimentos consumidos no dia a dia
pelos brasileiros estd contaminado por agrotoxicos conforme consta na legislacao
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vigente, sdo agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, utilizados nos
setores de producdo e armazenamento afim de melhorar a produtividade. Estes
podem causar Sérios prejuizos aos seres humanos e ao meio ambiente.

Neste sentido, a busca na natureza de compostos com diversas atividades
bioldgicas, vem aumentando. Um grande destaque esta nas substancias oriundas da
natureza, que também podem ser usadas como modelo para sintéticos. Os produtos
naturais se destacam devido a facilidade de degradacdo, comparado aos sintéticos e

nado deixam residuos, tanto no meio ambiente, quanto nos alimentos.

1.2 Controle de insetos

A eficiéncia no controle de insetos e a busca de compostos biologicamente
ativos estdo intimamente relacionados com a sobrevivéncia do ser humano e
constituem importantes aspectos a serem estudados. Os insetos sdo 0s maiores
competidores dos seres humanos com relagdo a alimentacao, além de serem vetores
de inimeras moléstias.

Grandes esforcos tém sido realizados para produzir compostos naturais nao
téxicos, principalmente ao homem (CAMPOS, 1988; ARNASON, et al. 1987), que
possam controlar biorracionalmente o comportamento de insetos pragas.

Diversos metabdlitos secundéarios de plantas estdo envolvidos na interacao
entre inseto-planta, bem como planta-planta e planta-micro-organismos. Tais
metabdlitos podem interferir no comportamento, crescimento ou no desenvolvimento
de outros seres, como por exemplo, a interacdo entre as neuro secrecdes cerebrais,
ecdisona e hormonio juvenil, na metamorfose de inseto, cujos precursores se originam
de metabdlitos secundarios de planta (WIGGLESWORTH, 1985).

1.3 Formigas Cortadeiras
As formigas pertencem a classe Insecta da ordem Hymenoptera e estao
reunidas numa unica familia Formicidae. Dentro da subfamilia Myrmicinae, a tribo
Attini relne as formigas cultivadoras de fungo e entre essas, sdo consideradas

formigas cortadeiras (FIGURA 1.2) as espécies do género Atta, popularmente



conhecidas como sauvas e do género Acromyrmex, conhecidas como quenquéns
(JUSTI-JUNIOR et al., 1996).

Elas sdo conhecidas pelo poder de destruicdo de um grande numero de
espécies vegetais e pelo prejuizo econémico causado a agricultura (MARICONI, 1970;
BERTI FILHO et al., 1992).

FIGURA 1.2 - Formigas Cortadeiras
(Fonte:http://www.uesb.br/ascom/ver noticia_.asp?id=3219, 16/01/2012, 19:24 h).

Uma coldnia de formigas € composta de varias castas de trabalhadores, como
observado na FIGURA 1.3. As formigas maiores sao responsaveis por cortar as folhas
e carregar para o ninho. As de médio porte tém a funcéo de cortar o material vegetal
em pedagos menores. As menores, conhecidas como jardineiras, tém a fungédo de
cuidar do crescimento do jardim de fungo (BOULOGNE, 2012).

FIGURA 1.3 - Castas das Formigas (Fonte: BOULOGNE, 2012).

Sua distribuicdo ampla se estende desde o sul dos Estados Unidos até a regido
central da Argentina, incluindo varias ilhas do Caribe, ndo ocorrendo no Chile e nas
regides transandinas da América do Sul e em algumas ilhas das Antilhas (FARJI
BRENNER e RUGGIERO, 1994).


http://www.uesb.br/

A ocorréncia de espécies de salvas na Ameérica do Sul esta nas regides
tropicais e subtropicais, onde o Brasil € o pais com o maior nUmero de espécies,
seguido da Argentina e do Paraguai. No Brasil, as salvas sdo encontradas
principalmente nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias e Parana.

Sao 10 espécies de um total de 15 espécies dos géneros Atta e Acromyrmex,
destas, cinco espécies possuem grande importancia econémica: Atta laevigata, Atta
sexdens rubropilosa, Acromyrmex disciger, Acromyrmex nigere Acromyrmex
crassipinus. A subespécie Atta sexdens rubropilosa, conhecida como “sauva-limao”,
€ uma das principais responsaveis pelos prejuizos em terras brasileiras.

Entre varias espécies de plantas atingidas por essas pragas, destaca-se as
espécies de Eucalyptus e Pinus, principalmente nas fases de pré-corte (areas de
reforma ou conducéo da floresta) e imediatamente apds o plantio, ou no inicio da
conducao de brotacdo (BOARETTO e FORTI, 1997). Em sistemas tropicais, chegam
a consumir até 17 % da producéo florestal.

A grande devastacdo causada nessas espécies vegetais, além do prejuizo
econdbmico causado a agricultura e silvicultura brasileira (MARICONI, 1970; BERTI
FILHO et al.,1992, ALMEIDA, 2007), esta relacionada a sua voracidade de cortar e
carregar as folhas e flores para dentro do formigueiro.

O material vegetal cortado € utilizado por elas para cultivar um fungo com o
qual possui relacao de simbiose (FISHER et al. 1994) (FIGURA 1.4).

A acdo mutualistica entre a formiga Atta sexdens rupilosa e o fungo
Leucoagaricus gongilophorus é muito forte. O fungo € a principal fonte de alimento
para as larvas e rainha, podendo também suprir 9 % da energia requerida por uma
formiga adulta (STRADLING e POWELL, 1992; BACCI JR. et al. 1998).

Subwiraio r
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FIGURA 1.4 - Simbiose entre as formigas cortadeiras e o fungo L. gongylophorus.
(Fonte: Cazal, 2010).



A utilizacdo da cultura de fungo € uma maneira de evitar a ingestdo de
componentes quimicos toxicos dos vegetais pelas formigas. Dessa maneira, 0S
nutrientes palatdveis e os menos palatdveis estdo disponiveis para as formigas
através da detoxificagcéo realizada pelo fungo (GUERREIRO, 2001).

A relacdo de simbiose existente entre as formigas cortadeiras e o seu fungo
simbionte (L. gongylophorus) é relatada em varios estudos (SINGER, 1986, FISHER
et al.,, 1994). RODIONOVA e BEZBORODOV (1997) relataram que as formigas
alimentam a cultura fangica com substrato vegetal que é constituido por polimeros
complexos que representam 70 a 90 % m/m do seu peso seco.

As pectinas presentes nos substratos vegetais desempenham funcdes de
agente hidratante e de material cimentador para a rede de fibras de celulose (SAKAI
et al., 1993; THAKUR et al., 1997) e representam um terco do peso seco do tecido
vegetal de dicotiledbneas e de algumas monocotiledéneas. Para promover a
degradacédo da pectina no tecido vegetal é necessario um complexo enzimatico.

Enzimas que degradam os polissacarideos vegetais em acucares redutores
foram detectadas no fungo simbionte (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA, 1999; SILVA et
al., 2003) e também no liquido fecal de A. colombica tonsipes (MARTIN et al., 1975)
e de A. sexdens rubropilosa (SIQUEIRA, 1997; SILVA, 1999). As formigas utilizam o
fungo simbionte para promover esse processo de degradacdo, uma vez que nao sao
capazes de degradar a pectina diretamente, tornando as pectinases, um alvo factivel
de controle das formigas.

1.4 Métodos de controle das formigas

Para o controle das formigas sdo usados varios métodos, dentre eles o0s
métodos mecanicos, bioldgicos e quimicos.

O controle mecanico manual consiste na destruicdo dos ninhos da area através
da escavacao do formigueiro que € efetuada até que a rainha seja localizada e morta
(BOARETTO e FORTI, 1997). Este tipo de controle praticamente ndo é utilizado
devido a inviabilidade em muitos casos, pois se restringe a pequenas areas e ninhos
com até 4 meses de idade.

O controle bioldgico classico consiste no emprego de predadores, parasitoides

e microrganismos (bactérias, fungos e virus) que utilizam formiga cortadeira como
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hospedeiro (BOARETTO e FORTI, 1997). Atualmente, consiste em uma area
promissora de pesquisa, porém ha uma grande necessidade de conhecimentos
biolégicos basicos para que estratégias de controle para formigas cortadeiras possam
ser de fato aplicadas com seguranca.

O controle quimico geralmente é o mais utilizado, sendo o produto quimico
aplicado diretamente nos ninhos em formas de iscas granuladas, liquidos
termonebuliziveis e formula¢des em po ou liquida (FORTI e BOARETTO, 1997).

No controle quimico, destaca-se o uso de iscas granuladas, pois permitem a
aplicacdo em formigueiros localizados em areas de dificil acesso, sem necessidade
de mao de obra e equipamentos especializados, além de oferecer maior seguranca
ao operador (LOECK e NAKANO, 1984). Estas iscas contém o6leo de soja como
veiculo, polpa citrica como atraente e um ingrediente ativo como principio toxico.

A acédo do inseticida formulado em iscas toxicas deve ocorrer por ingestao e
apresentar caracteristicas particulares, como a acdo téxica retardada, com
mortalidade menor que 15% apds o primeiro dia e maior que 85% apds o décimo
quarto dia a partir do oferecimento das iscas; deve ser letal em baixas concentracoes
e ndo causar danos ambientais. O inseticida deve ser ainda inodoro e nao repelente
(FORTI e BOARETTO, 1997).

No Brasil eram utilizadas iscas granuladas com dodecacloro que possui baixo
custo e alta eficiéncia (DELLA LUCIA, 1997). No entanto, por ser um composto
organoclorado e possuir efeitos téxicos, foi retirado do mercado, aumentando assim a
necessidade da busca de novos principios ativos. Posteriormente foram introduzidas
no mercado iscas com o Fipronil (como principio ativo). Estes atuam no sistema
nervoso central, diretamente no receptor acido gama aminobutirico (GABA) e inibindo-
0, causando hiperexcitacao neural e morte o inseto (COUTINHO, 2005).

A alta afinidade do fipronil pelos receptores dos insetos quando comparado aos
receptores GABA de mamiferos resulta em uma menor toxicidade quando
comparados com outros inseticidas que bloqueiam este mesmo canal (MARTINS,
2009; MOHAMED et al., 2004; ZHAO et al., 2004).

Apesar de menos téxicos para os mamiferos, foram relatados casos de
intoxicagdo humana pelo praguicida no Siri Lanka, causando suores, tremores,
nausea, vomitos e agitacédo, entre outros sintomas (MARTINS, 2009; MOHAMED et
al., 2004). Este principio ativo ja foi proibido em alguns paises. Diante destes relatos,
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a busca de novos principios ativos, no controle de insetos, que ndo causem prejuizos
ao homem nem ao meio ambiente vem sendo intensificada.

O desenvolvimento de formas alternativas para o controle de formigas
cortadeiras é bastante complexo, por esse motivo, o grupo de Produtos Naturais da
Universidade Federal de S&o Carlos vem buscando intensamente meétodos
alternativos para controlar estes insetos, substituindo os agroquimicos tradicionais por
inseticidas naturais, provenientes de plantas, que sejam mais especificos, seletivos e
gue causem menos danos ao meio ambiente (GODOQY et al., 2005).

O uso de substancias naturais como modelo sintético, vem sendo explorado,

visto que muitas vezes, uma simples mudanca estrutural em um composto de origem
natural, pode potencializar seu efeito fungicida/inseticida.
Outra estratégia possivel para o controle das formigas cortadeiras € o0
encapsulamento de substancias com atividades inseticidas e/ou fungitoxica para
serem utilizadas em iscas. Os agroquimicos encapsulados tém sua atividade
prolongada através da liberacao controlada do principio ativo.

Ha ainda outros beneficios, como a reducao da volatilizacéo, da fitotoxicidade
e da degradacédo ambiental. Os inseticidas também sdo encapsulados para impedir o
reconhecimento de compostos ativos por parte dos insetos e principalmente por

reduzirem a toxicidade em mamiferos (OHTSUBO et al., 1991).

1.5 Sitophilus zeamais

O milho é o cereal mais cultivado e consumido no Brasil. Sua producéo cresce
a 1,5% ao ano, dando destaque aos produtores no Parana, Mato Grosso, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, que juntos sdo responsaveis
por 80,7% da producao nacional (COELHO, 2000).

No Brasil, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), séo
colhido milhdes de toneladas de gréos e grande parte € perdida por falta ou por mas
condi¢cbes de armazenagem (COELHO, 2000).

Para se combater os insetos de grédos armazenados, tem-se utilizado o controle
quimico, por ser efetivo, de baixo custo e de facil manejo. Dentre as técnicas mais

utilizadas esta o expurgo com fosfina ou brometo de metila.



Porém, o uso indiscriminado de fosfina pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia das pragas devido a alta frequéncia de aplicacdes, de dosagens incorretas,
e periodos de exposi¢do inadequados.

Esta resisténcia leva ao uso de dosagens cada vez mais elevadas, ao aumento

do tempo de exposi¢cdo, aos niveis inaceitaveis de residuos, a possibilidade de
intoxicacdo dos operadores e, consequentemente, ao aumento dos custos sociais,
ambientais e de producéo (COELHO, 2000).
Diante deste problema, a busca por novas substancias, que sejam mais seletivas,
biodegradaveis, com viabilidade econdmica e baixo impacto ambiental, é necesséria
em programas de manejo integrado de insetos-praga de grdos armazenados (MIP
Graos).

Assim, uma estratégia sdo os produtos naturais para controlar estes insetos,
substituindo os agroquimicos tradicionais por inseticidas naturais, provenientes de
plantas, que sejam mais especificos, seletivos e que causem menos danos ao meio
ambiente.

Estudos recentes (RIBEIRO, 2010) mostram atividades promissoras dos
extratos vegetais provenientes de espécies de Annonaceae no controle do gorgulho-
do-milho (S. zeamais Motschulsky, 1855; Coleoptera: Curculionidae), principal
espécie-praga do milho armazenado.

O S. zeamais, (FIGURA 1.5), também conhecido como gorgulho do milho,
pertence a familia Curculionidae, é considerado uma das principais pragas primarias
internas do milho, com grande capacidade destrutiva, efetuando a postura no interior
dos gréos, onde também as larvas e pupas se desenvolvem.

As perdas ocorridas antes, durante e apO0s a colheita, no transporte,
industrializacdo e armazenamento dos graos; sao influenciadas por diversos fatores,
como a precaria estrutura das unidades armazenadoras, o alto teor de umidade,

impureza dos graos e a presenca de pragas (COITINHO et al., 2010).



Sirophilus zeamais

FIGURA 1.5 - Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae).
Fonte:<http://www.pragas.com.br/pragas/geral/caruncho.php e
http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/fonteshtml/milho/cultivodomilho_2e
d/colpragas.htm>.Acessado em 18-08-2015.

1.6 Ciclo do Sitophilus zeamais

O ciclo biologico (FIGURA 1.6) de S. zeamais se inicia quando a fémea perfura
um orificio no gréo, utilizando as mandibulas, depositando um ovo. A cavidade aberta
€ coberta com uma secrec¢do gelatinosa, produzida pelo 6rgéao ovipositor, selando o
ovo no grao (GIMENES, 2013).

A fase embrionaria dura em média quatro dias, a 25°C. ApGs a eclosao, as
larvas se desenvolvem no interior do grdo, escavando-o a medida que crescem,
passando por quatro instares larvais e transformando-se em pupa no interior do
préprio grao.

A saida do inseto adulto do grdo ocorre através da abertura de um orificio
irregular, ocorrendo o acasalamento dois a trés dias ap0s a saida e o ciclo bioldgico é
novamente iniciado (RIBEIRO, 2010)
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FIGURA 1.6 - Ciclo biolégico Sitophilus zeamais (Fonte: GIMENES, 2013).

1.7 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é avaliar atividades potenciais de inseticidas
e/ou fungicidas dos extratos, fragdes e substancias isoladas frente as operarias da
espécie Atta sexdens rubropilosa, seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus

e ao gorgulho do milho, Sitophillus zeamais.

1.7.1 Objetivos especificos

Introducdo da problemética no controle de pragas agricolas;

Estudo biomonitorado de Duguetia lanceolata: Avaliar os potenciais inseticidas
e/ou fungicidas dos extratos, fragdes e substancias isoladas frente as operarias da
espécie Atta sexdens rubropilosa, seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus
e ao gorgulho do milho, Sitophillus zeamais;

Estudo biomonitorado de Lithraea molleoides: Avaliar os potenciais inseticidas
e/ou fungicidas dos extratos, fragdes e substancias isoladas frente as operarias da
espécie Atta sexdens rubropilosa, seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus;

Isolamento de cedrelona em larga escala: Desenvolvimento de nanocapsulas
de polimeros biodegradaveis com a cedrelona, mudancas estruturais a fim de

potencializar o controle de insetos pragas.
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1.8 Materiais e métodos

Solventes:

Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e outros
destilados na sala de destilagdo do Departamento de Quimica da UFSCar para
obtencao de extratos e fracionamento dos mesmos;

Solventes grau CLAE;

Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS
ORGANICS, CIL - CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, Inc. para

obtencao de espectros de RMN.

Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna (CC):

Silica Gel 60 (70-230 Mesh) da ACROS ORGANICS;
Silica Gel 60 (230-400 Mesh) da ACROS ORGANICS;
Sephadex® LH 20 da Amersham Pharmacia Biotech AB;
Florisil? (200 Mesh) da ALDRICH.

Cromatografia em camada delgada (CCDC):

Cromatoplaca de silica gel 60 HF2s4, ¢ = 0,2 mm) em aluminio (Merck).

Reveladores;

Radiacao de luz ultravioleta (254 e 360 nm);

Vanilina em &cido sulftrico.

1.9 Equipamentos

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear:

BRUKER DRX 400 (9,4 Tesla);
BRUKER ARX 600 (14,1 Tesla).

Cromatoqgrafia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE):
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Cromatografo a liquido: Shimadzu SCL-10Avp (preparativo), equipado com valvula
de reciclo, valvula de injecdo Rheodyne 7725i, alca de amostragem (loop) de 200,
500 e 2000 pL, bombas Shimadzu LC-6AD e detector: UV-VIS, Shimadzu SPD-
10vvp.

Cromatografo a liquido Shimadzu SCL-10Avp (analitico), equipado com:
degaseificador de membrana Shimadzu DGU-14A, duas bombas Shimadzu LC-
10ADvp e detectores de Foto-diodo Shimadzu SPDM10Avp.

Cromatégrafo a liquido Agilent Technologies modelo 1200 (analitico), equipado
com: bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A, amostrador automatico
G1329A e detector de Ultravioleta G1314B. O equipamento esta acoplado a uma
interface G1369A sendo o0s cromatogramas registrados através do software
EZCromr Ellite.

HSCCC (high-speed counter-current chromatography): Quik Prep/Lab Prep MK 5

equipado com duas bobinas cada uma contend duas colunas em politetrafluoro
(PTFE) com diametro interno de 0,5 mm i.d e diametro externo de 1,58 mm o.d.,
capacidade total de aproximadamente 500 ml. A velocidade de rotacao é ajustavel
entre 0 e 1000 rpm e plano de rotacédo vertical. Aparelho com alca de injecdo de 5

ml e sistema equipado com bomba de fluxo continuo LabAlliance.

Cromatodgrafo gasoso acoplado a Espectrébmetro de Massas

GC- 17A Shimadzu, CG-EM — QP 5000 Shimadzu, Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm)
filme = 0,25 um, lonizacdo por impacto eletrénico (IE) (70 e.V). Temperatura do
injetor: 250°C; Temperatura do detector: 280°C; Modo: Split; Volume de injecéo: 1
uL.

EspectrOmetro de Massas:

Equipamento Applied Biosystems Life Technologies (AB/MSD Sciex), sob a
plataforma API™ 2000.

Potenciémetro:

Qualxtron Mod. 8010;

Evaporadores Rotativos:

BUCHI, rotavapor R-114, equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.
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BUCHI, rotavapor R-200, equipado com banho BUCHI 490 e recirculador refrigerado
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5 °C.

Centrifuga:

Centrifuga Eppendorf 5810R.

Vortex:

Vortex PHOENIX AP56.

Banho de ultrassom:

Unique Ind. Com. Prod. Elet. Ltda. Mod. Maxiclean 1450

SPEEDVAC:

SavantSpeedvac Plus SC 10 A acoplado com um refrigerador Vapor Trap RVT-400
Savant, bomba a vacuo Savant VLP-200 e registrador Digital VacuumGauge DVG 50
Savant.

Diametro BI-FOQELS:

Diametro BI-FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) Brookhaven
Instruments Corporation

Potencial Zeta:

ZetaPlus, Zeta Potencial Analyzer —Brookhaven Instruments Corporation
Microscopico Eletrénico de Varredura (MEV):

Philips XL 30 FEG, 30 KV, resolu¢cdo maxima de 2nm;
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CAPITULO 2 - ESTUDO FITOQUIMICO
BIOMONITORADO DE Duguetia

lanceolata
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Capitulo 2 - Estudo Fitoquimico Biomonitorado de Duguetia lanceolata

2.1 Ordem, Familia, Género e Espécie

2.1.1. Ordem Magnoliales

A ordem Magnoliales é composta pelas familias: Winteraceae, Degeneriaceae,
Himantandraceae, Eupomatiaceae, Austrobaileyaceae, Magnoliaceae,
Lactoridaceae, Annonaceae, Myristicaceae e Canellaceae (CRONQUIST, 1981,
1988).

O interesse no estudo de espécies desta ordem deve-se a presenca de classes
de metabdlitos como derivados de fendis, glicosideos e flavonas (apigenina,
escutellareina, hispidulina e luteolina) ou flavonoides (SANTOS e SALATINO, 2000).

2.1.2. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae compreendeuma classe de substancias
aproximadamente com120 géneros e 2000 espécies (SANTOS e SALATINO, 2000).
A familia € composta de arvores, arbustos e trepadeiras lenhosas encontradas
principalmente nos trépicos, embora algumas espécies encontram-se nas regides
temperadas (Encyclopeadia Britannica, 2010).

As espécies de Annonaceae estao distribuidas principalmente pelas regiées
tropicais do globo terrestre. Dos géneros que compdem esta familia, 34 podem ser
encontrados na América do Sul, onde predominam os géneros Annona L, Duguetia
St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavon, Rollinia St. Hil e Xylopia L. No Brasil, ocorrem cerca
de 29 géneros, incluindo Duguetia com 50 espécies (FECHINE et al., 2002).

Estudos anteriores mostram a presenca de diversos derivados de fendis,
glicosideos e flavonas (apigenina, escutellareina, hispidulina e luteolina) ou
flavonoides (canferol, rhamnocitrin, quercetina, isoramnetina e ramnetinas (SANTOS
e SALATINO, 2000).

Outros produtos naturais obtidos de plantas desta familia sdo as chamadas
acetogeninas (FIGURA 2.1). Essa classe de compostos é derivada de acidos graxos

de cadeia longa (LIMA et al., 2010).
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FIGURA 2.1- Estrutura geral das acetogeninas.

As acetogeninas possuem uma ampla gama de propriedades bioldgicas, tais
como citotdxica, imunossupressora, pesticida, antiparasitaria e antimicrobiana
(BERMEJO et al., 2005).

Outro destaque na familia Annonaceae s&o as ocorréncias de alcaloides (CAVE
et al., 1985). Os alcaloides sdo metabolitos secundarios encontrados principalmente
em plantas e microorganimos. S&8o0 compostos nitrogenados derivados
biossinteticamente de aminoacidos, cuja classificacdo € feita de acordo com a
natureza da estrutura contendo nitrogénio (pirrolidina, piperidina, quinolina,
isoquinolina, indol, etc). (DEWICK, 2009).

Podem ser classificados como verdadeiros ou protoalcaloides. A classificacao
de alcaloides verdadeiros se da para as estruturas nas quais ha anel heterociclico,
com um atomo de nitrogénio, ja nos protoalcaloides, o atomo de nitrogénio ndo esta
presente no anel heterociclico,

Dentre a diversidade de alcaloides, a familia Annonaceae se destaca pela
ocorréncia de alcaloides do tipo isoquinolinico: alcaloides isoquinolinicos simples;
benziltetraisoquinolinicos; bisbenzilisoquinolinicos e bisbenziltetraisoquinolinicos;

protoberberinicos e tetrahidroprotoberberinicos; e aporfinoides (RABELO, 2014).
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FIGURA 2.2 - Alcaloides isoquinolinicos encontrados na familia Annonaceae.
Fonte: RABELO, 2014.

2.1.3. Espécie Duguetia lanceolata
Poucos estudos foram realizados com a espécie Duguetia lanceolata (FIGURA

2.3). Contudo, constituintes de 6leos essenciais de plantas do género Duguetia séo
citados na literatura (SOUSA et al., 2004).
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FIGURA 2.3 - Folhas e frutos de Duguetia lanceolata Fonte : http://
www.esalq.usp.br/trilhas/fruti/fr03.php . Acessado em 22-01-2016 as 19hs43 min.

Estudos realizados com o extrato etandlico de Duguetia trunciflora relataram o
isolamento de 6 alcaloides das folhas e galhos finos.

Esta espécie mostra-se de grande importancia quimiotaxonémica, devido ao
grande numero de alcaloides isolados de espécies do mesmo género estudadas
anteriormente. Um levantamento sobre o género Duguetia, feito no Banco de Dados
NAPRALERT, Chemical Abstract e Biological Abstracts, mostrou que nas oito
espécies descritas na literatura, todas de ocorréncia sul-americana, foram isoladas
um total de 79 substancias, das quais 72 sao alcaloides (FECHINE et al., 2002).

Dos extratos etandlicos das folhas de Duguetia flagellaris foram isolados 10
alcaloides aporfinicos (FIGURA 2.4), sendo cinco aporfinicos strictu sensu:
nornuciferina (1), isopilina (2), O-metilisopilina (3), calicinina (4), duguevanina (5) e
cinco do tipo 7-hidroxi aporfinicos: pachipodantina (6), oliverolina (7), oliverolina 3-N-
oxido (8), oliveridina (9) e duguetina (10) (NAVARRO et al., 2001).
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FIGURA 2.4 - Alcaloides de Duguetia flagellaris.

A presenca desta classe de metabdlitos secundarios no género Duguetia,
desperta o interesse no estudo fitoquimico de Duguetia lanceolata visando a busca de
compostos ativos para o controle de insetos pragas.

2.2 Objetivo
Avaliar atividades potenciais de inseticidas e/ou fungicidas dos extratos,

fracbes e substancias isoladas frente as operarias da espécie Atta sexdens

rubropilosa, seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus e ao gorgulho do
milho, Sitophillus zeamais.
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2.3 Procedimentos experimentais

2.3.1 Preparo do material vegetal e extratos de Duguetia lanceolata

As folhas, ramos, sementes e casca dos frutos de Duguetia lanceolata foram
coletadas no Campus da ESALQ na cidade de Piracicaba-SP no dia 25/03/2011 e
posteriormente seca sem estufa de circulacéo de ar a 40 °C, por aproximadamente 72
horas e pulverizadas em um moinho tipo Willey.

Em seguida os pulverizados foram submetidos a trés extracfes consecutivas
com etanol, a temperatura ambiente, na propor¢ao (5:1 v/m), com intervalo de trés
dias entre cada extracdo, em repouso. Os extratos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotativo (FIGURA 2.5).

Foram obtidos os extratos apresentados na TABELA 2.1 com suas respectivas

massas e rendimentos. O extrato com maior rendimento foi o das folhas.

TABELA 2.1 - Extratos obtidos com seus respectivos cddigos e massas

Extrato de Material Vegetal Cddigo Massa Rendimento
Duguetia lanceolata (9) (9) (%)
Ramos (Etanol) 752,0 DLER 47,41 6,25
Folhas (Etanol) 1214,0 DLEF 203,7 16,78
Sementes (Etanol) 598,0 DLES 59,55 9,96
Casca dos frutos (Etanol) 676,0 DLECaf 24,30 3,59%
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FIGURA 2.5 - Preparo dos extratos de Duguetia lanceolata.

Os extratos foram submetidos a ensaios inseticidas de incorporacdo em dieta
artificial por ingestéo em operarias de Atta sexdens rubropilosa, no Centro de Estudos
de Insetos Sociais (CEIS) UNESP- Rio Claro-SP, descrito no item 2.3.5 deste capitulo
e ensaio de inibicdo de L. gongylophorus in vitro pelo método de Incorporacao
realizado na Universidade Federal de Sdo Carlos, descrito no item 2.3.6 deste

capitulo.

2.3.2 Fracionamento dos extratos de D. lanceolata

Os extratos DLER, DLEF, DLECaf e DLES foram submetidos a uma extracao
liquido-liquido utilizando como fase hidroalc6olica MeOH: H20 (1:3). Em um funil de
separacdo adicionou-se o extrato solubilizado em 100 mL de metanol e 300 mL de
agua.

Em seguida as extracOes foram feitas com solventes em ordem crescente de
polaridade (hexano, diclorometano e acetato de etila) conforme descrito no fluxograma

da FIGURA 2.6, sendo: (1) extragdo com hexano trés vezes de 200 mL; (2) extracdo
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com diclorometano trés vezes de 200 mL; (3) extracdo com acetato de etila trés vezes

de 200 mL; (4) fracdo hidroalcodlica (metanol/agua).

)

FIGURA 2.6 - Procedimentos gerais de Particdo liquido-liquido do extrato etandlico
dos ramos de D. lanceolata. (1) -Fracao de Hexano, (2) -Fracéo de Diclorometano, (3)

- Fracdo de Acetato de etila e (4) -Fracao Hidroalcodlica.
Ao final de cada extracdo, as fracdes obtidas foram concentradas em

evaporadores rotativos. A TABELA 2.2 apresenta as fracfes dos extratos obtidos na

extracao liquido-liquido, com suas respectivas massas.
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TABELA 2.2 - Fracdes dos extratos de D. lanceolata apos a particdo liquido-liquido

Extrato Particoes Massa (Q)
DLER-Hexano 7,51
DLER-Diclorometano 6,51
RAMOS
DLER-Acetato de etila 5,87
DLER-Hidroalcoolica 22,87
DLEF-Hexano 17,35
DLEF-Diclorometano 7,39
FOLHAS*
DLEF-Acetato de etila 7,85
DLEF-Hidroalcoolica 36,21
DLES-Hexano 38,95
DLES-Diclorometano 2,19
SEMENTES
DLES-Acetato de etila 2,59
DLES-Hidroalcoolica 6,49
DLECaf-Hexano 2,83
DLECaf-Diclorometano 0,43
CASCA DOS FRUTOS
DLECaf-Acetato de etila 0,55
DLECaf-Hidroalcoolica 18,91

*a particdo das folhas néo foi realizada com todo o extrato, apenas com 83,1647

g.

Apbés a obtencdo das fracdes, estas foram submetidas a analise via
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e posteriormente submetidos
a ensaios inseticidas de incorporacao em dieta artificial por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa, no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP-
Rio Claro-SP, descrito no item 2.3.5 deste capitulo e ensaio de inibicdo de L.
gongylophorus in vitro pelo método de Incorporacdo realizado na Universidade

Federal de Sao Carlos, descrito no item 2.3.6 deste capitulo.
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2.3.3 Estudo Fitoquimico do extrato bruto de D. lanceolata

2.3.3.1 Estudo do extrato hexanico das folhas de D. lanceolata (DLEF-hex) por

coluna cromatogréfica, sob vacuo.

O extrato hexanico das folhas de D. lanceolata (DLEF-hex 11,23 g) foi
submetido & cromatografia em coluna de silica (70-230 mesh), sob vacuo, utilizando-
se solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e metanol agua (1:1). Foram obtidas 10 fracdes as quais foram
analisadas via RMN H e CCDC e de acordo com as semelhancas apresentadas na
andlise, foram reunidas em 7 fracdes: FdI-1 (hexano), Fdl-2, FdI-3 e Fdl-4
(diclorometano), FdI-5 (acetato de etila) Fdl-6 (metanol) e FdI-7 (metanol) (Condi¢cao
1). As condic¢@es estdo detalhadas no fluxograma da FIGURA 2.7. Estas frac6es foram
enviadas para ensaio por ingestdo nas formigas cortadeiras (A. sexdens rubropilosa)

e para o gorgulho do milho S. zeamais.

DLEF-hex
11,2327 g

Condigcio 1

Fdi-1

0.4058 g

Fdil-2
28693 g

Fdi-3

0,3365 g

Fdl4
1,3071 g

Fdi-S
2.0365 g

Fdi-6
2.8328 g

Fdl-7

0.2122 g

FIGURA 2.7 - Condicdo 1: Coluna de vidro (¢ x h = 5,5 cm x 22 cm); Fase
estacionéria: Silica (70-230 mesh); Modo de eluicdo: gradiente; Solventes:
Hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.

2.3.3.2 Estudo da Fracéao FdI-2

A subfracédo FdI-2 foi submetida a uma coluna cromatografica de silica (230-

400 mesh) utilizando-se modo de eluicdo gradiente, com solventes em ordem
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crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol (Condicéo
2). Foram coletadas 54 fracdes, as quais, foram comparadas via e CCDC e RMN H,

onde o agrupamento foi realizado avaliando a sobreposicéo dos sinais semelhantes.

Foram reagrupadas em 18 fracdes apresentadas no fluxograma da FIGURA 2.8.

Fdl-2
2,3581g
Condicdo 2
cdi1-1-5 Cdl1-6-8 Cdl1-9-10 Cdl1-11-13 Cdl1-14-15 Cdi1-16-17 ||| Cdl1-18-19
12,1 mg 6258 mg 66,2 mg 1702 mg 258,7mg 2105 mg 101,0mg
Cdl1-20-21 Cd1-2227 Cdl1-28-29 Cd1-30 Cdl1-31-33 Cdl1-34-33 Cdl1-39-40
93,1mqg 70 1mag 31,2 mg 20,0 mg 112,7mg TE5.7mg 46,6 mag
Cdl1-41-43 Cdl1-44-45 Cdl1-46-49 Cdl1-50-51 Cdi1-52-54
144 1mg 70,2mg 137,7mg 12,1mg 84,1mg
Mistura das

substancias 1,2 e 3

FIGURA 2.8 - Condicdo 2: coluna de vidro (¢ x h = 3,5 cm x 35 cm); fase
estacionéria: Silica (230-400 mesh); Modo de eluicdo: gradiente; Solventes:
Hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol.

2.3.3.3 Estudo da Fracdo Cdl1-14-15

A subfracdo Cdl1-14-15 (massa = 258,7 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo com Sephadex LH-20, como fase estacionaria e metanol:diclorometano (1:1
v/v) como fase movel (Condicdo 3). Foram coletadas 18 fracdes, as quais, foram
comparadas via e CCDC e RMN *H, onde o agrupamento foi realizado avaliando a
sobreposicao dos sinais semelhantes. O reagrupamento gerou 7 novas fragdes e o

isolamento da substancia 4, conforme apresentado no fluxograma da FIGURA 2.9.
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Cdl1-14-15

Condicdo 3
Sdl2-1-3 Ldi2-4-6 Sdi2-7 5dl2-8-10
26,5mg 140, 2mg 5,0mg 104 Smig
Gdl2-11 Sdl2-12-13 Sdl2-14 18
3,7mg 22,4 mg 1.5mg

Substancia 4

FIGURA 2.9 - Condicdo 3: coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm); fase
estacionéaria: Sephadex LH-20; Solvente: metanol:diclorometano (1:1 v/v).

2.3.3.4 Estudo da Fracao Cdl1-44-45

A subfracdo Cdl1-44-45 (70,2 mg) foi submetida a cromatografia de excluséo
com Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol: diclorometano (1:1 v/v) como
fase mével (Condicao 3). Foram coletadas 16 fracdes, as quais, foram analisadas via
RMN 'H e CCDC e de acordo com as semelhancas apresentadas na andlise, foram
reunidas em 5 novas fragfes, dentre elas a substancia 5 conforme apresentado no
fluxograma da FIGURA 2.10.
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Cdl1-44-45

70,0 mg
Condicdo 4
5dl3-1-6 5dI5-7-B 5dI5-9 5dI3-10-14 5d13-15-16
15,4mg 11 2mg 8,3mg 20,5mg 13,6mg

Substancia 5

FIGURA 2.10 - Condicdo 4: coluna de vidro (¢ x h = 2,0 cm x 56 cm); fase
estacionéaria: Sephadex LH-20; Solvente: metanol: diclorometano (1:1 v/v).

2.3.3.5 Estudo da Fracao FdI-7

A subfracao FdI7 foi submetida a cromatografia de exclusdo com Sephadex LH-
20 como fase estacionaria e metanol como fase mével (condicéo 5). Foram coletadas
36 fragcBes, as quais, foram analisadas via RMN 'H e CCDC e de acordo com as
semelhancas apresentadas na analise foram reunidas em 10 novas fra¢es, conforme

apresentado no fluxograma da FIGURA 2.11.
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Fdi7

020049

Condicao 5

Sdli1-1-6 Sdi1-7-9 Sdi1-10-13 Sdl1-14-18 Sdi1-19-20
128,7mag 38,5mag 11,8 mg 8,.2mg 1.5 mg
Sdi-21-22 Sdi1-23-24 Sdi1-25-31 Sdi1-32-34
1.8mg 2,1mg 3.0mag 2,6mg
L 2 L
Sdl1-34-36
1.3mg Hp1 Hp2

FIGURA 2.11- Condicdo 5: Coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm); Fase
estacionaria: Sephadex LH-20; Solvente: metanol.

2.3.3.6 Estudo da fracdo SdI1-10-13 por CLAE (Hp1l)

A fracdo SdI1-10-13 (11,8 mg) foi submetida a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE, FIGURA 2.12). Inicialmente foi realizada uma anélise no modo
gradiente na busca do melhor de solventes a ser utilizado no modo semi-preparativo.
Para tal utilizou-se uma coluna C18 (25 x 0,46 cm, 10 um) no modo reverso de
eluicdo, com vazédo de 1 ml/min, volume de injecéo de 20 pL e detector UV.

Para reproduzir a analise da CLAE no modo analitico para o preparativo fez-se
necessario calcular o fator de escalonamento (S).

O escalonamento de uma separagdo analitica para uma separacdo semi-
preparativa pode ser calculado, usando por base os volumes das colunas analiticas e
preparativas pela equacao:

_ (dp)2xcomprimerto.coluna. preparativa
~ (da)2xcomprimerto.colunaanalitica
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Onde dprefere-se ao diametro da coluna preparativa e da 0 didametro da coluna
analitica. O fluxo a ser utilizado na preparativa deve ser igual a multiplicacdo do fluxo

analitico por S.

A partir das condicbes analiticas pré-estabelecidas e o calculo do
escalonamento, foram realizadas as separacdes, com coluna semi-preparativa C18
(30 x 0,78 cm, 10 ym); sistema de solvente: MeOH: H20 (65:35 v/v); vazéo de 5
mL/min, volume de inje¢éo de 200 pL e detector UV. Foram coletadas 07 fragdes, as
quais foram analisadas via RMN 'H e CCDC e reagrupadas conforme fluxograma da
FIGURA 2.13.

sx10" Hpl-2
ax10’

sx10° -

Hpl-3

mAU

1x10"

T v \ v v v T v v v T - v
C 10 L1 20 25 30

timin)

FIGURA 2.12 - Cromatograma da fracdo Sdl1-10-13 modo analitico. Condicfes
cromatograficas: Coluna Luna C18 (25 x 0,46 cm, 10 um), fase moével MeOH: H20
(65:35 v/v); vazdo de 1,0 mL.min"! e detector ultravioleta 254 nm.
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5dl1-11-13

11,8 mg
Condicdo B
Hpl-1 Hpl-2 Hpl-3 Hpl-4
7,6 mg 1.8 mg 1,5 mg 0,9 mg
Alcaldide ndo Substancia &

determinado

FIGURA 2.13 - Fluxograma do CLAE da fracdo SdI1-11-13, Condicdo 6:
Coluna:Luna C18 (25 x 0,46 cm, 10 uym); fase mével MeOH:H20 (65:35 v/v).

Este trabalho levou ao isolamento da substancia 6 e um alcaloide ndo

identificados até a presenta data.

2.3.3.7 Estudo da Fracado SdI1-14-18 por CLAE (Hp2)

A fracdo SdI1-14-18 (8,3 mg) foi submetida a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Inicialmente foi realizada uma analise no modo gradiente na busca
da melhor mistura de solventes a ser utilizado no modo semi-preparativo. Para tal
utilizou-se uma coluna C18 (25 x 0,46 cm, 10 ym) no modo reverso de eluigdo, com
vazdo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20 pL e detector UV, e uma separagao
analitica para uma separacdo FdI-5 (acetato de etila), Fdl-6 (metanol) e FdI-7
(metanol) as separacdes, com coluna semi-preparativa C18 (30 x 0,78 cm, 10 ym);
sistema de solvente: ACN: H20 (45:55 v/v); vazao de 5 mL/min, volume de injecédo de
200 pL e detector UV (de 200 pL Foram coletadas 9 fragbes, as quais foram
analisadas via RMN 'H e CCDC e reagrupadas conforme fluxograma da FIGURA
2.14.
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5dl1-14-18

E,3 mg
Condicdo 7
Hp2-1 Hp2-2 Hp2-3 Hp2-4 Hp2-5
5,3 mg 0,8 mg 1,2mg 0,2 mg 1,0mg
¥ v
Substancia 7 Substdncia B

FIGURA 2.14 - Fluxograma da fracdo Sd1-14-18 na Condicéo 7: Coluna C18-Luna
(25 x 0,46 cm, 10 uym); fase mével ACN:H20 (45:55 v/v).

Este trabalho levou ao isolamento das substancias 7 e 8.

2.3.3.8 Estudo da Fracao FdI-5

A subfracdo FdI-5 (1,98g) foi submetida a cromatografia de exclusdo com
Sephadex LH-20, utilizando metanol como fase moével (condicdo 8 da FIGURA 2.14).
Foram coletadas 31 fracGes, as quais foram analisadas via RMN 'H e CCDC e de
acordo com as semelhancas apresentadas na analise, foram reunidas em 8 novas
fragOes apresentadas na FIGURA 2.15.

Dessas fracoes, a fragdo Sdl14:8-12 (178,2 g) foi submetida a fracionamento
através da técnica de cromatografia de exclusdo com Sephadex LH-20 como fase
estacionaria (¢ x h = 2,0 cm x 140 cm) e metanol como fase movel. Deste
fracionamento foram obtidas 30 fracdes que foram analisadas por RMN 1H e CCDA e
reunidas em 8 novas fracoes.

A subfracdo SIm17:12-14 (99,7 g) foi submetida a fracionamento com uma

coluna de vidro (¢ x h = 2,0 cm x 140 cm) utilizando a cromatografia de exclusdo com
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Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase movel. Deste
fracionamento foram obtidas 21 fracdes que foram analisadas por RMN 1H e CCDA e
reunidas em 7 novas fracdes. Dentre elas a SdI-9-11 que foi submetida a CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

A partir das condicbes analiticas pré-estabelecidas e o célculo do
escalonamento, foram realizadas as analises, com Coluna Semi Preparativa C18 (30
x 0,78 cm, 10 ym); sistema de solvente: MeOH: H20 (60:40 v/v); vazao de 5 mL/min,
volume de injecdo de 200 pl e detector UV (inje¢do de 200 pL, 30 x 0,78 cm), 10
fracGes foram obtidas e analisadas por RMN 1H e CCDA.

Foram coletadas 10 fracdes, as quais foram analisadas via RMN 'H e CCDC e
reunidas em 7 novas fragdes, apresentadas na FIGURA 2.15. Desta fracdo foram

isoladas duas substancias Hp3-3 (n&o determinada) e Hp3-6 (substancia 12).
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Fdl-5

1,9796g

Condicdo &

FIGURA 2.15 - Fluxograma - Condigéo 8: coluna de vidro (¢ x h = 4,0 x 45 cm),fase
estacionaria: Sephadex LH-20, Solvente: metanol; Condi¢cao 9: Coluna de vidro (¢
x h = 2,0 x 140 cm), fase estacionaria: Sephadex LH-20, Solvente: metanol;
Condicgéo 10: Coluna de vidro (¢ x h = 2,0 x 140 cm),fase estacionaria: Sephadex
LH-20, Solvente: metanol; Condi¢cédo 11: Coluna-semi-preparativa C18-Luna (30x

Sdi14:1-3 Sdi14:4-6 Sdi4:7 Sdl14:8- Sdi14:12
11 1782
Sdi14:13-16 Sdl14:17-20 Sdl14:21-30
Condicdo 9
SdI7:1-5 SdI17-6-9 Sdi17:10-11 Sdi7:12-14 SdI17:15-16
36,5 mg 10,3 mg 9.8 mg 75,7mg 11,4 mg
Sdi7-17-18 Sdi17-19-21 Sd17-22-30
10.4 mg 9.1 mg 12,6 mg
Condicdo 10
Sdig:14 Sdi18:56 S5dI18:7-8 S5dI18:9-11 Sdi18:12 S5di18:13-14 Sdi18:15-20
9.4 mg 1,8 mg 4.6 mg 454 mg 3.5 mg 59 mg 37T mg
Condicdo 11
Hp3-1 Hp3-2 Hp3-3 Hp3-4 Hp3-5 Hp3-6 Hp3-7-12
9,0 mg 1.1mg 4.5mg 1,3mg 1,2mg 8,1mg 14,9 mg

Substancia ndo
determinada

0,78 cm, 10pm, fase mével MeOH:H20 (60:40 v/v).
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2.4 Estudo do da particao diclorometano do extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata (DLEF-dicloro)

A particdo diclorometano do extrato etandlico das folhas de Duguetia lanceolata
(DLEF-dicloro) foi inicialmente submetida cromatografia de exclusdo, em coluna de
vidro (@ x h = 2,5 cm x 62 cm); fase estacionaria Sephadex® LH-20 e fase movel
metanol: diclorometano (1:1 v/v). Este fracionamento levou a obtencéo de 30 fracoes
que foram analisadas por CCDA e RMN-!H e reunidas em 11 novas fraces de acordo
com suas semelhancas. (FIGURA 2.16).

Dentre as 11 fra¢Bes, a fracdo 6 foi fracionada com coluna de vidro (¢ x h = 3,0
cm x 36,5 cm); utilizando como fase estacionaria silica (230-400 mesh) e como fase
movel Hexano: Acetona (2:1 v/v), levando ao isolamento das substancias 10 e 11.
(FIGURA 2.17).

DLEF-dichoro

G,64780
Condigio 12
Sdlef-01-1 Sdlef-01-2 Sdlef-01-3 Sdlef-01-4 Sdlef-01-5 Sdlef-01-8-7
892,89 mg 23452 mg 14339 mg 4407 mg 160,6 ma 3245 ma
Sdlef-D1-8-10 Sdlef-D1-11-15 Sdlef-D1-18-17 Sdlef-D1-18-21 Sdlef-01-22-30
187 140
307,9 mg 1280 mg 18,7 mg mg mg

FIGURA 2.16 - Fluxograma da frac&o diclorometano das folhas de D. lanceolata-
Condicédo 12: coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm); fase estacionaria: Sephadex
LH-20; Solvente: metanol:diclorometano (1:1 v/v).
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5dlef-01-8-10
307,59 mg

Condigcdo 13

Cdlef-D1: 1 Cdlef-01:2-3 Cdlef-D14-12 Cdlef-D1:13-19 Cdlef-Dl: 20-24 Cdlef-D1; 25-35 Cdlef-Dl: 35-38

10,5mg 2Z,4mg 19,1 mg 20,6mg 14,7mg 13,7mg 5,5mg

Coief-D1: 3342 Cdlef-D1: 4548 15, CdlefD1: 50-80 Cdl=f-D1: 81-85 Cdl=f.D1: 8792 Colef-D1:53-25

15,3 mg Smg 10,8 m= 35 Tme 25 &mz 17,2mg

Cdlef-D1: 57-28 Cdlef.0l: 93 Cdlef-01: 100-105 Cdlef-01: 106112 colef-D1: 115-118
23,1 mg 5,3 mg 12,3 mg 4,6mg 10,7 mg
¥
Substincia 10 Substéncia 11

FIGURA 2.17 - Fluxograma 04 - Condicdo 13: coluna de vidro (¢ x h = 3,0 cm X
36,5 cm); fase estacionaria: silica (230-400 mesh); Modo de eluicdo: isocratico
Solventes: Hexano: Acetona (2:1 v/v).

Este estudo levou ao isolamento das substancias 10 e 11.

2.5 Estudo da particdo hexanica do extrato etandlico da casca dos frutos de

Duguetia lanceolata (DLECaf-hex)

A particdo hexanica do extrato etandlico da casca dos frutos de D. lanceolata

(DLECaf-hex 2,216 g) foi inicialmente submetida ao fracionamento em coluna de

vidro (¢ x h = 3,5 cm x 20,0 cm); fase estacionéria silica (230-400 mesh) e modo de

eluicdo gradiente, hexano:diclorometano (8:2 v/v), aumentando 20% até 100%

diclorometano; diclorometano:acetona aumentando 20% até acetona 100% e

acetona:metanol (1:1 v/v) e metanol 100% Este fracionamento levou a obtencédo de

83 fracdes que foram analisadas por CCDA e RMN-'H e reagrupadas em 30 novas

fragcOes de acordo com perfil.

Dentre as 30 fragOes, a fragcdo 4 (CdlCaf-hex1-12-14) foi fracionada com coluna

de vidro (¢ x h = 2,0 cm x 8,0 cm); utilizando como fase estacionaria silica (230-400
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mesh) e como fase mével Diclorometano: acetona (9:0,5 v/v), levando ao isolamento

de esteroides (substancias 1, 2 e 3) encontradas na fracdo hexanica das folhas.

A fracdo 20 (CdICaf-hex-1_52-60) foi analisada por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia na busca de melhores condi¢cdes cromatogréficas para purificacdo da

mesma. Diversos experimentos foram realizados e as melhores condi¢cées podem ser
observadas na TABELA 2.3.

TABELA 2.3 - Métodos analiticos e preparativos utilizados na fracdo CdlCaf-hex-

1 52-60

Método Coluna Condic@es analiticas Tempo

Gradiente exploratério C18 Luna MeOH:H20 10-90%.,

Analitico Phenomenex 10 pm 1,0 mL/min, 254 nm 65 min
(0,46 x 25 cm)

Isocrético C18 Luna MeOH:H20 60:40,

Analitico Phenomenex 10 um 1,0 mL/min, 254 nm e 365 40 min
(0,46 x 25 cm) nm

Isocratico c18 Luna MeOH:H20 60:40;

Semi preparativo Phenomenex 10 um 5,5 mL/min, 254 nm e 365 40 min

(0,78 x 30 cm)

nm

Apos escolha do método para semi-preparativo, a amostra CdlCaf-hex-1_52-
60 foi analisada por CLAE (Condigbes: C18 Luna Phenomenex 10 um (0,46 x 25 cm)
eluicdo isocratica MeOH:H20 60:40, fluxo 5,5 mL/min, A =254 nm e 365 nm). Foram
coletadas oito fragdes descritas na FIGURA 2.18. Este estudo levou dos alcaloides

lisicamina e liriodenina.
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CdICaf-hex-1_52-60

Condigao 14

Hp6-1 Hp6-2 Hp6-3 Hp6-4 Hp6-5 Hp6-6

l ‘, l

lisicamina liriodenina alcaldide ndo
identificado

FIGURA 2.18 - Condicéo 14: C18 Luna Phenomenex® 10 um (0,46 x 25 cm) eluicdo
isocratica semi-preparativa; solvente: MeOH:H20 60:40, fluxo 5,5 mL/min, A =254
nm e 365 nm.

2.6 Estudo da particdo diclorometano do extrato etanélico da casca dos frutos

de Duguetia lanceolata (DLECaf-dicloro)

A particdo diclorometano do extrato etandlico (216,5 mg) da casca dos de
Duguetia lanceolata (DLEF-dicloro) foi inicialmente submetida a cromatografia de
exclusao, fracionada em coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm); fase estacionaria
Sephadex LH-20 e fase mével metanol. Este fracionamento levou a obtengéo de 20
fracBes que foram analisadas por CCDA e RMN *H reagrupadas em 7 novas fracdes
de acordo com suas semelhancas (FIGURA 2.19).

Dentre as 7 fracdes, a fracdo 4 (Sdlef-D1-6) foi fracionada com coluna de vidro
(¢ x h =8,0 cm x 1,0 cm); utilizando como fase estacionaria silica (230-400 mesh) e
como fase moével CH2Cl2:MeOH (2%), levando ao isolamento da liriodenia.
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DLECaf-dichoro

216,5mg
Condicdo 15
Sdlcaf-01-1 Sdlcaf-01-2 Sdleaf-01-3 Sdlcaf-01-56
110,3 mg 18,3ma 12,7mg 23.4ma
Sdlcaf-D1-7 Sdlcaf-01-8 Sdlcaf-01-2-10
28.%mg 8.1 mg 17,.3mg

FIGURA 2.19 - Condicdo 15: coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm); fase

estacionéria: Sephadex LH-20; Solvente: metanol.

A fragédo 6 (Sdlef-D1-8) foi fracionada com coluna de vidro (¢ xh=8,0cm x 1,0
cm); utilizando como fase estacionaria silica (230-400 mesh) e como fase madvel
CH2Cl2: MeOH (2%), obtendo se 10 fragbes que foram reagrupadas apés CCDA e

RMN 'H em 5 novas fracGes, das quais, encontram se dois alcaloides, um néo

identificado e a liriodenina (FIGURA 2.20).

42




Sdlef-D1-8

FIGURA 2.20 - Condicdo 16: coluna de vidro (¢ x h = 8,0 cm x 1,0 cm); fase
estacionaria: silica (230-400 mesh); Modo de eluicdo: isocréatico, Solventes:

CH2Cl2 com 2% de MeOH).

A fragéo 7 (Sdlef-D1-9-10) foi fracionada com coluna de vidro (¢ x h = 8,0 cm x
1,0 cm); utilizando como fase estacionaria silica (230-400 mesh) e como fase movel
CH2Cl2 com 2% de MeOH (FIGURA 2.21) e agrupada em 4 novas fracdes, das quais,

encontram se a mistura dos alcaloides lanuginosina e oxolaurelina (SdiCaf-1-9-10_3-

4).
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8,1 mg
Condicio 16
Sdl=f-01: & 1-2 Sdl=f-01: 5_3-4 Sdi=f-D1: 8.5 Sdief-D1: 8_&6-T Sdief-D1: 8_8-10
4,2mg 0,7mg 0,5mg 1.3mg 0,5mg
alcaldide ndo determinado liriodenina




Sdlef-01-9-10
15,2mag
Condigao 17
Salef-01: 5101 Sdl=f.01: 810 7 Sdlef-D1: 5-10_3-4 Sdlef-01: 810 5
6,8mg Z,4mg 2,6mg 2.5my

|

lanuginosina  +

oxolaurelinna

FIGURA 2.21 - Condi¢ao 17:coluna de vidro (¢ x h = 8,0 cm x 1,0 cm); fase
estacionéria: silica (230-400 mesh); Modo de elui¢ao:isocratico-Solventes:CH2Clz
com 2% de MeOH.

2.7 Estudo do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata

2.7.1 Preparo do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata

As folhas de D. lanceolata foram secas em estufa com circulacéo de ar a 38 °C,
por um periodo de 48 horas, moidas em um moinho de facas e submetidas ao
processo de hidro destilagéo utilizando-se um aparelho do tipo Clevenger, por um
periodo de 2 horas a temperatura de 100 °C.

A mistura de agua + 6leo (hidrolato) obtida foi separada por decantacédo e o
Oleo essencial seco por meio da adicdo de sulfato de sdédio anidro (Na2SOa4). O
rendimento de extracdo foi determinado com base na massa seca das folhas (g de

Oleo/ g de massa seca).

2.7.2 Andlise do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata por CG/EM
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Para analise e identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial das
folnas de D. lanceolata foi utilizado um cromatografo a gas (CG) acoplado a
espectrometro de massas (EM) da marca Shimadzu-QP500.

A identificagdo dos compostos presentes nas amostras foi realizada através o
calculo do indice de Kovats (IK) de cada componente, através da comparacdo do
tempo de retencdo de cada amostra em relacdo a padrées de n-alcanos, também
chamado de indice de retencédo, proposto por Kovats em 1958, como um parametro
para a identificacdo de solutos em cromatogramas (SKOOG, 2002). O IK relaciona o
tempo de retencdo dos compostos ao tempo de retencdo de uma série de
hidrocarbonetos homologos. Tais indices permitem uma comparacdo melhor dos

dados sendo calculado pela formula:

Tr f
IR=100ix—%—" +100N
TrHP - TrHA

Onde: Trx = Tempo de retencdo do composto problema; Trua = Tempo de retencéo do
hidrocarboneto anterior; Trup= Tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior; N =
Numero de carbonos do hidrocarboneto posterior; | = Diferenca entre nimero de

carbono dos hidrocarbonetos, anterior e posterior.

A mistura de padrdes de alcanos C14-Cso foi injetada no cromatografo a gas nas
mesmas condicbes das andlises cromatograficas realizadas no 6leo essencial:
temperatura inicial de 80°C, taxa de aguecimento de 8°C/min, até atingir 200°C e 12
C/min até atingir 220°C (7 min). A temperatura do injetor utilizada foi de 250°C e a
Temperatura interface: 280 °C, com gas de arraste Hélio (1,5 mL/min) e o volume de
injecao: 1 pL.

A coluna utilizada foi uma OPTIMA-5 (Diametro: 0.25 mm, Comprimento: 30 m,
espessura do filme: 0,25 pm). Os indices dos diferentes compostos foram

determinados e comparados com os descritos na literatura (ADAMS, 2007)
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2.8 Ensaios bioldgicos nas operarias de Atta sexdens rubropilosa

2.8.1 Ensaios inseticidas de incorporacao em dieta artificial por ingestdo em
operarias de Atta sexdens rubropilosa

Os ensaios inseticidas por ingestdo com as operarias de Atta sexdens

rubropilosa foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP
—Rio Claro/SP sob orientagéo do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.
Neste ensaio inseticida, as operarias foram retiradas aleatoriamente de formigueiros
mantidos em laboratorio. Para manutencéo das formigas isoladas do formigueiro foi
utiizada dieta solida artificial constituida por 5,0% glicose, 1,0% peptona
bacterioldgica, 0,1% extrato de levedura e 1,0% Agar bacteriolégico dissolvidos em
100 mL de agua destilada.

ApOs a mistura destes componentes, a dieta foi levada ao forno de microondas
por 4 min e em seguida, a autoclave por 15 min, a uma temperatura de 120°C e 1 atm.
A dieta ainda liquida foi transferida para placas de Petri de 10 cm de diametro e
mantidas em geladeira, sendo utilizadas nos dias subsequentes durante o periodo do
experimento. Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a realizacdo do
experimento de toxicidade.

A dieta para manutencdo das formigas (controle) ou a dieta acrescida do
substrato a ser avaliado (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na quantidade
de 0,4 a 0,5 g/placa. A cada 24 h a dieta era renovada. O material a ser testado foi
pesado, dissolvido no mesmo solvente em que ocorreu a extracao e incorporado na
dieta na concentracdo de 2 mg/mL para os extratos e 1 mg/mL para as fra¢cdes obtidas
das particbes (BUENO et al., 1997).

As formigas foram distribuidas em lotes de 50 operarias para cada tratamento,
divididas em grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri. Essas placas
foram colocadas em estufa com temperatura de 25° + 1 °C e umidade relativa acima
de 70%. Diariamente foi realizada a avaliacdo da mortalidade das formigas e ao final
do experimento (25 dias) verificou-se o percentual dos sobreviventes em relagcéo ao
grupo controle (BUENO et al., 1989; BUENO et al., 2005). A andlise estatistica foi
realizada através do teste ndo parameétrico logrank (p < 0,05), utilizando-se o software
GraphPad, aplicativo Prisma 3.0.
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2.8.2 Ensaios topico do dleo essencial das folhas de D. lanceolata sobre

operérias de A. sexdens rubropilosa

As formigas coletadas foram imobilizadas, com o auxilio de uma pinca
entomoldgica, para a aplicacdo das substancias testadas, que foram colocadas no
pronoto de cada operaria, utilizando uma pipeta de precisdo. Foram feitos dois
controles: em um deles ndo ocorreu aplicagdo topica de nenhuma substancia; no
outro, houve a aplicacdo de 1 pL de acetona (solvente utilizado). Foram testados dois
tratamentos de Oleo essencial de D. lanceolata, nas concentra¢des de 50 pg/mL e 100
pg/mL.

Os ingredientes ativos foram dissolvidos em acetona nas concentragdes
estipuladas. Apés a aplicagdo, as formigas foram depositadas em uma bandeja até se
recuperarem de seu estado de torpor provocado pelo vapor da solucéo.
Posteriormente, foram colocadas nas placas. Durante os 25 dias de experimento, as

formigas foram alimentadas com dieta pura.

2.9 Ensaios com o fungo simbionte

Os ensaios frente ao fungo simbionte foram realizados no Departamento de
Quimica, da Universidade Federal de Sdo Carlos, sob supervisdo da Dra. Ana Paula
Terezan e da Técnica de nivel superior Msc Dorai Periotto Zandonai.

2.9.1 Procedimento de manutencao do fungo simbionte L. gongylophorus

O fungo simbionte L. gongylophorus foi isolado de um ninho de formigas
cortadeiras Atta sexdens rubropilosa e mantido em condicbes de laboratdrio por
passagens mensais no meio de cultura.

O preparo do meio de cultura (MEA LP) para a repicagem do fungo simbionte
L. gongylophorus foi realizado adicionando-se 20 g de extrato de malte (Merck), 2 g
de extrato de levedura, 5 g peptona bacteriol6gica (Difco), 20 g agar (Difco) em 1000
mL agua destilada. Em seguida, o meio de cultura e as placas de Petri (separadas em
saquinhos plasticos) foram autoclavados. Apoés a esterilizagéo, adicionou-se 25 mL do
meio de cultura em cada placa de Petri. A adicdo do meio de cultura foi realizada
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dentro da capela com fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por

luz ultravioleta.

2.9.2 Metodologia do ensaio de inibicao de L. gongylophorus in vitro pelo

método de Incorporacgéo

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram incorporadas
ao meio de cultura e dissolvidas em agua destilada, obtendo concentracao final igual
a 1000 pg/mL para extratos, 300 pg/mL para fracdo e 100 pg/mL para substancias
puras. Em seguida, em cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de
cultura/amostra.

Os tubos de ensaio com o0 meio de cultura/amostra e placas de Petri (80 X 15
mm) foram autoclavados nas condi¢cdes 120 °C, 1,0 atm por 20 minutos. ApGs a
esterilizacdo do material, os meios de cultura foram vertidos nas placas de Petri dentro
da capela com fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz
ultravioleta.

Apos a solidificacdo do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na
posicdo central com um disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado
pelo fungo simbionte L. gongylophorus. Cada extrato foi analisado em quintuplicata,
havendo um nuamero idéntico de réplicas para o controle geral (meio de cultura e fungo
simbionte).

Aposs o tempo de incubacédo de 30 dias, a 25 °C, foram realizadas as medidas
de cinco diametros diferentes em cada placa das amostras testadas (adaptacéo
MIYASHIRA, 2007). As porcentagens de inibicdo foram calculadas a partir da
comparacao da area do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a
area do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado
como 0% de inibicdo do fungo simbionte.

2.9.3 Metodologia do ensaio de inibicdo de L. gongylophorus in vitro com o

6leo essencial

Os ensaios com o0 Oleo essencial foram realizados de acordo com a
metodologia descrita com algumas mudancas em relacdo a incorporacdo das

substancias a dieta.
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Devido a impossibilidade de se autoclavar os tubos de ensaio que continham o
meio de cultura acrescidos das amostras a serem testadas, as amostras, que foram
previamente filtradas em filtros estéreis, foram adicionadas sobre um pequeno suporte
redondo (@ =1 cm) j& altoclavado, e entdo colocado em cima do meio de cultura, apos
sua solidificacdo, dentro das placas de Petri.

O suporte foi colocado no canto de cada placa de Petri, 0 mais distante possivel
do centro da placa, para evitar alguma possivel interferéncia no crescimento do fungo.
As placas foram entdo, fechadas e cobertas com plastico parafilm, e a inibicdo do

crescimento do fungo simbionte se deu pela exposicéo dos volateis presentes no 6leo.

2.9.4 Ensaios frente ao Sitophilus zeamais

Os ensaios foram realizados no Laboratoério de Resisténcia de Plantas a Insetos
e Plantas Inseticidas no Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”’/Universidade de Sdo Paulo (ESALQ/USP) —
Piracicaba/SP pelo Dr. Leandro do Prado Ribeiro sob orientacdo do Prof. Dr. José
Djair Vendramim.

Os bioensaios foram realizados em condic¢des laboratoriais controladas (Temp.:
25+2°C, U.R.: 60+10%, fotofase: 14 horas) utilizando-se como inseto modelo o
gorgulho-do-milho (S. zeamais) em graos de milho (hibrido AG 1051), como substrato
para realizacdo dos testes.

Para realizacdo deste ensaio, foram utilizadas caixas plasticas (6,0 cm de
diametro e 2,0 cm de altura) contendo amostras de 10 g de milho tratadas,
separadamente, com 0s respectivos extratos vegetais, fracdo da extracdo liquido-
liquido e subfragfes, além de uma testemunha, onde foi mantido apenas o substrato
de criacdo tratado com o respectivo solvente utilizado nas ressuspensdes dos
extratos.

As amostras foram diluidas em acetona:metanol 1:1 e aplicadas sobre gréos
de milho utilizando-se um microatomizador de baixa presséo, com um volume de calda
de 10 L/t. ApOs a pulverizacdo, a mistura dos grdos com as amostras foi feita
manualmente em sacos plastico. Apés o tratamento, os graos tratados foram deixados

por um periodo de 72 h em uma capela para evaporacéo do solvente utilizado. Para
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este ensaio, foi utilizado como controle, amostras de milho tratadas com mistura
acetona: metanol 1:1.

Posteriormente, cada caixa plastica foi infestada por 20 adultos, ndo sexados e
com idade entre 10 e 20 dias, utilizando-se 10 repeticdes por tratamento. A
sobrevivéncia dos adultos foi avaliada ao décimo dia apdés a infestacéo. Para analise,
foram considerados mortos os individuos cujas extremidades estavam completamente
distendidas e que ndo apresentavam reagdo ao contato com um pincel, durante um
minuto de observacao.

Os extratos que apresentaram os resultados mais promissores foram testados
para estimar a CL50 (concentracdo necesséria para matar 50% da populacdo dos
gorgulhos). Para essas estimativas, foram realizados testes preliminares com as
referidas amostras para estimar as concentracdes basicas que provocam mortalidade
de adultos de 95% e mortalidade semelhante a obtida na testemunha. Com base
nessas concentracfes, foram estabelecidas as concentracbes a serem testadas,

através da formula:

an

q:n+1 di i

onde: g = razdo de progressdo geométrica (p.g.); n = nimero de concentracdes a
extrapolar; an = limite superior da p.g. (concentragdo que provoca mortalidade de
cerca de 95%, estimada através de teste preliminar); al= limite inferior da p.g.
(concentracdo que provoca mortalidade semelhante ao controle, estimada através de

teste preliminar). A CL50 foi estimada através de anélise de Probit.
Os extratos foram testados nas concentraces de 1.500 e 3.000 ppm, e para

aqueles promissores, foi determinada a CL50. Para as demais fragdes, foram testadas

em concentracdo igual a CL50 da amostra de origem.
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2.10 Resultados e discussao

2.10.1 Substancias isoladas e identificadas

O estudo fitoquimico da planta D. lanceolata possibilitou o isolamento e identificacao

das substancias a seguir:

Campesterol (1)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata.

Estigmasterol (2)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata.
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B - sitosterol (3)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetialanceolata.

2 4 5-trimetoxiestireno (4)

Procedéncia: Particao hexanica do
extrato etanolico das folhas de
Duguetia lanceolata e identificada no

oleo essencial das folhas.

2 4,5-Trimetoxifenilamina (5)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata

Lisicamina (6)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetialanceolata.

Oxoglaucina (7)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetialanceolata.




Glaucina (8)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata.

oxolaurelinna (9)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata

lanuginosina (10)

Procedéncia: Particdo hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata.

Liriodenina (11)

Procedéncia: Particado hexadnica e
diclorometano do extrato etandlico da

casca dos frutos Duguetia lanceolata.

53




5,6,8-Trimetoxi-4-(2,4,5-
trimetoxifenil) - 3,4-dihidro-1 (2H)-

nafitalenona (12)

Procedéncia: Particao hexanica do
extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata
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Flavondide (13)

Procedéncia:Particao diclorometano
do extrato etandlico das folhas de

Duguetia lanceolata.

pB-cariofileno (14)

Procedéncia: Oleo essencial das

folhas de Duguetia lanceolata.

Trans-muurola-4,(14),5-dieno (15)

Procedéncia: Oleo essencial das

folhas de Duguetia lanceolata

Trans-muurola-4,(14),5-dieno (15)

Procedéncia: Oleo essencial das

folhas de Duguetia lanceolata




H Trans-muurola-4,(14),5-dieno (15)

Procedéncia: Oleo essencial das

folhas de Duguetia lanceolata

B-bisaboleno (16)

Procedéncia: Oleo essencial das

folhas de Duguetia lanceolata

~
3,4,5-trimetoxiestireno (17)
Procedéncia: Oleo essencial das
—CH
O O 3 folhas de Duguetia lanceolata
él‘h O— CH;

2.10.2 Identificacado estrutural do sitosterol (1), estigmasterol (2) e campesterol

®3)

Esteroides sao triterpenos modificados contendo o sistema de anéis
tetraciclicos do lanosterol mas sem a presenca das metilas nas posi¢cdes C-4 e C-14
(DEWICK, 2009). Muitos possuem diversas atividades biolégicas e séo
frequentemente utilizados na medicina. Os esteroides mais encontrados em plantas,
fungos, e algas sao o campesterol e sitosterol (DEWICK, 2009).

Os esteroides campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3) (FIGURA 2.22)
foram obtidos em mistura no extrato hexanico das folhas de D. lanceolata e
caracterizados por RMN'H (FIGURA 2.23), RMN 3C (FIGURA 2.24) e por CG/EM
(FIGURA 2.25).
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FIGURA 2.22 - Campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3).

Os dados foram comparados com a literatura (SUGA & KONDO, 1974,
GOULART et al., 1993, SIQUEIRA et al., 1998). Os sinais de deslocamentos quimicos
(daqui para frente indicados apenas como sinais) nas regides entre & 0,66 a 2,30
(RMN!H) e & 11,86 a 56,77 (RMN'3C) sdo referentes aos prétons e carbonos
metinicos, metilénicos e metilicos indicam a existéncia de um esqueleto esteroidal.

Os sinais em 6 5,00 a 6 5,14 foram atribuidos aos hidrogénios vinilicos da
cadeia lateral do estigmasterol. O dubleto largo em ¢5.33 e um multipleto em 6 3,51
foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente.

A mistura do campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3) foi confirmada
por CG-EM (FIGURA 2.25), onde os picos do ion molecular em m/z 400, 412 e 414
conferiram com as formulas moleculares Ca29Hs00, C29HasO e CasHasO,
respectivamente (FIGURAS 2.26 a 2.28).
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FIGURA 2.23 - Espectro de RMN!H da mistura do campesterol (1), estigmasterol
(2) e sitosterol (3) (CDCls, 400 MHZz).
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FIGURA 2.24 - Espectro de RMN!3C da mistura do campesterol (1), estigmasterol
(2) e sitosterol (3) (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 2.25 - Cromatograma obtido no GC-EM. CondicGes: Gas de arraste:
Hélio; Temperatura do injetor: 250°C; Temperatura do detector: 280°C; Modo de
injecdo Split; Volume de injecao:1 ul. Programacao: temperatura inicial de 150°C,;
permanecendo durante 5 min; a temperatura da coluna aumentou de 6°C/min. até
280°C, permanecendo nesta temperatura por 20 min; a temperatura da coluna
aumentou de 5° C/min. até 290° C, permanecendo nesta temperatura por 10 min.
A coluna utilizada foi uma DB-5 (Diametro: 0.25 mm, comprimento: 30 m,
espessura do filme: 0,25 pm).
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FIGURA 2.26 - Espectro de massas do campesterol (1) (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.27 - Espectro de massas do estigmasterol (2) (IE = 70 eV)
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FIGURA 2.28- Espectro de massas do sitosterol (3) (IE = 70 eV)
2.10.3 Determinacdao estrutural 2,4,5-trimetoxiestireno

O composto 2,4,5-trimetoxiestireno (substancia 4) (FIGURA 2.29) foi isolada do
extrato etandlico da particdo hexanica das folhas de D. lanceolata e caracterizada por
RMN?*H, 13C, HMBC, HSQC e CG-EM.

FIGURA 2.29 - Estrutura do composto 2,4,5-trimetoxiestireno.
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A andlise do espectro de RMN*H (FIGURA 2.30 a 2.32) e da TABELA 2.4 indicou
a presencga de um composto aromatico. Os sinais em 6 6,97 (1H, s) e & 6,47 (1H, s)
caracteristicos de hidrogénios arométicos indicam que o anel aromético se encontra
substituido nas posi¢des C-1, C-2, C-4 e C-5. Os singletos em & 3,85 (3 H), 6 3,84 (3
H), & 3,74 (3 H), caracteristicos de metoxilas, sugerem ser estas os substituintes dos

C-2, C-4 e C-5 do anel aromatico.
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FIGURA 2.30 - Espectro de RMN 'H da substancia 4 (400 MHz, CDCIs).
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FIGURA 2.32 -Expansédo do espectro de RMN 'H da substancia 4 (400 MHz,
CDCls).

TABELA 2.4 - Dados de RMN!H da substancia 4 (400 MHz, CDCIs) comparados
com literatura

H Substancia 4 WATERMAN, 1976 e SILVA, 2007
(CDCls, 400 MHz) (CDCl)

H1a 5,16 (1H, dd, J)a=1,3e  5.20 (1H, dd, Jab = 2 € Jac = 10 Hz)
Job = 11,1 HZ)

H 1'b 5,60 (1H, dd, Jra=1,3 € 5.65 (H, dd, Jra=2 €
Jbe = 17,7 H2) Jbe= 18 Hz)

H1c 6,98 (1H, dd, Jea= 11,1 € 7,05 (1H, dd, Jea= 10 €
Job = 17,7 H2) Jov= 18 Hz)

H-3 6,49 (1H, s, H-Ar) 6,58 (1H, s, H-Ar)

H-6 7,01(1H, s, H-Ar) 7.101H, s, H-Ar)

OCHs 3,81 (3H, s) 3,85 (3H, s)

OCHs 3,86 (3H, s) 3,90 (3H, s)

OCHs 3,88 (3H, s) 3,95 (3H, s)

O espectro de RMN 13C (FIGURA 2.33) apresenta sinais de 11 carbonos.
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FIGURA 2.33 - Espectro de RMN 13C da substancia 4 (100 MHz, CDClzs).

No espectro de HSQC e suas expansotes (FIGURAS 2.34 e 2.35) os sinais dos
hidrogénios aromaticos mostram correlacéo a *J dos hidrogénios H-3 & 6,49 (s) com
C-3em 97,8 e H-6 67,01 (s) com C-6 em 6 109,3.

Os sinais dos hidrogénios da dupla ligagéo, Ha em & 5,16 (dd) e Hb em & 5,60
correlacionam-se com carbono em 6 112,1 e o Hc em & 6,98 (dd) correlaciona-se com
carbono em 130,9. A metoxila & 3,88 (s) mostra correlacdo com o carbono em 3 56,2.
A metoxila em & 3,86(s) com o carbono em 6 56,5 e a metoxila em ¢ 3,81(s) mostra

correlagdo com o carbono em 6 56,7.
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FIGURA 2.34 - Mapa de contorno de HSQC da substancia 4 (400 MHz, CDCls)
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FIGURA 2.35 - Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC da substancia 4 (400
MHz, CDCls).

No espectro de HMBC e suas expansofes (FIGURAS 2.36 a 2.38) o hidrogénio

aromatico H-3 (6 6,49) mostra correlacdo com C-2 em 6 151,8, com C-1 em 6 118,1,
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com C-4 em 6 143,6. O hidrogénio aromatico H-6 (6 7,01) mostra correlagdo com C-1
em ¢ 118,1, com C-1" em § 130,9, com C-4 em & 143,6. As correlagdes nos sinais
correspondentes as metoxilas podem ser observadas na FIGURA 2.36. A metoxila em
d 3,81 mostra correlagdo com um sinal em & 151,8 atribuido ao carbono C-2.

A metoxila em 6 3,86 mostra correlacdo com um sinal em & 143,6 atribuido ao
carbono C-4. A metoxila em & 3,88 mostra correlacdo com um sinal em & 150,1
atribuido ao carbono C-5. Na FIGURA 2.37 é possivel observar a correlacdo dos
hidrogénios H-2’a (6 5,16) e H-2’b (5 5,59) com sinal em $ 118,1, atribuido ao carbono
C-1. O hidrogénio H-2’b (5 5,59) mostra ainda correlacdo com o sinal em & 130,9,

atribuido ao C-1'.
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FIGURA 2.36 - Mapa de contorno de HMBC da substancia 4 (400 MHz, CDClI3).

63



— 100
104
108
112
116
< —120
124
128
<D @ 132
136
— 140

o o ~ 144
148
m 8@ B 1852

[ 156

—96
L @ @ L

I ppm (F1)

rrrr-r1rr1r-r1rrrTrrrTrtrTrTr T Tt T T T T T T T T T T T T T
PPM (F2) 7.047.00 6.966.92 6.886.846.80 6.766.72 6.686.64 6.5606.56 6.526.48 6.446.40 6.366.326.28 6.24

FIGURA 2.37 - Ampliacdo do mapa de contorno de HMBC da substancia 4 (400
MHz, CDCla).

— | @ 800 are
do E 1o

142

- F 144
-— 0 150
v 152

F pem (F1)

T T T T T T T T T ) T ) T ) T ) T ) T T T
PPM (F2) 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6

FIGURA 2.38 - Ampliagdo do mapa de contorno de HMBC da substancia 4 (400
MHz, CDCls).

Esta amostra foi injetada no cromatografo a gas nas seguintes condigdes:
temperatura inicial de 80 °C, taxa de aguecimento de 8 °C/min, até atingir 200 °C e 12

°C/min até atingir 220 °C (7 min). A Temperatura do injetor utilizada foi de 250 °C e a
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Temperatura interface: 280 °C, com gas de arraste Hélio (1 ml/min) e o volume de
injecao: 1 ul. A coluna utilizada foi uma OPTIMA-5 (Diametro: 0.25 nm, comprimento:
30 m, espessura do filme: 0,25 pum). O cromatograma obtido pode ser observado na
FIGURA 2.39 e seu espectro de massas na FIGURA 2.40.
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FIGURA 2.39 - Cromatograma obtido no GC-MS da substancia 4. Condi¢cdes: Gas
de arraste: Hélio; temperatura inicial de 80 °C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min. até 200 °C, aumentou de 12 °C/min.
até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 7,0 min.
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Estes dados confirmam a massa da substancia 4, com o pico do ion molecular
194 m/z que corresponde a massa do composto Ci11H1403, conhecido como 2,4,5-

trimetoxiestireno.

2.10.4 Determinacdao estrutural 2,4,5-trimetoxifenilamina

A substéncia 5, identificada como 2,4,5-trimetoxifenilamina (FIGURA 2.41), foi
isolada do extrato etanolico da particdo hexanica das folhas de D. lanceolata e

caracterizada por RMN*H, 13C, HMBC, HSQC.
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FIGURA 2.41 - Estrutura do composto 2,4,5-trimetoxifenilamina.

A andlise do espectro de RMN!H e suas expansdes (FIGURA 2.42 e 2.43) e da
TABELA 2-5, indicou a presenga de um composto aromatico. Os sinais em & 6,97 (1H,
s) e & 6,47 (1H, s) caracteristicos de hidrogénios aromaticos indicam que o anel
aromatico se encontra substituido nas posi¢es C-1, C-2, C-4 e C-5. Os singletos em
03,85 (3 H),d3,84 (3H),d 3,74 (3 H), caracteristicos de metoxilas, sugerem ser estas,
0s substituintes dos C-2, C-4 e C-5 do anel aromatico. Os multipletos & 2,31 (1H) e 6
1,93 (1H) caracterizam sinais referentes aos hidrogénios CHz.

O multipleto 6 3,89 (1H) referente aos H-2' ndo é observado claramente no
espectro de 'H, porém ao integrar este junto com o sinal da metoxila em & 3,85,
observa-se uma integracao para 4 hidrogénios, e no espectro de HSQC, observa-se a
correlacao deste hidrogénio com carbono & 40,4 como sera discutido posteriormente.

O espectro de RMN 13C (FIGURA 2.44) apresenta sinais de 11 carbonos, cujos
valores podem ser observados na TABELA 2.5. O espectro de DEPT-135 (FIGURA
2.45) confirma que o carbono C-1' com deslocamento quimico de 6 27,1 é um CHz e
0s sinais dos carbonos C-2’, C-3 e C-6 com deslocamentos em ¢ 40,4, 6 111,9, § 97,8
respectivamente sdo referentes a carbonos com apenas um hidrogénio ligado aos
mesmos. O sinal do carbono C-2’ com deslocamento em & 40,4, tipico de carbonos
sp?ligados a atomos eletronegativos (SILVERSTEIN et al., 2000, PAVIA et al. 2010),

indica a presenca de um carbono ligado a um nitrogénio, mais precisamente um NHz.
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FIGURA 2.42 - Espectro de RMN 'H da substancia 5 (400 MHz, CDCIs).
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FIGURA 2.45 - Espectro de RMN DEPT-135 da substancia 5 (400 MHz, CDCI3)
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TABELA 2.5 - Dados de RMN*H,'3C e indicacdo DEPT-135 da substancia 5

H Substancia b BAILEY, C Substancia b BAILEY,
(CDCl3, 400 MHz) 1983 (CDCls) (CDCls, 400 MHz) | 1983 (CDCls)
1 - - 1 124,6 C 221,10
2 - - 2 1511 C 1524
3 6.97 (1H, s) 6.88 (1H, s) 3 111,9 CH 112,5
4 - - 4 147,6 C 148,6
5 - - 5 143,1 C 143,5
6 6.47 (1H, s) 6.39 (1H, s) 6 97,8 CH 98,6
1a' 1,93 (1H, m) 1,88 (1H, m) | 1a 27,1 CH, 29,4
1b' 2,31 (1H, m) 2,26 (1H, m) | 1b 27,1 29,4
2' 3,89 (1H, m) 3,81 (1H, m) 2' 40,4 CNH; 42,3
OCHj 3,85 (3H, s) 3,85(3H,s) | OCHs 56,2 CHs 56,3
OCHj 3,84 (3H, s) 3,84 (3H,s) | OCHs 56,5 CHs 56,4
OCHj 3,74(3H, s) 3,74(3H,s) | OCHs 56,6 CHs 56,9

No mapa de contorno HSQC e suas expansdes (FIGURAS 2.46 e 2.47) os

sinais dos hidrogénios aromaticos mostram correlacédo a 'J dos H-3 em & 6,97 (s) com

C-3em $ 111,9 e de H-6 em & 6,47 (s) com C-6 em 6 97,8. A metoxila ligada ao

carbono C-2 em & 3,74 (s) mostra correlagdo com o carbono em & 56,2.

A metoxila ligada ao carbono C-4 em & 3,85 (s) mostra correlacdo com o

carbono em 6 56,6. A metoxila ligada ao carbono C-5 em 6 3,84 (S) mostra correlagéo

com o carbono em & 56,5. Os hidrogénios H-1'a (5 2,31, m) e H-1'b (6 1,93, m)

mostram correlacdes com C-1"em 6 27,1 sendo estes descritos como um CHo.

Os hidrogénios H-2’ 6 3,89 (m) mostram correlacdo com C-2’ em & 40,4. Este

sinal ndo é observado nitidamente no espectro de hidrogénio, pois ele esta junto com

o sinal de uma das metoxilas. Porém no espectro de HSQC observa-se a correlacdo

do mesmo com seu respectivo carbono.
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FIGURA 2.46 - Mapa de contorno de HSQC da substancia 5 (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 2.47 - Expansdo do mapa de contorno de HSQC da substéancia 5 (400
MHz, CDCl3).

O espectro de HMBC e suas expansfes (FIGURAS 2.48 e 2.49) mostra
correlagdes do hidrogénio aromatico H-3 (6 6,97) com C-2 em 6 151,1, com C-4 em &
147,6, com C-5em 5 143,1 e com C-1"em 6 40,4.
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O hidrogénio aromatico H-6 (& 6,47) correlaciona-se com C-1 em & 124,6, com
C-2em 6 151,1, com C-4 em 6 147,6, com C-5em 6 143,1 e com C-1"em & 40,4.
As correlacdes dos sinais correspondentes as metoxilas e podem ser

observados na expanséao so espectro (FIGURA 2.48).
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FIGURA 2.48 - Mapa de contorno de HMBC da substancia 5 (400 MHz, CDCls.

A metoxila em & 3,85 mostra correlagdo com um sinal em & 147,6 atribuido ao
carbono C-4. A metoxila em & 3,84 mostra correlagdo com um sinal em 6 143,1
atribuido ao carbono C-5. A metoxila em & 3,74 mostra correlagdo com um sinal em 3
151,1 atribuido ao carbono C-2. Na FIGURA 2.50 é possivel observar as correlacdes
dos hidrogénios H-2’a (6 2,31) e H-2’b (6 1,93) com C-1’ em 6 40,4.
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2.10.5 Alcaloides

Dentre os alcaloides isoquinolinicos, os aporfindides representam um grupo
grande, com mais de 500 alcaloides isolados de mais de 90 géneros de plantas e/ou
sintetizados. Na familia Annonaceae, varios alcaloides aporfinoides sdo comumente

encontrados.

2.10.5.1 Determinagéao estrutural da lisicamina

A substancia 6, lisicamina (FIGURA 2.51) foi isolada do extrato etanélico da
particdo hexanica das folhas e da particdo hexanica da casca dos frutos de D.
lanceolata e caracterizada por RMN*H, RMN*3C, HMBC, HSQC e EM e comparacao
com a literatura (NACIMENTO, et al., 2008; SIQUEIRA et al., 1998).

FIGURA 2.51 - Estrutura da lisicamina.

A andlise do espectro de RMNH e suas expansdes (FIGURAS 2.52 a 2.54)
indicaram semelhanca estrutural com a lisicamina, um alcaloide oxoaporfinico, ja
relatado na familia Annonaceae, porém descrito pela primeira vez na espécie D.
lanceolata. Os singletos em & 4,04 (3H), & 4,13 (3H) correspondem aos H das
metoxilas, ligados aos C-1 e C-2 respectivamente.

Os sinais na regiao de 6 9,21 a 7,26 indicam a presenca de hidrogénios ligados
a carbonos de anéis aromaticos (daqui para frente indicados apenas como Hidrogénio
aromatico ou carbono aromatico). O sinal 6 9,21 (1H, d, J = 8,5Hz) corresponde ao H-
11;6 8,61 (1H, dd, J = 7,8 e 1,6 Hz) corresponde ao H-8; 6 7,79 (1H, ddd; J = 8,5, 7,8
e 1,1Hz) corresponde ao H-10 e 6 7,60 (1H; dd, J = 7,8 e 1,1Hz)) corresponde ao H-
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9. Os sinais ¢ 8,93 (d; J = 5,3Hz); 6 7,83 (d; J = 5,3Hz) e 6 7,26 (1H, s) correspondem
aos H-5, H-4 e H-3. Estes valores estao descritos na TABELA 2.6.

O espetro de RMN3C (FIGURAS 2.52), mostra a presenca de 18 carbonos,
sendo dois atribuidos as metoxilas em 1 e 2 em & 60,6 e & 56,2, respectivamente e
um com deslocamento em & 182,7, atribuido a carbonila da molécula. Os demais
dados estéo descritos na TABELA 2.7.

SO @E@@EE M N M
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

— LTETY
—— BP0V

i
S —
PPM 88 B84 80 76 72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 268 24 20 16 1.2 0.8 04 0.0

— Z60°T
T00T
q LTT'T
SL2°E
— 85T'T
— th6D

FIGURA 2.52 - Espectro de RMN*H da substancia 6 (CDCls, 400 MHz).
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TABELA 2.6 - Comparacdo RMN 'H da substancia 6 com literatura

H (CDCls, 400 MHz) NASCIMENTO, 2008 (CDCls, 400 MHz)

H-3 7,26 (S) 7,28 (s)

H-4 7,83 (d; J = 5,3Hz) 7,82 (d; J = 5Hz)

H-5 8,93 (d; J =5,3H2) 8,93 (d; J=5H2z)

H-8 8,61 (dd; J = 7,8 e 1,6Hz) 8,60 (dd; J = 7,7 e 1,5Hz)

H-9 7,60(dd; J=7,8 e 1,1Hz) 7,59 (dd; J=7,7 e 1,1Hz)

H-10 7,79 (ddd; J=8,5,7,8 ¢ 7,78 (ddd; J = 8,1, 7,8e 1,1Hz)
1,1Hz)

H-11 9.21 (d; J = 8,5H2) 9.20 (d; J = 8,1Hz)

1-OCHs 4,04 (s) 4,03 (s)

1-OCHs 4,13 (s) 4,12 (s)

TABELA 2.7 - Comparagdo RMN *3C da substancia 6 com literatura

C (CDCls, 100 MHz)  NASCIMENTO, 2008 (CDCls, 100 MHz)
1 152,0 151.0
2 156,3 155.8
3 106,4 105.4
32 135,5 134.5
3b 122,2 121.2
4 123,5 122.6
1451 144.0
62 145,4 144.3
7 182,7 181.7
72 134,3 133.3
8 128,8 127.8
9 128,9 127.9
10 134,3 133.4
11 128,4 127.4
112 132,1 131.04
11b 119,9 118.8
1-OCHs 60,6 59.7
2-OCHs 56,2 55.2
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O espectro de HSQC e suas expansfes (FIGURA 2.55) mostram correlacédo a
1J dos H e C ligados diretamente. Os sinais dos hidrogénios aromaticos mostram
correlacédo a 1J dos H-3 em § 7,26 (s) com C-3 em  106,4, H-4 em & 7,83 (d) com C-
4emos 123,5, H-8em 6 8,61 (dd) com C-8 em ¢ 128,8, H-9 em 6 7,60 (dt) com C-9 em
6128,9,H-10em ¢ 7,79 (dt) com C-10 em 6 134,3 e H-11 em 6 9,21 (dt) com C-11 em
d 128,4. Os sinais das metoxilas 6 4,13 e & 4,04 correlacionam com carbonos em &

56,2 e 6 60,6 respectivamente.
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FIGURA 2.55 - Mapa de correlacdo HSQC da mistura da substéancia 6 (CDCls, 400
MH2z).

O espectro de COSY 'H-'H 45° (FIGURA 2.56) mostra as correlacdes entre os
hidrogénios. Ao analisa-lo observou-se que o sinal em & 9,27 que foi atribuido ao H-
11 acopla com o sinal em & 7,84 (H-10). O sinal em & 8,77 que foi atribuido ao H-5
acopla com o sinal do em & 8,07 (H-4) e o sinal em & 8,48 que foi atribuido ao H-8

acopla com o sinal do em & 7,62 (H-9).
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FIGURA 2.56 - Expansédo do espectro de COSY !H-'H 45° da substancia 6 (400
MHz, MeOD).

Posteriormente, foi realizado andlise por espectrometria de massas por
insercao direta. O espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo
(FIGURA 2.57) apresentou um o ion pseudomolecular m/z 292,2-[M+H]*

comprovando a massa molecular do composto de 291,2.

W MSZ (282 .30): 10 MCA scans from Samgple 1 (TuneSamplelD) of MT201207 17 184058 wiff (Turbo Spray) Max. 5.7e5 cps.
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FIGURA 2.57 - Espectro de massas (ESI) no modo positivo [M+H]* com o ions
pseudomolecular da lisicamina.
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O espectro de massas (FIGURA 2.57) mostra o ion pseudomolecular [M+H]*
m/z 292,2 e seus fragmentos. O fragmento m/z 276,1 confirma uma perda neutra de
metano (- CH4). O fragmento m/z 248,2 é orindo da perda consecutiva de metano (-
CHa) e um diéxido de carbono (- CO).

Ja o fragmento m/z 260,0 pode ser atribuido a merda de um metanol (CH3OH)
a partir do ion pseudomolecular [M+H]* m/z 292,2. A proposta de fragmentacéao pode
ser observada na FIGURA 2.58.
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FIGURA 2.58 - Proposta de fragmentacgao da lisicamina (ESI, modo positivo).
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2.10.5.2 Determinacdao estrutural da oxoglaucina

A substancia 7, identificada como oxoglaucina (FIGURA 2.59) foi isolada do extrato
etandlico da particdo hexanica das folhas de D. lanceolata e caracterizada por RMN*H,
HMBC, HSQC e EM. Devido a pouca massa da amostra nao foi possivel realizar o

experimento de RMN3C.

FIGURA 2.59 — Estrutura da oxoglaucina.

A andlise do espectro de RMN'H e suas expansfes (FIGURA 2.60 e 2.61)
indicou a presenca de um alcaloide oxoaporfinico. Os singletos em & 4,00 (3H), 6 4,05
(3H), © 4,08 (3H) e 6 4,11 (3H), s&o caracteristicos de metoxilas. Os sinais na regiao
de © 8,84 a 7,51 indicam a presenca de hidrogénios aromaticos. Estes hidrogénios
sendo singletos, sugerem as metoxilas como substituintes nos C-1, C-2, C-9 e C-10.

Os sinais 6 8,84 (1H, s) corresponde ao H-11; 6 7,93 (1H, s) corresponde ao H-
8, caracteristicos de hidrogénios presentes no anel D do esqueleto oxoaporfinicos,
com substituintes em C-9 e C10. Ja o sinal em & 7,51 (1H, s) corresponde ao H-3 do
anel A. O par de sinais com deslocamentos quimicos em & 8,01 (1H, d, J = 5,3 Hz); &
8,74 (1H, d, J = 5,3 Hz) correspondem aos hidrogénios a e B do anel piridinico (anel
B), atribuidos aos H-4, H-5, respectivamente.

No espectro de COSY 'H-'H 45° (FIGURAS 2.62 e 2.63) observou-se que o
sinal em & 8,01 que foi atribuido ao H-4 acopla com o sinal em & 8,74 (H-5).
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FIGURA 2.60 - Espectro de RMN*H da substancia 7 (MeOD, 400 MHz).
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81



L

AL

55

T T T T T T T T T T T 10.0
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

FIGURA 2.62 - Espectro de COSY H-'H 45° da substancia 7 (400 MHz, MeOD).
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FIGURA 2.63 - Expansédo do espectro de COSY 'H-'H 45° da substancia 7 (400
MHz, MeOD).
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No mapa de contorno HSQC e suas expansdes (FIGURA 2.64 e 2.65), os sinais
dos hidrogénios aromaticos mostram correlacdo a *Jdos H-3 em § 7,51 (s) com C-3
em 6 107,97; H-4 em 6 8,01 (d) com C-4 em 6 125,4, H-5 em 6 8,74 (d) com C-4 em &
144,7,H-8 em 6 7,93 (s) com C-8 em § 128,7, H-11 em 6 8,84 (s) com C-9 em 6 111,5.
Os sinais das metoxilas 6 4,00 (s), 6 4,05 (s), 6 4,08 (s), 6 4,11 (s) correlacionam com
carbonos em 6 56,2, 6 56,4, 6 61,0, 6 56,7, respectivamente.

w 1 ML—__\_—L ppm

200

FIGURA 2.64 - Mapa de contorno de HSQC da substancia 7 (400 MHz, MeOD).
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FIGURA 2.65 - Expansédo do mapa de contorno de HSQC da substancia 7 (400
MHz, MeOD).
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A andlise do mapa de contorno HMBC (FIGURA 2.66) mostra sinais das
metoxilas em & H 4,00 (3H), & H 4,05 (3H), 8 H 4,08 (3H), e & H 4,11(3H)
correlacionam-se com carbonos & 149,7, 6 154,4, & 152,1 e d 157,5 atribuidos aos
carbonos C-2, C-10, C-1 e C-9, respectivamente.

Outras correlacbes observadas mapa de contorno de HMBC foram & H 7,51 (s)
atribuido ao H-3correlacionando—se com carbonos & 152, & 125,4 6 121,1 que foram
atribuidos ao C-1, C-4 e C-3b respectivamente.

O sinal & H 7,93, atribuido ao H-8, correlaciona-se com os carbonos em &
154,4, 6 129,6, & 180,9, que corresponde aos carbonos C-10 e C-7a e C-7 (carbono
carboxilico), respectivamente. O sinal 6 8,84, atribuido ao H-11, correlaciona-se com
os carbonos em 6 154,4, 6 119,1 e 6 149,6 que correspondem aos carbonos C-10, C-

11b e C-9, respectivamente.
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FIGURA 2.66 - Expansdo do mapa de contorno de HMBC da substancia 7 (400
MHz, MeOD).

Foi realizado também andlise por espectrometria de massas por de insercéao
direta, no modo positivo. O espectro de massas por electrospray (ESI) (FIGURA 2.67)
mostra o ion pseudomolecular [M+H]*, m/z 352,0, que confirma a massa molecular

do composto 351,0. Proposta de fragmentacdo € mostrada na FIGURA 2.68.
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FIGURA 2.67 - Espectro de massas (ESI) no modo positivo [M+H]* com o ions
pseudomolecular da oxoglaucina.
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FIGURA 2.68 — Proposta de fragmentacédo da oxoglaucina (ESI, modo positivo).
2.10.5.3 Determinacao Estrutural da glaucina
A substancia 8, denominada glaucina (FIGURA 2-69) foi isolada do extrato
etandlico da particdo hexanica das folhas de D. lanceolata e caracterizada por RMNH,

HMBC, HSQC e EM. Devido a pouca massa da amostra néo foi possivel realizar o

experimento de RMN3C.
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FIGURA 2.69 - Estrutura da glaucina.

A andlise do espectro de RMN!H e suas expansfes (FIGURA 2.70 a 2.72)
indicou a presenga de um alcaloide aporfinico. Os singletos em & 3,87 (3H), 6 3,85
(3H), 6 3,84 (3H) e ® 3,61 (3H), sdo caracteristicos de metoxilas. Os singletos na
regiao de & 7,98 a 6,71 indicam a presenga de hidrogénios aromaticos de anéis
substituidos nos C-1, C-2, C-9 e C-10.

Os sinais 6 7,98 (1H, s) corresponde ao H-11; 6 6,91 (1H, s) corresponde ao H-
8, caracteristicos de hidrogénios presentes no anel D do esqueleto oxoporfinicos, com
substituintes em C-9 e C10. J4 o sinal em & 6,71 (1H, s) corresponde ao H-3, do anel
A, com substituintes no C-1 e C-2. O singleto 5 2,55 (3H, s) é caracteristico de metila
ligada ao nitrogénio N-CHS3). Os sinais atribuidos aos hidrogénios CH2 ligados no C-
4, C-5 e C-7 estdo na regido de 6 3,10 a 6 2,60.
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FIGURA 2.70 - Espectro de RMN*H da substancia 8 (MeOD, 400 MHz).
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No espectro de HSQC e suas expansoes (FIGURA 2.73 e 2.74) os sinais dos
hidrogénios aroméaticos mostram correlacdo a *J dos H-3 em & 6,71 (s) com C-3 em &
110,5, H-8 em & 6,91 (s) com C-8 em 6 111,2, H-11 em & 7,98 (s) com C-11 em &
112,1.

Os sinais referentes ao hidrogénios CHz do C-4, C-5 e C-7 mostram as
seguintes correlacdes: H-7’ 6 3,10 (1H, m), H-7’ & 2,48 (1H, m) correlacionam com 0
carbono C-4 § 33,5; o H-5’ 6 3,08 (1H, m), H-5” 6 2,53 (1H, m) correlacionam com o
carbono C-5 6 52,7; o H-4" 6 3,11 (1H, m), H-4” 5 2,17 (1H, m) correlacionam com o
carbono C-5 8 52,7.

Os sinais das metoxilass 3,87, 6 3,85, & 3,84 e 6 3,61 correlacionam com
carbonos em & 55,3 6 55,2 6 55,1 e 6 59,2, respectivamente. O sinal 6 2,55 (1H, s)
referente aos hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio (N-CHs), correlaciona-se com

o0 carbono em 6 42,7.
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FIGURA 2.73 - Mapa de contorno de HSQC da substéncia 8 (400 MHz, MeQOD).
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FIGURA 2.74 - Expansédo do mapa de contorno de HSQC da substancia 8 (400
MHz, MeOD).

A andlise do mapa de contorno de HMBC e suas expansdes (FIGURA 2.75 e
2.76) mostra as correlacdes entre hidrogénios e os carbonos que, com estas
informacdes, foi possivel atribuir corretamente a posicdo das metoxilas na molécula.

Os sinais das metoxilas em & 3,87 (3H), & 3,85 (3H), 6 3,84 (3H) e 6 3,61 (3H)
correlacionam-se com carbonos & 148,6, & 147,7, d 152,5 e & 144,0 atribuidos aos
carbonos C-9, C-10, C-2 e C-1 respectivamente.

Outras correlacdes observadas mapa de contorno de HMBC foram & 6,71(1H,
s), atribuido ao H-3, correlaciona-se com os carbonos em & 28,2, 0 126,4,5 144,5¢e ®

152,3 que correspondem aos carbonos C-4 (CH2), C-3b e C-1, respectivamente.
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FIGURA 2.75 - Mapa de contorno de HMBC da substancia 8 (400 MHz, MeOD).
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FIGURA 2.76 - Expansdo do mapa de contorno de HMBC da substancia 8 (400
MHz, MeOD).

O sinal 6 H 6,91 (1H, s), atribuido ao H-8 correlacionando—se com carbonos &
147,7, & 1241 & 33,5 que foram atribuidos ao C-10, C-7b e C-7 (CHy),
respectivamente. O sinal & H 7,98 (1H, s) atribuido ao H-11, correlaciona-se com o
carbono em & 147,7, que corresponde ao carbono C-10 e os sinais & 129,4,  125,6

dos carbonos C-11a e C-11b respectivamente.

91



Foi realizado posteriormente um experimento de insercéo direta por massas. O
espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo (FIGURA 2.77) da
glaucina que apresentou um o ion pseudomolecular m/z 356,9, [M+H]* comprovando
a massa molecular do composto 355,9.
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FIGURA 2.77 - Espectro de massas (ESI) no modo positivo [M+H]* com ions
pseudomolecular da glaucina.

2.10.5.4 Determinacdao estrutural da mistura das substancias oxolaurelinna e

lanuginosina

A mistura das substancias 9 (oxolaurelina) e 10 (lanuginosina) (FIGURA 2.78)
foi isolada do extrato etandlico da particdo diclorometano da casca dos frutos de D.
lanceolata e caracterizada por RMN*H, HMBC, HSQC e CG-MS e comparagédo com a
literatura (NACIMENTO et al., 2008).

A andlise do espectro de RMNH e suas expansfes (FIGURAS 2.79 a 2.81)
indicou semelhancga estrutural com a oxolaurelinna (9) e a lanuginosina (10),
alcaloides oxoaporfinicos, ja relatados na familia Annonaceae, porém descrito pela

primeira vez na espécie D. lanceolata.
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CH30

FIGURA 2.78 - Substancias 9 e 10.

Os espectros de RMN'H (FIGURAS 2.79 a 2.81) exibem sinas de hidrogénios
aromaticos na regido de em & 7,17 a & 8,90 caracteristicos dos alcaloides
oxoaporfinicos. Através da integracdo dos sinais observa-se que a proporcao das
substéancias é de 3:1 da lanuginosina e oxolaurelina, respectivamente.

Os singletos em 6 6,35 (2H) e © 6,38 (2H) foram atribuidos aos hidrogénios
metilenodioxidos (OCH20) da lanuginosina e oxolaurelina respectivamente. Ja os
singletos em & 7,17 (1H) e & 7,22 (1H) foram atribuidos aos hidrogénios H-3 do anel
A das respectivas moléculas. Os dados de ambas as substancias foram descritos e
comparados com a literatura na TABELA 2.8. Estes dados foram confirmados através
dos mapas de correlacbes HSQC e HMBC, FIGURAS 2.82 e 2.83.

L
¥
6"
= €58
5
6200
BZED'Y

=~

=
_

LJ.L Ll

—
0
—

——

=

-
B

£59'0
T8ST
EETT
LT
PLED

5

it
0920

TR

T T T —T — T — T — T T T T T T T T T T T
PPM 8.4 8.0 7.6 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 o4 0.0
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TABELA 2.8 - Comparacéo de RMN *H da mistura das substancias 9 e 10 com literatura

H Substancia 9 Oxolaurelinna Substéncia 10 Lanuginosina
(CDCls, 600 MH2z) NASCIMENTO, (CDCls, 600 MHz) | NASCIMENTO,
2008 2008
(CDCl3,400 MHz) (CDCls,400
MHz)
H-3 7,22(S) 7,23(s) 7,17(s) 7,14(s)
H-4 7,79 (d; J = 5Hz) 7,76 (d; J = 5Hz) 7,80(d; J = 5Hz) 7,80 (d; J = 6Hz)
H-5 8,90 (d; J = 5H2z) 8,89 (d; J=5Hz) | 8,90 (d; J =5H2z) 8,89 (d; J = 6H2z2)
H-8 8,60 (d; J=8,9Hz) | 8,58 (d; J=9Hz) | 8,05 (d; J =3Hz) 8,03 (d; J =3H2z)
H-9 7,33(dd;J=89e | 7,11(dd;J=9e - -
3,0 Hz) 2 Hz)
H-10 - - 7,33(dd;J=9,1e | 7,17(dd;J=9¢e
3,0 Hz) 3,99 Hz)
H-11 8,05 (d; J = 3Hz) 8,14 (d; J=2Hz) | 8,60 (d; J=8,9Hz) | 8,62 (d; J =9Hz)
OCHs 4,03 (s) 3,99 (s) 4,00 (s) 3,99 (s)
OCH:20 6,38(s) 6,37(s) 6,35(s) 6,35(s)

Esta amostra foi injetada no cromatografo gasoso nas seguintes condi¢oes:

temperatura inicial de 80 °C, taxa de aquecimento de 8 °C/min, até atingir 200 °C e 12

°C/min até atingir 220 °C (7 min). A Temperatura do injetor utilizada foi de 250 °C e a

Temperatura interface: 280 °C, com gas de arraste Hélio (1 mL/min) e o volume de

injegao: 1 pL.

A coluna utilizada foi uma OPTIMA-5 (Diametro: 0.25 nm, comprimento: 30 m,

espessura do filme: 0,25 um). O cromatograma obtido pode ser observado nas
FIGURAS 2.84 e 2.85 e seus espectros de massas nas FIGURAS 2.86 e 2.87.
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FIGURA 2.84 - Cromatograma obtido no GC-MS da mistura de 9 e 10. Condic¢des:
Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 80 °C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min. até 200 °C, aumentou de 12 °C/min.
até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 7,0 min.
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FIGURA 2.85 - Expansao do cromatograma obtido no GC-MS da mistura de 9 e
10. Condigdes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 80 °C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min. até 200 °C, aumentou
de 12 °C/min. até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 7,0 min.
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FIGURA 2.86 - Espectro de massas do pico 01 (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.87 - Espectro de massas do pico 02 (IE = 70 eV).

2.10.5.5 Determinacdao estrutural da liriodenina

A substancia 11, identificada como liriodenina (FIGURA 2.88) foi isolada do
extrato etanodlico da particdo diclorometano da casca dos frutos de D. lanceolata e
caracterizada por RMN!H, HMBC, HSQC e EM e comparagdo com a literatura

(NACIMENTO et al., 2008).
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FIGURA 2.88 - Estrutura da liriodenina.

A andlise do espectro de RMN'H e suas expansdes (FIGURAS 2.89 a 2.92)
indicou semelhanca estrutural com a liriodenina, um alcaloide oxoaporfinico ja
relatado na familia Annonaceae, porém descrito pela primeira vez na espécie D.
lanceolata.

O espectro de RMN!H exibe sinas de hidrogénios aromaticos na regido de &
8,89 ad6,37. O sinal 6 8,58 (1H, dd, J = 8,2 Hz e 1,2 Hz) corresponde ao H-11; 5 8,63
(1H, dlI, J = 8,1) corresponde ao H-8; 6 7,75 (1H, dt, J = 8,1 e 1,2 Hz) corresponde ao
H-10 e 6 7,57 (1H, dt, J = 8,1 e 1,2 Hz) corresponde ao H-9, caracterizando o anel D
nao substituido.

O singleto em & 6,37 (2H) foi atribuido aos hidrogénios metilenodioxi (OCH-20).
Ja o singleto em & 7,18 (1H) foi atribuido ao hidrogénio H-3 do anel A. O par de sinais
com deslocamentos quimicos em 6 7,77 (1H, d, J = 5,3 Hz); 6 8,89 (1H, d, J = 5,3 Hz)
correspondem aos hidrogénios a e 3 do anel piridinico (anel B), atribuidos aos H-4, H-
5, respectivamente.

A TABELA 2.9 apresenta estes dados comparados com a literatura. A FIGURA
2.93 mostra o espectro de RMN®3C e as TABELAS 2.9 e 2.10 os dados obtidos

comparados com a literatura.
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FIGURA 2.93 - Espectro de RMN*3C da substancia 11 (CDCls, 100 MHz).

TABELA 2.9 - Comparacdo de RMN !H da substancia 11 com a literatura

H (CDCls, 400 MHz) NASCIMENTO, 2008 (CDCls, 400 MHz)
H-3 7,18 (s) 7,19 (s)

H-4 7,77 (d; J = 5,3 Hz) 7,77 (d; J = 5,1 Hz)

H-5 8,89 (d; J = 5,3 Hz) 8,89 (d; J = 5,1 Hz)

H-8 8,63 (dI; J = 8,0Hz) 8,65 (dI; J = 8,0Hz)

H-9 7,57 (dt; J=8,0 e 1,2Hz) 7,58 (dt; J=8,0 e 1,5Hz)

H-10 | 7,75 (dt; J=8,0 e 1,2Hz) 7,75 (dt; J=8,0 e 1,5Hz)

H-11 | 8,58 (dd; J = 8,0 e 1,2Hz) 8,58 (dd; J = 8,0 e 1,5Hz)
OCH-0 6,37 (s) 6,38 (s)
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TABELA 2.10 - Comparacédo de RMN *3C da substancia 11 com literatura

C (CDCls, 100 MHz) | NASCIMENTO, 2008 (CDCls, 100 MHz)
1 147,91 147,93
2 151,66 151,74
3 103,24 103,26
3a 135,70 135,73
3b 144,87 144,89
4 124,20 124,24
144,93 144,95
6a 145,43 145 45
7 182,45 182,47
7a 132,86 132,90
8 128,80 128,84
9 128,55 128,59
10 133,89 133,91
11 127,33 127,36
11a 135,70 135,78
11b 131,31 131,32
OCH20 102,44 102,44

2.10.6 Derivado dihidronafitalenona

A substancia 12, identificada como dihidronafitalenona (FIGURA 2.94) foi
isolada da particdo hexanica do extrato etandlico das folhas de Duguetia lanceolata
(DLEF-hex). Sua estrutura foi identificada através de analises de RMN*H, RMN*3C,
HMBC, HSQC, COSY e comparacdo com a literatura (TABELAS 2.11 e 2.12).
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FIGURA 2.94 - Estrutura da dihidronafitalenona.

A andlise do espectro de RMN*H (FIGURAS 2.95 a 2.97) indicou a presenca
de um derivado dihidronafitalenona. Os singletos em 6 6,58 (1H, s), 86,49 (1H,s)e ®
6,20 (1H, s) correspondem aos hidrogénios aromaticos H-3', H-7 e H-6
respectivamente. O duplo dubleto em 5,04 (1H, dd, J=2,6 HZ, J = 4,7 Hz), foi atribuido
ao H-4.

Os multipletos em & 2, 23 (2H, m) e & 2,46 (2H, m), foram atribuidos aos H-3 e
H-2, referente aos hidrogénios metilénicos.

Os singletos na regiao 6 3,37 a 6 3,96 foram atribuidos as metoxilas ligadas
aos anéis aromaticos: 6 3,37 (3H, s, 5-OCH3), 6 3,57 (3H, s, 5’-OCH3), 6 3,87 (3H, s,
4’-OCH3), © 3,91 (3H, s, 2-OCH3), 6 3,93 (3H, s, 6-OCH3), € 6 3,96 (3H, s, 8-OCH3).
TABELA 2.11 - Comparacdo RMN 'H da substancia 12 com literatura

H (CDCI3, 400 MHz) | XU, et al, 2006 (CDCI3, 300 MHz)
H-2 2.46 (2H, m) 2.43 (2H, m)
H-3 2.23 (2H, m) 2.16 (2H, m)
H-4 5.04 (1H, m) 5.03 (1H, m)
H-6 6.20 (1H, s) 6.19 (1H, s)
H-7 6.49 (1H, s) 6.48 (1H, s)
H-3' 6.58 (1H, s) 6.57 (1H, s)
5-OCH3 3.37 (3H, s) 3.36 (3H, s)
6-OCH3 3.93 (3H, s,) 3.92 (3H, s,)
8-OCH3 3.96 (3H, s) 3.95 (3H, s)
2-OCH3 3.91 (3H, s) 3.89 (3H, s)
4-OCH3 3.87 (3H, s) 3.86 (3H, s)
5-OCH3 3.57 (3H, s) 3.56 (3H, s)
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FIGURA 2.95 - Espectro de RMN 'H da substancia 12 (400 MHz, CDCl3s).
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FIGURA 2.96 - Expansdo do espectro de RMN 'H da substancia 12 (400 MHz,
CDCla).
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No espectro de RMN 13C (FIGURA 2.98) observa-se a presenca de 22 sinais,
dos quais o sinal em & 55,8, & 56,3, 6 56,5, & 56,7, 6 57,3 e & 60,7 referem- se aos

carbonos das seis metoxilas. O sinal em & 197,6 foi atribuido ao carbono cabonilico.
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FIGURA 2.98 - Espectro de RMN 13C da substancia 12 (400 MHz, CDCl3).
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TABELA 2.12 - Comparacdo RMN *3C da substancia 12 com literatura

C (CDCls, 400 MHz) | XU, et al, 2006 (CDCls, 300 MHz)
1 197,6 197,6
2 35,9 35,9
3 27,6 27,6
4 32,4 32,5
5 139,2 139,3
6 158,5 158,5
7 95,8 95,9
8 157,8 157,8
9 116,5 116,6
10 1411 142,1
1 123,1 123,1
2 151,6 151,7
3’ 98,3 98,3
4 148,5 148,5
’ 142,7 142,7
6’ 114,3 114,4
5-OCHs 60,7 60,7
5-OCHs 57,3 57,3
2’-OCHs 56,7 56,7
8-OCHs 56,5 56,6
4’-OCHs 56,3 56,4
6-OCHs 55,9 55,9

No espectro de HSQC (FIGURA 2.99) observa-se a correlagéo dos hidrogénios
com os carbonos diretamente ligados. Os hidrogénios em & 6,58 (1H, s), & 6,49 (1H,

s) e 8 6,20 (1H, s), referentes aos H-3’, H-7 e H-6’ correlacionam-se com os carbonos

C-3,C-7eC-6em 5 98,2, 5 95,8 e 6 114,1, respectivamente.

O duplo dubleto em 5,04 (1H, dd, J = 2,6 HZ, J = 4,7 HZ), correlaciona com o
carbono 6 32,4 C-4 e os multipletos em 6 2,23 (2H, m) e § 2,46 (2H, m), correlacionam

com os carbonos C-3 e C-2 em & 27,4 e 6 35,7 respectivamente.
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Os singletos em & 3,37 (3H, s), 6 3,57 (3H, s), & 3,87 (3H, s), 6 3,91 (3H, s), & 3,93
(3H, s), e © 3,96 (3H, s), correlacionam com os carbonos & 60,7, 6 57,3, 56,7, d 56,5,
0 56,3 e 0 55,9, respectivamente.
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FIGURA 2.99 - Mapa de contorno HSQC da substancia 12 (400 MHz, CDCls).

No mapa de contorno HMBC (FIGURA 2.100), os hidrogénios em & 6,58 e &
6,20 apresentam as mesmas correlagdes com os carbonos em & 32,4 (C-4), 6 123,1
(C-1’), 6 142,7 (C-5’), 5 148,5 (C-4’) e & 151,6 (C-2’). O hidrogénio em & 6,49 (1H, s)
correlaciona-se apenas com os carbonos & 116,5 (C-9) e 6 158,5 (C-6).

O duplo dubleto em 5,04 (1H, dd, J =2,6 HZ, J = 4,7 HZ), correlaciona-se com
os carbonos em & 27,6 (C-3), 6 35,9 (C-2), 6 114,3 (C-6’), & 123,1(C-1’),  139,2 (C-
5), & 141,1(C-10) e & 151,6 (C-2’). O multipleto em ©& 2, 23 (2H, m) apresenta
correlagdo com os carbonos 6 123,1(C-1°), 6 141,1(C-10), & 197,6 (C-1), & 35,9 (C-2)
e 0 32,4 (C-4). Ja o sinal em & 2,46 (2H, m), correlaciona-se com os carbonos & 27,4
(C-3), 6 32,4(C-4) e 197,6 (C-1).

Os singletos em 6 3,37 (3H, s), 6 3,57 (3H, s), 6 3,87 (3H, s), 8 3,91 (3H, s), d
3,93 (3H, s) e 6 3,96 (3H, s) correlacionam-se com os carbonos & 139,2 (C-5),  142,6
(C-5’), 5 148,5 (C-4’), 5 151,6 (C-2’) e 158,5 (C-6) respectivamente.
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FIGURA 2.100 - Mapa de contorno HMBC da substancia 12 (400 MHz, CDCI5).

2.10.7 Flavonoides

Flavonoides constituem uma classe de metabdlitos secundarios amplamente
encontrados na natureza (ZHANG et al., 2007; GATTUSO et.al., 2007). O interesse
no estudo de tais substancias esta relacionada as diversas propriedades biolégicas e
farmacolbégica que elas apresentam, tais como antioxidante, anti-inflamatorias,
antimicrobiana, dentre outras (GATTUSO et.al., 2007; HARBONE e WILLIAMS, 2000,
GUERRA, et al., 2000).

Sao heterosideos com quinze carbonos em seu esqueleto basico, sendo
substancias fendlicas do tipo Ces-C3-Cs € apresentam-se como solidos de coloracéo
amarelada ou ainda incolores (DEWICK, 2001).

Estdo divididos em nove subclasses: flavonas, flavonadis, flavonas, flavanas,
isoflavonas, antocianidinas, flavonondis (flavan-3-ol ou catequinas), chalconas e
dihidrochalconas que séo diferenciadas a partir de variagbes no arranjo estrutural e
nas posi¢des dos grupos funcionais (LIN et al., 2008, NEBO, 2013).

O esqueleto flavonoidico € composto por dois anéis aromaticos, sistema
benzopiranico, a partir do qual é iniciada a numeracao dos carbonos e se determinada

a nomenclatura sistematica oficial da [IUPAC. Na nomenclatura usual
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(MARKHAN,1982) os aneis sao designados como A, B e C (FIGURA 2.101) e os
carbonos sai numerados com algarismos arabicos para os anéis A e C e algarismos

marcados com linha (‘) para o anel B.

OH O

FIGURA 2.101 - Nomenclatura usual dos flavonoides: designhacdo dos anéis e
numeracao dos atomos de carbono.

O nucleo da estrutura dos flavonoides consiste, portanto, de dois anéis
fendlicos A e B e um anel C, que pode ser um pirano heterociclico, como no caso de
flavandis (catequinas) e antocianidinas, ou pirona, como nos flavonais, flavonas,
isoflavonas e flavanonas, que possuem um grupo carbonila na posi¢cdo C-4 do anel C,

compreendendo as principais classes dos flavonoides FIGURA 2.102.

9 S C

Q

s

‘J‘G
0 o

Anteciamdmas Catequinas Flavenos

oM ¢

Flavanonas Flavonay lvoflavonas

FIGURA 2.102 - Principais tipos de flavonoides.
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2.10.8 Determinacéao estrutural da substancia 13

A substancia 13 (FIGURA 2.103) foi identificada como o flavonoide
paquipodol (HUONG, 2004), e foi isolada da particao diclorometano do extrato

etandlico das folhas de Duguetia lanceolata (DLEF-dicloro).

OCHj

FIGURA 2.103- Estrutura do paquipodol.

A andlise do espectro de RMN'H (FIGURAS 2.104 a 2.106, Tabela 2.13)
indicou a presenca de um flavonoide do tipo flavona. O anel A foi caracterizado pela
presencga dos dubletos em & 6,67 (1H, d, Jmeta= 2,0 Hz) € 8 6,31 (1H, d, Jmeta= 2,0 HZ)
referentes aos hidrogénios H-6 e H-8, indicando um sistema de acoplamento meta.
Estes sinais apresentam correlacdes no espectro de COSY 'H-'H (FIGURAS 2.107 e
2.108).

Os sinais em 6 7,78 (1H, d, Jmeta= 2,5 Hz), 6 7,00 (1H, d, Jorto= 8,5 Hz) e 6 7,70
(1H, dd, Hz, Jmeta= 2,5 HzJorto= 8,5 Hz) indicam um sistema de substituicdo 3’4’ no anel
B, dos hidrogénios, H-2', H-5 e H-6’ respectivamente. A multiplicidade destes sinais
mostra o acoplamento orto entre os hidrogénios H-5’ e H-6’ e acoplamento meta entre
os hidrogénios H-2’ e H-6".

A correlacdo entre H-5 e H-6’ em & 7,00 e & 7,70, respectivamente, pode ser
observada do no espectro de COSY 'H-H (figuras 14 e 15). Os singletos que integram
para trés hidrogénios em & 3,96 (3H, s), 6 3,93 (3H, s), 6 3,91 (3H, s) foram atribuidos

as metoxilas nos carbonos C-7, C-3’ e C-3 respectivamente.
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FIGURA 2.104 - Espectro de RMN 'H da substancia 13 (400 MHz, Acetona-d).
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FIGURA 2.105 - Expanséo do espectro de RMN 'H da substancia 13 (400 MHz,
Acetona-d).

111



BSE6'E
— EBOHE
— 06BR'E

Jme <
tave |
L

LiT'E
frd: i

r T T T T T T r I I T T T T T | T T T T T T T
PPM 4.06 4.04 4.02 4.00 3.98 3.96 2.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80 3.78 3.76 3.74

FIGURA 2.106 - Expansédo do espectro de RMN !H da substancia 13 (400 MHz,
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FIGURA 2.107 - Espectro de COSY !H -'H da substancia 13 (400 MHz, Acetona-
d).
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FIGURA 2.108 - Expansédo do espectro de COSY !H -'H da substancia 13 (400
MHz, Acetona-d).

No espectro de carbono (FIGURA 2.109, Tabela 2.13) observa-se a presenca
de 17 sinais, dos quais o sinal em & 55,6 refere-se a dois carbonos de duas metoxilas

que sao equivalentes. O sinal em & 178,7 foi atribuido ao carbono cabonilico.
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FIGURA 2.109 - Espectro de RMN *3C da substancia 13 (400 MHz, Acetona-d).
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No espectro de HSQC (FIGURAS 2.110 a 2.112), observa-se dubletos em &
6,67 e © 6,31 referentes aos hidrogénios H-6 e H-8, correlacionam com os carbonos
em 0 92,1 e 6 97,6, atribuidos aos C-6 e C-8 do anel A.

Os sinais em &6 7,78, &6 7,00 e & 7,70 atribuidos aos H-2', H-5 e H-6
respectivamente, apresentam correlagdo com os carbonos em 6 111,8, 8 115,3,
122,5 atribuidos aos C-2’, C-5’ e C-6’, respectivamente.

Os singletos em & 3,96 (3H, s), 6 3,93 (3H, s), 6 3,91 (3H, s) foram atribuidos
as metoxilas e mostram correlacdo com os carbonos em 6 59,40, atribuido ao C-3 e 0

55,60 referentes aos carbonos C-5, e C-4’, que mostraram equivaléncia quimica.
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FIGURA 2.110 - Mapa de contorno HSQC da substancia 13 (400 MHz, Acetona-
d).
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MHz, Acetona-d).
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FIGURA 2.112 - Expansdao do mapa de contorno HSQC da substancia 13 (400
MHz, Acetona-d).

No mapa de correlagcdes de HMBC (FIGURAS 2.113 a 2.115), observamos
correlagdes de carbonos e hidrogénios a duas ou trés ligacdes. Nota-se a correlacao
do hidrogénio em & 6,67 (H-8) com os carbonos em & 156,8, & 105,7 e & 97,6,
atribuidos aos C-9, C-10 e C-6 respectivamente.

O sinal do H-6, em & 6,31, mostrou correlagcdo com os carbonos 6 105,7 ¢
92,1, que foram atribuidos aos C-10 e C-8.
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O H-2’em 6 7,78 mostras correlacbes com os carbonos em 6 122,6,  149,7 e 6 156,1,
atribuidos aos C-6’, C-4’ e C-2. J4 0 H-5 em & 7,00 mostras correlagdes com os
carbonos em 6 122,6, d 147,5 e 6 149,7, atribuidos aos C-6’, C-3’ e C-4".

O sinalem 6 7,70, referente ao H-6’, apresenta correlacdo com os carbonos em
0 111,8 e 6 149,7 atribuidos aos C-2’ e C-4’ respectivamente.

Os singletos em & 3,96, & 3,93 e & 3,91 mostram correlagdo com os carbonos
em O 147,7, 5 165,7 e & 138,6, atribuidos aos C-3’, C-7 e C-3 respectivamente.
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FIGURA 2.113 - Mapa de contorno HMBC da substancia 13 (400 MHz, Acetona-
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TABELA 2.13 - Comparacédo de RMN *H e RMN *3C do flavonoide paquipodol com
literatura (HUONG,2005)

H 400 MHz, HUONG,2005 C 400 MHz, HUONG,2005
Acetona-d Acetona-d Acetona-d | Acetona-d

1 - - 1 - -

2 - - 2 156,1 157,7

3 - - 3 138,6 139,5

Z - - 4 178,7 179,6

5 - - 5 161,8 162,9

6 6,67(1H, d, 6,64(1H, d, 6 97,6 98,5
J=2,0 Hz) J=2,1 Hz)

7 - - 7 165,7 166,6

8 6,31(1H, d, 6,30(1H, d, 8 92,1 92,9
J=2,0 Hz) J=2,1 Hz)

9 - - 9 156,8 156,9

10 - - 10 105,7 106,6

1 - - 1

2' 7,78 (1H, d, 7,78 (1H, d, 2' 111,8 122.,8
J=2,5 Hz) J=2,0 Hz)

3 - - 3' 147,5 147,9
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4 - - 4' 149,7 150,6
5' 7,00 (1H,d, J= 7,00 (1H, d, J= 5' - 116,5
8,5 Hz) 8,4 Hz)
6' 7,70(1H,dd, 7,70(1H, dd, 6 122,6 123,4
J=8,5eJ=25 J=8,4eJ=2,0
Hz) Hz)
OCHs 3,96 (3H, s) 3,95 (3H, s) OCHs 59,4 60,3
OCHs 3,93 (3H, s) 3,91 (3H, s) OCHs 55,6 56,5
OCHs 3,91 (3H, s) 3,90 (3H, s) OCHs 55,5 56,4

Portanto, conclui-se que o flavonoide em questdo possui férmula molecular

CisH1607. Foi realizado analise por espectrometria de massas por de insercao direta,

no modo negativo. O espectro de massas (FIGURA 2.116) o ion pseudomolecular

[M+H]", m/z 343,3 comprovando a massa molecular do composto 344,3 Da.
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FIGURA 2.116- Espectro de massas (ESI) no modo negativo da [M-H] com o ions

pseudomolecular do flavonoide paquipodol.

2.11 Estudo do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata

2.11.1 Analise do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata por CG/MS
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O rendimento em 6leo essencial a partir da hidrodestilagcdo das folhas de D.
lanceolata foi de 0,32% (m/m), levando-se em consideracao a massa seca do material
vegetal.

A identificagdo dos compostos presentes na amostra foi realizada através o
calculo do indice de Kovats (IK) de cada componente, através da comparacdo do
tempo de retencdo de cada amostra em relacéo a padrdes de n-alcanos. A mistura de
padrbes de alcanos foi injetada no cromatografo gasoso nas mesmas condi¢fes da
andlise do Oleo essencial. O cromatograma e sua expansdo podem ser observados
nas FIGURAS 2.117 a 2.119.
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FIGURA 2.117 - Cromatograma obtido no GC-MS do 6leo essencial das folhas de
D. Lanceolata. CondicGes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 80 °C;
tempo inicial de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min. até 200
°C, aumentou de 12 °C/min. até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 7,0
min.
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FIGURA 2.118 - Expansdo do cromatograma obtido no GC-MS do 6leo essencial
das folhas de D. Lanceolata. Condi¢cbes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial
de 80 °C; tempo inicial de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min.
até 200 °C, aumentou de 12 °C/min. até 220 °C permanecendo nesta temperatura
por 7,0 min.
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FIGURA 2.119 - Cromatograma obtido no GC-MS padréo de hidrocarbonetos C14-
C30. Condicbes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 80 °C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 8 °C/min. até 200 °C, aumentou
de 12 °C/min. até 220 °C permanecendo nesta temperatura por 7,0 min.

Para avaliacao e calculo, foram utilizados apenas as informacdes dos picos dos
hidrocarbonetos C14, C15 e C16 (TABELA 2.14) que sao os que estao dentro da faixa

do tempo de retencdo da amostra analisada.

TABELA 2.14 - Picos dos hidrocarbonetos utilizados no célculo do indice de
Kovats com seus respectivos tempos de retencdo e massa molecular.

Pico Nome Tempo de Massa
Retencéo molecular

1 Tetradecane (C14) 10,570 198,40

2 Pentadecane (Cis) 12,208 212,42

3 Hexadecane (Cze) 13,762 226,45

Os indices de Kovats calculados para cada pico do cromatograma da amostra

analisada foram comparados com os descritos na literatura (ADAMS, 2007). Estes

valores podem ser observados na TABELA 2.15.
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TABELA 2.15 - Identificacdo dos picos do cromatograma do 6leo essencial de D.
lanceolata

Tempo Massa
_ l.K. I.K. . Formula
Pico de % _ Identificag&o | molecular
calculado | literatura molecular
retencao (g/mol)
11,071 | 3,78 | 1430,586 1419 B-cariofileno 204 CisH24
Trans-
12,2
12,076 3 1491,941 1493 muurola-4, 204 CisH24
(14),5-dieno
56,2 .
12,444 4 1515,187 1505 B-bisaboleno 204 CisH2a
3,4,5-
12,547 | 8,61 | 1521,557 -- trimetoxi- 194 C11H1403
estireno*
2,4,5-
19,1 , .
13,225 4 1565,444 -- trimetoxi- 194 C11H1403
estireno*

* foram identificados via RMN H?

Os espectros de massas referentes a cada um dos picos do cromatograma da
analise do Oleo essencial das folhas de D. lanceolata podem ser observados nas
FIGURA 2.120 a 2.124.
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FIGURA 2.120 - Espectro de massas referente ao pico 1 do cromatograma da
andlise do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.121 - Espectro de massas referente ao pico 2 do cromatograma da
andlise do Oleo essencial das folhas de D. lanceolata (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.122 - Espectro de massas referente ao pico 3 do cromatograma da
andlise do Oleo essencial das folhas de D. lanceolata (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.123 - Espectro de massas referente ao pico 4 do cromatograma da
andlise do Oleo essencial das folhas de D. lanceolata (IE = 70 eV).
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FIGURA 2.124 - Espectro de massas referente ao pico 5 do cromatograma da
andlise do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata (IE = 70 eV).
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Os indices de Kovatz e os espectros de massas dos picos 4 e 5 foram
comparados com a literatura também, porém néo foi observado nenhuma semelhanca
com os descritos na literatura. Devido a semelhancga do espectro de massa desses
picos com o da substancia 4 isolada anteriormente, foi realizada uma anélise de RMN
'H da amostra do 6leo essencial para confirmar a presenca deste composto no 6éleo
essencial.

O oleo essencial das folhas de D. lanceolata apresentou cinco compostos
(TABELA 2.14 e FIGURAS 2.125 a 2.127, sendo o composto majoritario o f3-
bisaboleno (56,24%). Em seguida apresentou [3-cariofileno (3,78%), o Trans-muurola-
4(14),5-dieno (12,23%) e os compostos 3,4,5-trimetoxiestireno (8,61%) e 2,4,5-
trimetoxiestireno (19,14%) que nao foram identificados por indice de kovats, devido a

auséncia dos mesmos na literatura. Estes compostos foram identificados por RMN?*H,

e RMN-2D.
9@| G
/k \ O— o\
(B) ©)

(D) (E)

FIGURA 2.125 - Estruturas quimica dos compostos identificados no éleo essencial
de Duguetia lanceolata: A) B-cariofileno (CisH24), B) Trans-muurola-4,(14),5-dieno
(C1sH24) e C) B-bisaboleno (C11H1403), D) 3,4,5-trimetoxiestireno (C11H1403), E)
2,4,5-trimetoxiestireno (C11H1403).

A andlise do espectro de RMN*H (FIGURA 2.128 a 2.130) indicou a presenca
de dois compostos aromatico e através das integrais, observou-se que 0s mesmos
estdo na proporgao 2:1 (2,4,5-trimetoxiestireno: 3,4,5-trimetoxiestireno).

Para o composto 2,4,5-trimetoxiestireno os sinais em & 6,65 (1H, s) e & 6,50
(1H, s) caracteristicos de hidrogénios aromaticos, indicam que o anel aromatico se
encontra substituido nas posi¢des C-1, C-2, C-4 e C-5 (FIGURA 2.126).
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FIGURA 2.126 — Estrutura do 2,4,5-trimetoxiestireno.

No mapa de correlagbes HSQC (FIGURAS 2.131 e 2.132), observa-se a
correlagdo dos hidrogénios em d 6,65 e © 6,50 com os carbonos em & 103,27 e & 97 4,
respectivamente, que foram atribuidos aos carbonos C-6 e C-3.

Os singletos em & 3,89 a 6 3,82 (3 H), caracteristicos de metoxilas, sugerem
ser estas os substituintes dos C-2, C-4 e C-5 do anel aromético.

Os sinais dos hidrogénios da dupla ligagao correspondem respectivamente aos
Ha em 6 5,15 (dd) e H-2’b em 6 5,57 (dd) correlacionam-se entre sie o H-1" em 6 6,98
(dd). No mapa de correlagbes HSQC, observa-se correlacdo dos hidrogénios H-2’a
em d 5,15 e Hb em 4 5,57 com o carbono em & 111,8, atribuido ao C-2’ e Hc em 6 6,98
com o carbono em & 130,8, atribuido ao C-1'.

Para o composto 3,4,5-trimetoxiestireno (FIGURA 2.127) o sinalem & 7,03 (1H,
s), foi atribuido a dois hidrogénios equivalentes no anel aromético.

Ha

s

4??

OCHj

FIGURA 2.127 — Estrutura do 3,4,5-trimetoxiestireno.

Este sinal indica que o anel aromatico se encontra substituido nas posicdes C-
1, C-3, C-4 e C-5. No mapa de correlagcdes HSQC (FIGURAS 2.131 e 2.132), observa-
se a correlacao dos hidrogénios em & 7,03 com dois carbonos em & 109,4, atribuidos

aos carbonos equivalentes C-2 e C-6.
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Os singletos em & 3,89 a 6 3,82 (3 H), caracteristicos de metoxilas, sugerem
ser estas os substituintes dos C-3, C-4 e C-5 do anel aroméatico. Os sinais dos
hidrogénios da dupla ligacdo correspondem respectivamente aos Ha em 6 5,21 (dd) e
5,66 Hb correlacionando-se e o Hc em 6 6,65 (dd). No espectro de HSQC, observa-
se as correla¢des dos hidrogénios Ha em & 5,21 e Hb em & 5,66 com o carbono em &

112,9, atribuido ao C-2’ e Hc em & 6,65 com o carbono em § 136,8, atribuido ao C-1'.
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FIGURA 2.128 - Espectro de RMN *H do 6leo essencial de D. lanceolata (400 MHz,
CDCla).
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FIGURA 2.129 - Expansdo do espectro de RMN !H do 6leo essencial de D.
lanceolata (400 MHz, CDCl3).
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FIGURA 2.130 - Expansédo do espectro de RMN 'H do 6leo essencial de D.
lanceolata (400 MHz, CDCIs).
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FIGURA 2.131 - Mapa de contorno HSQC do 6leo essencial de D. lanceolata (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 2.132 - Expansdo do mapa de contorno HSQC do 6leo essencial de D.
lanceolata (400 MHz, CDCl3).

Este € o primeiro relato da composi¢cédo quimica do 0leo essencial obtido das

folhas de D. lanceolata.
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2.12 Ensaios com Duguetia lanceolata

Os extratos (de folhas, caule, casca do fruto e ramos), fracées e substancias
de D. lanceolata foram ensaiados pelo método de incorporagédo em dieta artificial por
ingestdo em operarias de A. sexdens rubropilosa seguindo o procedimento descrito
na parte experimental.

Os resultados foram avaliados com base na analise estatistica dos resultados
obtidos ap6s um periodo de 25 dias de experimento, onde foi empregado o teste “log-
rank”, comparando as curvas de sobrevivéncia de formigas submetidas ao tratamento

(extratos/fracBes/substancias) com aquelas dos controles (dieta pura).

2.12.1 Ensaios inseticidas de incorporacéo em dieta artificial por ingestao em

operérias de Atta sexdens rubropilosa dos extratos Duguetia lanceolata

Para os extratos das folhas, caule, casca do fruto e ramos de D. lanceolata
houve aumento gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia no decorrer do
experimento. Todos apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle
(sobrevivéncia mediana das operarias no 18° dia de experimento e 78% de
mortalidade acumulada no 25° dia), indicando uma toxicicidade para as formigas
cortadeiras.

O extrato das folhas (DLEF), apresentou uma sobrevivéncia mediana de 54%
das operarias no 10° dia de experimento e 98% no 25° dia. Ja o extrato dos ramos
(DLER), apresentou uma mortalidade superior a 50% das operarias no 10° dia de
experimento e ao final do experimento, no 25° dia, observou-se uma mortalidade de
96%.

Os extratos das cascas dos frutos (DLECaf) e sementes (DLES), também
apresentaram atividade frente as operarias, com 86% e 98% de mortalidade
acumulada ao final do experimento e 50% no 12° e 8° dia respectivamente. Estes
dados podem ser observados no grafico de sobrevivéncia FIGURA 2.133 e na
TABELA 2.16 com os dados referentes a Mortalidade acumulada e sobrevivéncia
mediana (Md).
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FIGURA 2.133 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com Duguetia
lanceolatana concentracao de 2 mg/mL.

TABELA 2.16 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com Duguetia lanceolata na concentracdo de 2 mg/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 |14 (17 |21 |25

Dieta Pura 0 2 2 8 12 |22 |38 |46 |58 |78 | 18a
DLER - Ramos O |0 |8 |26 |40 |50 |64 |92 |96 |96 |10,5b
DLEF - Folhas O |4 |10 |34 |44 |54 |70 |82 |88 |98 |9,0b
DLEcaf - Casca |0 6 10 (22 |26 |46 |54 |64 |82 (86 |12b
fruto

DLES - Sementes |0 |0 |10 |32 |50 |64 |82 |92 |96 |98 |8,5b

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

Diante destes resultados dos ensaios e analise do perfil cromatogréafico destes
extratos, apenas o extrato dos ramos de D. lanceolata ndo foi estudado, pois apesar
de sua atividade significativa, seu perfil cromatografico se assemelha bastante com o

extrato das folhas. Os demais extratos foram submetidos a extracao liquido-liquido.
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2.12.2 Ensaios inseticidas de incorporacdo em dieta artificial por ingestao em
operérias de Atta sexdens rubropilosa das fracdes da extracédo liquido-liquido

de Duguetia lanceolata

As fracbes obtidas da extracdo liquido-liquido dos extratos das folhas,
sementes e casca dos frutos de D. lanceolata também foram ensaiados pelo método
de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo em operarias de A. sexdens
rubropilosa seguindo o procedimento descrito na parte experimental. Os resultados
séo observados nas FIGURAS 2.129 a 2.131 e TABELA 2.17 a 2.19.

A FIGURA 2.134 mostra as curvas de sobrevivéncia de operarias submetidas
ao tratamento por ingestdo com as fracbes das folhas (DLEF): fracdo hexanica
(DLEF-1), fracéao diclorometano (DLEF-2), fracdo acetato de etila (DLEF-3) e fracao
hidroalcolica (DLEF-4).

Grafico de Sobrevivéncia - Duguetia lanceolata
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FIGURA 2.134 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os extratos
foliares de Duguetia lanceolata.
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TABELA 2.17 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta
artificial com os extratos foliares de Duguetia lanceolata

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 |2 |3 |6 |8 |10 |14 (17 |21 |25

Dieta Pura 2 4 16 (24 |24 |26 | 32 38 >25a

DLEF 1 (Hex) 14 [20 |36 |40 |56 |62 |72 [84 [15Db

DLEF 3 (Ac. Etila) 4 |6 |8 |20 |22 |34 |44 60 22 a

0 |0
2 |6
DLEF 2 (Dicloro) 2 |8 |20 |44 |56 |80 |94 |98 [100 |[100 |7b
0 |2
8

DLEF 4 (Hidro) 6 12 |20 |22 |32 |36 |42 |48 56 24 a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

Observa-se que dentre as fragcdes obtidas na extracao liquido-liquido das folhas
de D. lanceolata ensaiados, apenas a fracdo hexanica (DLEF-1) e diclorometano
(DLEF-2) apresentaram atividade significativa, com uma mortalidade acima de 50%
(Md) das operérias no 15° dia e 7° dia de experimento, respectivamente. Ao final do
experimento, no 25° dia, observa-se uma mortalidade de 84% para DLEF-1 e 100%
para DLEF-2.

O extrato hexanico das folhas de D. lanceolata (DLEF-hex) apresentou
atividade em todos os ensaios realizado, por esse motivo, esta fracéo foi submetido a
cromatografia em coluna de silica comum (70-230 mesh), sob vacuo, e suas fracées
foram ensaiadas na busca de compostos puros com atividade frente as formigas.

Os resultados deste ensaio podem ser observados nas FIGURA 2.135 e na
TABELA 2.18.
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FIGURA 2.135 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com subfracbes dos
extratos hexanicos folhas de Duguetia lanceolata.

TABELA 2.18 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com subfracdes dos extratos hexanicos das folhas de Duguetia lanceolata

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 |14 |17 |21 | 25

Dieta Pura 0 |2 2 |4 10 |18 |32 |44 |48 |62 |225a
FDL 1 O |0 |6 16 |18 |20 |26 |40 |46 |54 | 23a
FDL 2 O |0 |2 6 14 |14 |28 |32 |46 |52 |23 a
FDL 3 O (0 |4 |4 |8 12 |16 |26 |34 |44 |>25a
FDL 4 O |0 |0 |4 |10 |12 (20 |28 |50 |54 |20a
FDL 5 0 0 0 6 6 10 |14 |16 |32 |44 |>25D
FDL 6 O (2 |4 |6 12 |12 |20 |26 |28 |38 |>25D
FDL 7 O |0 |2 |20 |46 |52 |76 |86 |98 |98 |9b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

Para o ensaio frente as operarias, apenas a fracao Fdl-7 apresentou atividade
significativa, com Md=9 dias e 98% de mortalidade acumulada ao final do
experimento. As demais fragBes tiveram sobrevivéncia mediana (Md) entre 20 e 25

dias e um mortalidade acumulada de 38 a 62% ao final do experimento.

Para as fracbes oriundas das particbes do extrato das sementes (DLES)
apenas a fracao diclorometano (DLES-2) apresentou resultado significativo, com Md=
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10 dias e 100% de mortalidade ao 21°dia de experimento. Estes dados podem ser
analisados na TABELA 2.19 e FIGURA 2.136.
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FIGURA 2.136 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com os extratos das
sementes de Duguetia lanceolata.

TABELA 2.19 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com os extratos das sementes de Duguetia lanceolata

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 |14 |17 |21 25
Dieta Pura O |0 |2 |4 |16 |24 |24 |26 |32 38 >25a
DLES 1 (Hex) 10 |16 |16 |28 |28 |30 |34 (38 |38 |52 |25a

DLES 2 (Dicloro) |6 |10 |10 |18 |38 [54 [92 |96 [ 100 | 100 |10b
DLES3(Ac.Etila) |2 |4 [8 [12 [14 [22 |26 [32 |44 |64 [24Db
DLES 4 (Hidro) 2 |2 |6 |12 |16 |22 (30 (34 [34 |44 [>25a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

Os resultados dos ensaios das extracdes liquido-liquido do extrato das cascas
dos frutos (DLECaf) estdo na TABELA 2.20 e FIGURA 2.137. A FIGURA 2.137 mostra
as curvas de sobrevivéncia de operarias submetidas ao tratamento por ingestdo com
as fracoes: fracdo hexanica (DLECaf-1), fracdo diclorometano (DLECaf-2), fracéo
acetato de etila (DLECaf-3) e fracédo hidroalcolica (DLECaf-4).
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Apenas as fracfes hexanica (DLECaf-1) e fracao diclorometano (DLECaf -2)
apresentaram atividade significativa de acordo com de acordo com o teste “log rank”
(p< 0,05). Estas apresentaram 96% e 90% de mortalidade acumulada ao final do
experimento e Md=18 e Md=17dias respectivamente.
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FIGURA 2.137 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com os extratos da
casca do fruto de Duguetia lanceolata.

TABELA 2.20 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com os extratos da casca do fruto de Duguetia lanceolata

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 |14 |17 |21 | 25

Dieta Pura 2 4 16 |24 |24 |26 |32 |38 |>25a

DLECaf 1 (Hex) 6 |26 |28 |28 |40 [44 |70 |96 | 18D

10 |16 |20 |24 |34 |50 |76 |90 |17b

0
2
DLECaf 2 (Dicloro) 0
2

DLECaf 3 (Ac. Etila) 4 |8 |12 |16 |24 |24 |40 |56 |24 a

A N O OO O

DLECaf 4 (Hidro) 2 6 |8 |14 |20 |24 [30 |38 [42 [>25a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).
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2.12.3 Ensaios ensaio topico sobre operarias de A. sexdens rubropilosa

O dleo essencial das folhas de D. lanceolata foi submetido ao ensaio topico

sobre operarias de A. sexdens rubropilosa de acordo com a metodologia descrita

anteriormente. Este ensaio foi realizado nas concentracdes de 50 pug/mL e 100 pg/mL
e 0s resultados obtidos podem ser observados na TABELA 2-21 e FIGURA 2.138.
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FIGURA 2.138 - Curvas de sobrevivéncia de operérias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio tépico com Oleo essencial de D.

concentracdes de 50 pg/mL e 100 pg/mL.

lanceolatanas

TABELA 2.21 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operérias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio tépico com 6leo essencial de
D. lanceolata nas concentra¢cdes de 50 pg/mL e 100 pug/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 2 3 |6 8 10 |14 | 17 21 | 25
Controle Dieta Pura | 0 0 O |6 |6 |6 |14 |28 |40 |68 |22a
Controle Acetona 0 0 6 |8 |12 |26 (42 |58 |68 |78 |17b
Oleo Essencial | 2 2 2 |8 |26 |32 |50 58 |72 |80 |14,5a
(50pg/mL)
Oleo Essencial |24 |34 |36 |54 |60 |76 |82 |90 |94 |96 |6,0b
(100pg/mL)

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

Observa-se que o 6leo essencial apresentou uma mortalidade acumulada de

80% ao final do experimento na concentracdo de 50 pug/mL e 96% na concentracao
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de 100 pg/mL. De acordo com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens
rubropilosa submetidas a bioensaios, diferencas significativas de acordo com a
estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-controle dieta pura = 22 dias e Md-controle
acetona = 17 dias) foram observadas apenas para o 6leo essencial na concentracao
100 pg/mL de Md-6leo 100 pg/mL = 6 dias.

2.12.4 Ensaios frente ao fungo simbionte L. gongylophorus

2.12.4.1 Ensaio dos extratos etandlicos e particdes de Duguetia lanceolata

Os extratos de D. lanceolata foram submetidos a ensaios in vitro sobre o fungo
simbionte L. gongylophorus de acordo com a metodologia descrita anteriormente.

Apenas o extrato de casca dos frutos, DLECaf apresentou resultados
significativos, com 86% de inibicdo no crescimento micelial na concentracéo de 1000
pg/mL ao final do experimento. Os demais extratos apresentaram inibicao de 5% para
as folhas (DLEF), 14% para os ramos (DLER) e 1% para as sementes (DLES)
(FIGURAS 2.139 a 2.142 e TABELA 2.22).

TABELA 2.22 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo L. gongylophorus apés 30 dias do experimento,
com os extratos de D. lanceolata

Réplicas |
DLEcaf | DLEF DLER DLES Controle *

1 1,41 9,18 7,25 7,94 8,76
2 1,37 8,04 6,42 7,74 7,45
3 1,09 8,04 8,14 9,29 8,97
4 0,95 8,04 7,64 8,97 9,62
5 7,54 7,54 8,86 8,24
Média 1,21 8,17 7,40 8,56 8,61

SD 0,22 0,61 0,63 0,68 0,81
RSD 18,30 7,42 8,56 7,94 9,46
Inibicdo | 86 % 5% 14 % 1%

Controle referente a amostra; concentragéo da amostra: CIC: 1000 pg/mL; SD

= desvio padrdo e RSD = desvio padréao relativo.
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FIGURA 2.139 - Efeito do extrato DLECaf (1000 pg/mL) sobre o crescimento do
fungo simbionte L. gongylophorus. As imagens referem-se ao fungo na presenca
do controle (A) e extrato DLECaf (1000ug/mL) (B).
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FIGURA 2.140 - Efeito do extrato DLEF (1000 pg/mL) sobre o crescimento do
fungo simbionte L. gongylophorus. Imagens do fungo simbionte na presenca do
extrato DLEF (1000ug/mL) (A) e controle (B).
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FIGURA 2.141 - Efeito do extrato DLER (1000 pg/mL) sobre o crescimento do
fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Imagens do fungo simbionte na
presenca do extrato DLER (1000 pg/mL) (A) e controle (B).
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FIGURA 2.142 - Efeito do extrato DLES (1000 pg/mL) sobre o crescimento do
fungo simbionte L. gongylophorus. Imagens do fungo simbionte na presenca do
extrato DLES (1000 pg/mL) (A) e controle (B).

O unico extrato que que apresentou inibicdo do crescimento micelial do fungo

L. gongylophorus, foi o extrato da casca dos frutos (DLECaf), portanto, apenas as

fracOes hexanica (DLECaf-1), fragdo diclorometano (DLECaf -2), fracdo acetato de

etila (DLECaf -3) e fragdo hidroalcdlica (DLECaf -4) foram ensaiadas novamente

(TABELA 2.23, FIGURA 2.143).

TABELA 2.23 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo L. gongylophorus apds 30 dias do experimento,
com os as fracdes da particdo do extrato da casca dos frutos de D. lanceolata

Réplicas | DLECaf | Controle DLECaf | Controle DLECaf | DLECaf | Controle
Hexano | Hexano Dicloro | Dicloro AcoEt Hidro MeOH

1 3,2031 10,6308 0,9499 10,1736 5,56543 | 7,4468 7,1595
2 3,2031 11,5753 0,9499 9,8373 45216 | 8,2406 9,0746
3 3,2031 10,8631 0,785 10,5155 5,5543 | 6,8778 7,4468
4 3,1400 10,6308 1,1304 9,7265 - 7,2547 8,8623
5 3,0775 9,3977 1,0930 9,5067 - 9,8373 8,4453
Média 3,1654 10,6195 0,9816 9,9519 5,2101 | 7,9315 8,1977
SD 0,0562 0,7852 0,1371 0,3966 0,5963 | 1,1759 0,8535
RSD 1,7756 7,3936 13,9704 3,9847 11,4442 | 14,8256 10,4111
Inibicao 70 90 36 3
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FIGURA 2.143 - Efeito das particbes dos extratos (1000 pg/mL) sobre o
crescimento do fungo simbionte L. gongylophorus.

Observa-se na TABELA 2.23 e na FIGURA 2.143, os resultados do ensaio das
fracOes da extracdo liquido-liquido do extrato das cascas dos frutos de D. lanceolata.
A fracdo hexéanica (DLECaf-Hexano) apresentou 70% de inibicdo do micélio e a fracdo
diclorometano (DLECaf-dicloro), 90% de inibicéo.

Estas fracfes foram alvo de estudo, na busca de isolamento de compostos,
porém devido a pouca quantidade isolada destes compostos (liriodenina, lisicamina,
lanuginosina e oxolaurelinna) e de massa, as substancias isoladas n&do foram

ensaiadas.

2.12.5 Substéancias isoladas- Ensaios de injestao sobre Atta sexdens

rubropilosa e frente ao fungo simbionte L. gongylophorus

O Composto 2,4,5-trimetoxiestireno, isolado da particdo hexanica das folhas de
D. lanceolata, foi ensaiado em ambos o0s ensaios, os resultados obtidos ndo foram téo
satisfatorios. No ensaio de injestdo diferencas significativas de acordo com a
estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-controle = 25 dias e) foram observadas na
concentracdo 0,1 mg/mL de Md-trimetoxi = 19 dias e apenas 56% de mortalidade
acumulada.

Ja o flavonoide (Cdlef-D1 4-7), substancia 13, isolado da particdo diclorometano
das folhas (DLEF-dicloro) n&o foi observado diferencgas significativas de acordo com

a estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-controle = 25 dias), na concentracéo de 0,1
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mg/mL Md-flavonoide paquipodol= 25 dias, sendo sua mortalidade de 30%, ou seja,

menor que controle. Estes dados séo observados na TABELA 2.24 e FIGURA 2.144

abaixo.
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FIGURA 2.144 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com substancias puras
de Duguetia lanceolata (Cdlef — D — 1:4-7 (flavonoide paquipodol) e 2,4,5—
trimetoxiestireno), ambas na concentracao de 0,1 mg/mL.

TABELA 2.24 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com substancias puras de Duguetia lanceolata (Cdlef-D-1_4-7-flavonoide
paquipodol e 2,4,5-trimetoxiestireno), ambas na concentracéo de 0,1 mg/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 |14 |17 |21 |25

Dieta Pura O (2 |2 |8 |8 |18 |22 |28 |36 |44 |>25a
Cdlef-D-1:4 -7/0 |O |O |2 |4 |10 |10 |14 |16 |30 |>25a
(Flavonoide

Paquipodol)

2,4,5- O |0 (4 |14 |32 |32 |42 |46 |54 |56 | 19a
Trimetoxiestireno

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste “log rank” (p< 0,05).

Com relacdo ao ensaio frente ao fungo simbionte, o composto 2,4,5-
trimetoxiestireno apresentou 46% inibicAo do crescimento micelial, enquanto o
flavonoide apresentou apenas 35% quando comparados aos Seus respectivos

controles. Estes dados estdo na TABELA 2.25.
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TABELA 2.25 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do

experimento

Réplicas
2,4,5- Controle! Flavonoide Controle?

Ensaio trimetoxi- Acetona Paquipodol Acetona

estireno 500pL 500 pL
1 4,750506 8,862336 8,54865 12,56
2 4,90625 9,0746 7,159514 12,31006
3 4,372136 8,652584 8,0384 12,56
4 4,90625 8,968154 8,968154 12,56
5 4,90625 8,968154 8,0384 12,56
Média 4,7683 8,9052 8,1506 12,5100
SD 0,2315 0,1599023 0,6772 0,1117784
RSD 4,85482223 | 1,79561244 | 8,30826806 | 0,89351123
Inibicdo 46% | @ - 35% | -

L controle, 100% acetona_500uL, referente a amostra: 2,4,5- trimetoxiestireno.

2 controle, 100% acetona_500uL, referente a amostra: flavonoide paquipodol.

O composto 2,4,5-trimetoxifenilamina (Sdl16_10), isolado da particdo hexanica

das folhas de D. lanceolata, foi ensaiado nas concentra¢des de 0,1 e 0,2 mg/ml. Os
resultados séo observados na TABELA 2.26 e FIGURA 2.145. No ensaio de ingestao

diferencas significativas de acordo com a estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-

controle = 25 dias e) foram observadas de Md-0,1 mg/mL = 19,5 dias e Md-0,2 mg/mL=

18,5 dias, com 56% e 64% respectivamente de mortalidade acumulada.
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FIGURA 2.145 - Curvas de sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de
trimetoxifenilamina isolado da particdo hexanica das folhas de Duguetia lanceolata
na concentracdo de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL.

incorporacdo em dieta artificial

com 2,4,5-

TABELA 2.26 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com 2,4,5-trimetoxifenilamina isolado da particdo hexanica das folhas de
Duguetia lanceolata na concentragao de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1{2|/3 |6 8 10 |14 |17 |21 |25

Controle Dieta Pura 012|/2 |6 10 |18 |32 |38 |46 |46 |>25ba
2,4,5- 0|20 |4 12 |18 |32 |42 |56 |56 |19,5a
Trimetoxifenilamina

0,1mg/ml

2,4,5- 0|0|6 |14 |42 |44 |48 |48 |58 |64 | 18,5b
Trimetoxifenilamina

0,2mg/ml

Com relacéo

ao ensaio frente ao fungo simbionte, o composto 2,4,5-

trimetoxifenilamina néo apresentou resultado significativo, com apenas 8% de inibigéo

do crescimento micelial, quando comparados ao controle. Estes dados estdo na

TABELA 2.27.
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TABELA 2.27 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apdés 30 dias do
experimento

Réplicas

Ensaio 2,4 ,5-trimetoxifenilamina *Controle
Acetato de etila 500uL

1 10,40094 10,74665
2 10,28695 11,3354
3 10,40094 11,3354
4 10,40094 11,21639
5 10,06087 11,21639
Média 10,3101 11,1700
SD 0,1478 0,244051
RSD 1,433735 2,1848734
Inibicéo 8% -

*Controle, 100% Acetato de etila _500pL,

2.12.6 Ensaios do 6leo essencial das folhas de D. lanceolata frente o fungo L.

gongylophorus.

O dleo essencial das folhas de D. lanceolata foram submetidos a ensaios in
vitro sobre o fungo simbionte L. gongylophorus de acordo com a metodologia descrita
anteriormente (FIGURA 2.146 e TABELA 2.28).

Nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Observa-se que na concentracdo de 50
pg/mL, a inibicdo do crescimento micelial foi de 46%, ja na concentracdo de 100 pg/mL
tivemos uma inibicdo de 52%.

Tal fato pode indicar que ha inibicdo, porém ndo nas concentracdes testadas,
os resultados indicam que possivelmente, em maiores concentragdes, poderiamos
obter uma maior inibicdo do fungo. O ensaio em concentracdes maiores nao foi

realizado, devido a escassez de material.
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TABELA 2.28 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do
experimento para o 6leo essencial de D. lanceolata

Réplicas
Ensaio Oleo Oleo Controle
duguetia | duguetia
50 pL 100 pL
1 6,420986 | 6,331496 | 12,68591
2 7,159514 | 5,807744 12,56
3 6,971114 | 5,064506 12,56
4 6,971114 | 6,971114 | 13,19585
5 6,693224 - 12,56
Média 6,8432 6,0437 12,7124
SD 0,2888 0,8078 0,2757275
RSD 4,219711 | 13,36525 | 2,168973
24 78
Inibicao 46 % 52 % -

FIGURA 2.146 - Imagens do fungo simbionte na presenca do controle (A), 50
png/mL de 6leo essencial de D. lanceolata (B) e 100 pg/mL de 6leo de D. lanceolata
(©).
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2.12.7 Ensaios a frente S. zeamais

2.12.7.1 Ensaio dos extratos de D. lanceolate frente S. zeamais

Para o ensaio dos extratos brutos de D. lanceolata sobre S. zeamais expostos

em amostras de milho, foram utilizadas duas concentracdes (1500 e 3000 ppm,

TABELA 2.29) estabelecidas com base em estudos prévios (RIBEIRO, 2010).

TABELA 2.29 - Mortalidade ao 10° dia (x erro padréo) de adultos de S. zeamais
expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com extratos etandlicos de D.
lanceolata (Annonaceae) (1500 ppm e 3000 ppm). Temp.: 2512 °C; U.R.: 60+10%

e fotofase de 14 h

1:1)

Extrato Estrutura Mortalidade
Vegetal (%)*
1.500 ppm
Casca dos Frutos | 0,00+0,00
Etandlico de Duguetia lanceolata Folhas 4,00+1,24
Ramos 0,00+0,00
Sementes 1,50+1,50
Testemunha (acetona:metanol, -- 1,50+0,76
1:1)
3.000 ppm
Casca dos frutos | 0,50+0,50
Etandlico de Duguetia lanceolata Folhas 37,50+4,60
Ramos 1,00+0,66
Sementes 0,50+0,50
Testemunha (acetona:metanol, -- 0,00+0,00

* Aplicadas com um volume de calda de 30 L t.

Apenas extrato etandlico das folhas de D. lanceolata apresentou resultados
significativos. Na concentracdo de 1500 ppm houve uma mortalidade dos adultos de

S. zeamais expostos em amostras de milho de 4,00£1,24% ao 10° dia (£ erro padréo).

Ja na concentracdo de 3000 ppm, a mortalidade foi de 37,50+4,60%.
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Estes dados levaram ao interesse em se estudar o extrato etandlico das folhas de D.

lanceolata na busca de compostos ativos.

2.12.7.2 Ensaio das particbes do extrato ativo (DLEF) frente S. zeamais

Para o ensaio das fracdes extracao liquido-liquido sobre S. zeamais expostos
em amostras de milho foram calculadas a CLso e CLgo a partir da mortalidade obtida
no ensaio do extrato, quando h& mortalidade expressiva. No entanto, o extrato de
folnas de D. lanceolata ndo atingiu 50% de mortalidade, por isso, as fracbes da
extracdo liquido-liquido foram testadas mesma concentracdo empregada no ensaio
dos extratos brutos (1500 ppm). Os dados deste ensaio podem ser observados na
TABELA 2.30 e FIGURA 2.147.

TABELA 2.30 - Mortalidade ao 10° dia (+ erro padrao) de adultos de S. zeamais
expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com particdes do extrato etandlico
de folhas de D. lanceolata (Annonaceae) (1500 ppm). Temp.: 25+2 °C; U.R.:
60+10% e fotofase de 14 h

Particdo do extrato etandlico das | Mortalidade (%)*
folhas de Duguetia lanceolata

DLEF-Hexano 74,0+4,76a
DLEF-Diclorometano 6,0+3,48b
DLEF-Acetato de etila 2,5+1,53b
DLEF-Hidroalcoolica 4,0+1,45b
Controle (Acetona: Metanol (1:1)) 3,5+1,30 b

* Aplicadas com um volume de calda de 30 L t.
* Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si com base nas comparagdes

multiplas de Tukey (GLM com distribuicdo. Quase-binomial, p>0,05).
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FIGURA 2.147 - Percentagem de mortalidade ao 10° dia (+ erro padréo) de adultos
de S. zeamais expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com particdes do
extrato etandlico de folhas de D. lanceolata (Annonaceae) (1500 ppm). Temp.:
251+2°C; U.R.: 60£10% e fotofase de 14 h.

Os resultados mostram que a fracdo hexanica do extrato etandlico das folhas
de D. lanceolata apresentou 74 % de mortalidade de adultos de S. zeamais expostos
em amostras de milho, ao 10° dia, demonstrando assim a atividade desta fracédo sobre

a inseto praga.

2.12.7.3 Ensaio das subfracf8es obtidas do extrato das folhas de D. lanceolata
(DLEF) frente S. zeamais

Para os ensaios sobre S. zeamais expostos em amostras de milho as
subfracdes obtidas da fracdo hexanica do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata
foram testadas na concentracdo de 300 ppm (1/5 da concentracdo utilizada para as
fracGes oriundas da extracdo liquido-liquido) e 750 ppm. Estes dados podem ser
observados na TABELA 2-31 e FIGURA 2-148 e 2-149.
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TABELA 2.31 - Mortalidade ao 10° dia (+ erro padrao) de adultos de S. zeamais
expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com subfragcdes da particao
hexanica do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata (Annonaceae) (300
ppm). Temp.: 25+2°C; U.R.: 60+10% e fotofase de 14 h

Subfracbes Mortalidade (%)*
FDL1 4,50+1,38
FDL2 0,50+0,50
FDL3 2,00+1,10
FDL4 2,00+1,10
FDLS 2,50+1,11
FDLG6 1,66+1,11
FDL7 0,50+0,50
Controle (Acetona) 1,50+0,76
Controle (Metanol: agua (1:1)) 0,50+0,50

* Diferenga néo significativa entre os tratamentos (GLM com distribuicdo. Quase
binomial, p>0,05).

100
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FIGURA 2.148 - Percentagem de mortalidade ao 10° dia (+ erro padrdo) de adultos
de S. zeamais expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com subfracdes da
particdo hexanica do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata (Annonaceae)
(300 ppm). Temp.: 25+£2°C; U.R.: 60+10% e fotofase de 14 h.

Os resultados mostram que nenhuma das subtragcdes apresentaram

porcentagem significativa de mortalidade ao 10° dia (+ erro padréo) de adultos de S.
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zeamais expostos em amostras de milho na concentracdo de 300 ppm. Diante dos
resultados, estas foram submetidas ao ensaio na concentracdo de 750 ppm, onde a
fracdo a subfracao FdI-2 e Fdl-6 causaram mortalidades significativas para S. zeamais.

Estes resultados estdo na Figura 2-149.
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FIGURA 2.149 - Percentagem de mortalidade ao 10° dia (+ erro padréo) de adultos
de S. zeamais expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com subfracdes da
particdo hexanica do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata (Annonaceae)
(750 ppm). Temp.: 25+2°C; U.R.: 60+10% e fotofase de 14 h. Barras seguidas por
letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (GLM com
distribuicdes quase binomiais, seguido por um teste postthoc de Tukey, p <0,05).
* Nao incluido na andlise (variancia nula).

As substancias isoladas da fragdo Fdl-2 (mistura dos esteroides campesterol,
estigmasterol e [-sitosterol e o 2,4,5-trimetoxiestireno) foram ensaiadas na
concentracdo de 75 ppm. Nao foi observado atividade significativa destes compostos
frente ao S. zeamais, a mistura de esteroides apresentou 3% de mortalidade e o0 2,4,5-
trimetoxiestireno apenas 6%. Estes resultados estdo descritos na Tabela 2.32.
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TABELA 2.32 - Percentagem de mortalidade ao 10° dia (+ erro padrédo) de adultos
de S. zeamais expostos em amostras de milho (10 g) tratadas com as substancias
isoladas da fracdo hexanica do extrato etanolico das folhas de D. lanceolata
(Annonaceae) mistura dos esteroides campesterol, estigmasterol e 3-sitosterol e
0 2,4,5-trimetoxiestireno (75 ppm). Temp.: 25£2°C; U.R.: 60+10% e fotofase de 14

h

Nota: Insecto® (formulacdo a base de terra de diatomaceas) foi utilizado a 1.000 mg

kgt como controle positivo.

NUumero de

Graos

Perda de Peso

Mortalidade . i dos Graos
Composto (%) insetos Danificados Total
2 0/4)1 ivyad
expostos (%) (%)3 Relativa
2,4,5-
_ o 6,00+1,87 15,60+2,31 b 53,03+8.12 b 6,41 60,24
trimetoxiestireno
Mistura de
estedides
[(campesterol
(8.44%) +
) 3,00%£2,00 17,20+2,35 b 52.71+4.73 b 7,17 67,39
estigmasterol
(12.37%) +
sitosterol
(79.19%)]
Inseto®
N 100,00+0,00* 0,20£0,20 c 1.33+1,33 ¢ 0,09 0,85
(Controle positivo)
Acetona
(controle 1,00£1.00 29,40+3,38 a 85,10+4,72a 10,64 100,00
negativo)
F 2,0686 s 41,288 35,058 -- --
p value 0,1691 <0,0001 < 0,0001 -- --

1 Médias seguidas por letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (GLM com distribuicdo quase binomial seguida pelo teste post hoc de Tukey, p <0,05);

°Médias seguidas de letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (GLM com distribuicdo quase Poisson seguida pelo teste post hoc de Tukey, p <0,05

3Calculo usando a férmula proposta por Adams e Schulten (1976);

4Calculo a partir da comparacao relativa do tratamento com seu respectivo controle;
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*Aplicado com pulverizacdo de 30 L t-1; ** N&o incluido na analise (variancia
nula).

2.13 Concluséao

Nesta parte do trabalho, foi possivel contribuir para a quimiossistematica de D.
lanceolata: no total foram isoladas 17 substéncias sendo trés esteroides, nove
alcaloides (dos quais apenas 6 foram identificados), um flavonoide, dois derivados
aromaticos, um derivado de dihidronaftalenona e um derivado de aminoacido.

Os extratos mais ativo frente A. sexdens rubropilosa foram DLEF-Hex e DLEF-
dicloro. Para DLEF-Hex, as sete subfracdes (Fdl-1, Fdl-2 FdI-3 FdI-4 FdI-5 FdI-6 FdI-
7) obtidas ap6s a realizacdo de uma coluna cromatogréfica, sob vacuo, foram
encaminhadas ao ensaio de incorporagcdo em dieta artificial das formigas. De acordo
com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens rubropilosa submetidas a
bioensaios, diferencas significativas de acordo com a estatistica "log rank" teste (p
<0,05, Md-controle = 22,5 dias) foram observadas apenas para a fragdo (Md-Fdl 7 =
9 dias) com mortalidade acumulada de 98% ao final do experimento. Esta fracao foi
estudada e levou ao isolamento de 3 alcaloides.

Na fracdo FdI-2 foram isolados dois compostos majoritarios: o 2,4,5-
trimetoxiestireno e 2,4,5-trimetoxifenilamina, além de trés esterdides ja descritos na
literatura sem atividade frente as formigas. O 2,4,5-trimetoxiestireno foi submetido ao
ensaio de incorporacdo em dieta artificial das formigas, onde diferencas significativas
de acordo com a estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-controle = 25 dias) foram
observadas na concentracdo 0,1 mg/mL de Md-trimetoxi = 19 dias com 56% de
mortalidade acumulada. Ja o composto 2,4,5-trimetoxifenilamina, foi ensaiado nas
concentracdes de 0,1 e 0,2 mg/ml no ensaio de ingestao diferencas significativas de
acordo com a estatistica "log rank" teste (p <0,05, Md-controle = 25 dias e) foram
observadas de Md-0,1 mg/mL = 19,5 dias e Md-0,2bmg/mL = 18,5 dias, com 56% e
64% respectivamente de mortalidade acumulada. No ensaio frente ao fungo
simbionte, a inibicdo do crescimento micelial foi de apenas 8%.

Da fracdao DLEF-dicloro foi isolado majoritariamente um flavonoide, este foi
submetido ao ensaio de incorporagao em dieta artificial das formigas, no qual n&o foi
observado diferencas significativas de acordo com a estatistica "log rank" teste (p
<0,05, Md-controle = 25 dias), na concentragédo de 0,1mg/mL Md-flavonoide= 25 dias,
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sendo sua mortalidade de 30%. Apesar de majoritario nesta fracdo ndo € o
componente responsavel pela atividade na fracao frente as formigas. No ensaio in
vitro sobre o fungo simbionte L. gongylophorus, o flavonoide apresentou 35% de
inibicdo no crescimento micelial.

Dentre os extratos de D. lanceolata ensaia dos in vitro sobre o fungo simbionte
L. gongylophorus, apenas o extrato etanolico da casca dos frutos DLECaf apresentou
atividade significativa, exibindo 86% de inibicgdo no crescimento micelial na
concentracéo de 1000 pg/mL ao final do experimento.

Em virtude dos resultados obtidos dos extratos de D. lanceolada a atividade
possivelmente esta relaciona a mistura de alcaloides, pois quando essa mistura foi
ensaiada, apresentou 84% de inibicdo do crescimento micelial na concentragéo de
1000 pg/ml e no ensaio nas operarias, apresentou mortalidade média Md= 3 dias nas
concentracfes de 1 mg/ml e 2 mg/mL quando comparado ao controle. Isso indica que
a atividade encontrada esta relacionada a presenca destes alcaloides, uma vez que
0S compostos majoritarios nao apresentaram atividade significativa frente aos ensaios
biolbgicos.

O estudo do d6leo essencial, levou a identificagdo de 5 compostos (3-cariofileno;
trans-muurola-4, (14),5-dieno; [B-bisaboleno; 3,4,5-trimetoxiestireno e 2,4,5-
trimetoxiestireno). Os resultados do estudo in vitro sobre o fungo simbionte L.
gongylophorus, mostram que na concentragdo de 50 pug/mL, houve 46% de inibicé&o
do crescimento micelial, jA na concentracao de 100 pug/mL a inibicao foi de 52%. O
aumento proporcional da inibicdo com uma maior concentracdo nos leva concluir a
melhores resultados de inibicdo em maiores.

No ensaio de S. zeamais expostos em amostras de milho, os extratos de D.
lanceolata apenas o extrato etandlico das folhas de D. lanceolata apresentou
resultados significativos mais especificamente a fracdo hexanica (DLEF-hex), com 74
% de mortalidade, ao 10° dia.

As substancias isoladas da fracdo FdI-2 (mistura dos esterdides campesterol,
estigmasterol e -sitosterol e o 2,4,5-trimetoxiestireno) foram ensaiados na
concentracéo de 75 ppm. Nao foi observado atividade significativa destes compostos
frente ao S. zeamais, a mistura de esteroides apresentou 3% de mortalidade e 0 2,4,5-
trimetoxiestireno apenas 6%. Uma hipotese para a atividade da fracdo DLEF-hex é

sinergismo, ou seja, acdo combinada de todas as fracdes e seus constituintes que
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produzem a atividade biologica, quando estes constituintes sado separados, a atividade

deixa de existir.
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CAPITULO 3 - ESTUDO FOTOQUIMICO
BIOMONITORADO DE Lithraea molleoides
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3.1 Ordem Sapindales

Segundo CRONQUIST (1981, 1988), a ordem Sapindales € composta pelas
familias  Staphyleaceae, Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniaceae,
Sapindaceae, Hippocastanaceae, Aceraceae, Burseraceae, Anacardiaceae,
Julianiaceae, Simaroubaceae, Cneoraceae, Meliaceae, Rutaceae e Zygophyllaceae.
Dentre estas, as principais familias estudadas pelo grupo de produtos naturais da
UFSCar sao Meliaceae, Anacardeaceae e Rutaceae.

O interesse no estudo de espécies da ordem Sapindales deve-se a presenca
de classes de metabdlitos secundarios que apresentam varias atividades biolégicas,

principalmente contra insetos (NEBO et al., 2009).

3.2 Familia Anacardiaceae

Anacardiaceae (Angiosperm Phylogeny Group, APG, 2003) é constituida por
aproximadamente 76 géneros e 600 espécies. Seus géneros sao subdivididos em
cinco tribos (Anacardieae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). Cerca
de 25% dos géneros dessa familia sdo conhecidos como téxicos e causadores de
dermatite de contato severa.

A dermatite de contato provocada por essas plantas € atribuida principalmente
a compostos fendlicos e catecélicos ou a mistura destas substancias, denominados
lipidios fenolicos (CORREA et al., 2006; LACCHIA e GUERREIRO, 2009).

Do ponto de vista quimico, os géneros mais estudados nesta familia sé&o
Mangifera, Rhus (Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus,
Schinus, Pistacia, Lithraea, Tapirirae Melanorrhoea (CORREA et al., 2006).

Alguns estudos mostram que diversas substancias, tais como derivados de
fenol foram isoladas de plantas dessa familia, dentre elas, 5-alquilresorcindis que
possuem atividades antibacteriana, antifingica e citotoxica (LOPEZ, et al., 2005;
KOZUBEK et al., 2001; CHATURVEDULA et al., 2002).

Os estudos destas espécies possibilitaram também verificar a ocorréncia de
substancias como esteroides, flavonoides, xantonas, terpenos e, principalmente, dos
derivados de lipidios fendlicos e na classe dos flavonoides, os biflavonoides sao os

mais frequentes (CORREA et al., 2006). Esta diversidade de metabdlitos secundarios,
156



associada a diferentes atividades biologicas dos constituintes tém justificado o

interesse no estudo de espécies desta familia.

3.3 Espécie Lithraea molleoides

Lithraea molleoides Vell. (Anacardiaceae) é uma arvore (Figura 07) encontrada
no Brasil, Paraguai, Bolivia, Uruguai, Argentina e Chile. E popularmente usada na
forma de extrato alcodlico, decocgéao e infusdo para o tratamento de tosse, bronquite,
artrite, doencas do sistema digestivo, como diurético, tranquilizante, hemostético e
tonico (SHIMIZU et al., 2006).

FIGURA 3.1 - Folhas, flores e frutos de Lithraea molleoides. Fonte:
http://belezadacaatinga.blogspot.com/2011/08/aroeira-lithraea-molleoides-e-
schinus.html acessado em 22-01-2012 as 18:44 hs.

Na literatura encontram se estudos dessa espécie relacionados a cromatografia
gasosa de seus Oleos essenciais, catecOis alergénicose quatro resorcindis
alquilénicos (Z,2)-5-(trideca-4,7-dienyl) resorcinol (1), (Z,Z,2)-5-(trideca-4,7,10-
trienyl)resorcinol (2), (Z,Z,E)-5-(trideca-4,7,10-trienyl) resorcinol (3) e (2)-5-(trideca-4-
enyl)resorcinol (4), isolados da parte aérea de Lithraea molleoides na FIGURA 3-2,
VALCIC, 2002).
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FIGURA 3.2 - Resorcindis alquilénicos de Lithraea molleoides

Ha relatos na literatura sobre atividade anti-ulcerogénica do extrato
hidroalcodlico das partes aéreas de Lithraea molleoides (ARAUJO et al., 2006) e
atividade citotoxica contra uma linhagem de células de carcinoma hepatocelular
humano Hep G2 (RUFFA et al., 2002; LOPEZ et al., 2005).

Diante da existéncia de apenas estes estudos sobre atividade dessa espécie,

ela desperta o interesse para a busca de compostos inseticidas e/ou fungotoxicos.

3.4 Objetivos

Este capitulo tem como objetivo o estudo biomonitorado de Lithraea molleoides:
Avaliar os potenciais inseticidas e/ou fungicidas dos extratos, fragdes e substancias
isoladas frente as operarias da espécie Atta sexdens rubropilosa, seu fungo simbionte

Leucoagaricus gongylophorus;

3.5 Procedimento Experimental

3.5.1 Preparo do material vegetal e extratos

As folhas, caules e galhos de Lithraea molleoides foram coletadas em uma

fazenda localizada em Chapadao do Sul- Paraiso (MS). Estes materiais foram secos
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em estufa de circulacéo de ar a 40 °C, por aproximadamente 72 horas e pulverizados
em um moinho tipo Willey. Em seguida, os pulverizados foram submetidos a trés
extragdes consecutivas com etanol, a temperatura ambiente, na propor¢éo (5:1 v/p),
com intervalo de trés dias entre cada extracdo, em repouso com etanol. Os extratos

foram filtrados e concentrados em evaporador rotativo (FIGURA 3.3)

=388
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. 40°C, T2 horase Extra¢do temperatura
Folhas,Galhose pulverizadasemum ambiente e em repouso com
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FIGURA 3.3 - Preparo dos extratos de L. molleoides.

Foram obtidos os extratos observados na Tabela 01 com suas respectivas

massas.

TABELA 3.1 - Extratos obtidos com seus respectivos cdédigos e massas

Extrato de Lithraea | Material vegetal (g) | Codigo Massa (Q)
molleoides Extrato
Galho Etanol 546,0 LMEG 23,79
Folhas Etanol 1198,0 LMEF 58,06
Caule Etanol 718,0 LMEC 32,37

Os extratos foram submetidos aos ensaios bioldgicos inseticidas de
incorporacao em dieta artificial por ingestéao em operarias de Atta sexdens rubropilosa,
no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP- Rio Claro-SP e ensaio de
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inibicdo de L. gongylophorus in vitro pelo método de Incorporacdo realizado na

Universidade Federal de Sao Carlos

3.6 Fracionamento dos extratos L. molleoides

Os extratos LMEF, LMEG e LMEC foram submetidos a uma particédo liquido-
liquido utilizando como fase hidroalc6olica MeOH: H20 (1:3). Em um funil de
separacao adicionou-se o extrato solubilizado em 100 mL de metanol e 300 mL de
agua. Em seguida as extracGes foram feitas com solventes em ordem crescente de

polaridade (hexano, diclorometano e acetato de etila) conforme mostra FIGURA 3-4.

| o —

FIGURA 3.4 - Fluxograma dos procedimentos gerais de Particdo liquido-liquido
dos extratos etandlicos de L. molleoides.

(1) Extragdo com hexano por trés vezes, com 200 mL por vez,
(2) Extracdo com diclorometano por trés vezes, com 200 mL por vez,
(3) Extracdo com acetato de etila por trés vezes, com 200 mL por vez,

(4) Fracgéo hidroalcoolica (metanol/agua).

Ao final de cada extracdo, as fraches obtidas foram concentradas em
evaporadores rotativos obtendo-se quatro fragdes para cada um dos extratos. A
TABELA 3.2 mostra os extratos obtidos por particdo liquido-liquido com suas

respectivas massas.
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TABELA 3.2 - Subtracfes dos extratos etanolicos de L. molleoides ap0s a particao
liquido-liquido

Extratos Particdes MASSA (9)
LMEF-Hexano 34,94

FOLHAS LMEF -Diclorometano 2,10
LMEF -Acetato de etila 18,17

LMEF -Hidroalcoolica 9,78

LMEG-Hexano 12,48

GALHOS LMEG -Diclorometano 2,08
LMEG -Acetato de etild 7,14

LMEG -Hidroalcoolica 3,57

LMEC-Hexano 16,76

LMEC -Diclorometano 2,77

CAULE LMEC -Acetato de etila| 8,93
LMEC-Hidroalcoolica 3,96

AplOs a obtencdo destas fracGes, estas foram analisadas via ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) e posteriormente encaminhadas para
bioensaios inseticidas de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo em operarias de
Atta sexdens rubropilosa, no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP-
Rio Claro-SP e ensaio de inibicdo de L. gongylophorus in vitro pelo método de

incorporacdo realizado na Universidade Federal de S&o Carlos.

3.7 Estudo fitoquimico de Lithareae molleoides

3.7.1 Fracionamento da particdo hexanica do extrato etandlico das folhas de
Lithareae molleoides (LMEF-hex)

O extrato da particdo hexanica do extrato etandlico das folhas de Lithraea
molleoides (LMEF-hex 17,9634 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica
comum (70-230 mesh) (h=24 cm, ¢ =7 cm) sob véacuo, utilizando-se solventes em
ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol.
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Foram obtidas 14 fragdes, as quais foram analisadas via RMN 'H e CCDC e de
acordo com as semelhancas apresentadas na analise, foram reunidas em 8 fracdes:
FiIm-1 (hexano), FIm-2 (hexano: diclorometano), e FIm-3, FIm-4, FIm-5
(diclorometano), FIm-6 e FIm-7(acetato de etila) FIm-8 (metanol). As condi¢gdes estao
detalhadas na FIGURA 3.5.

LMEF-hex
17,9634g
Condicéao 1
FIm-1 FIm-2 FIm-3 FIm-4 Flm-5
3,7896 g 2,8740g 3,1105¢9 1,2356 g 1,38769g
FIm-6 FIm-7 FIm-8
2,5874g 1,07653g 1,5648¢g

FIGURA 3.5 - Condicdo 1: Coluna de vidro (¢ x h = 7 cm x 24 cm), Fase
estacionaria: gel comum (70-230 mesh), Modo de eluicdo: gradiente, Solventes:
Hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol.

Estas fracGes foram enviadas para ensaio por ingestdo sobre as formigas

cortadeiras (Atta sexdens rubropilosa).
3.7.2 Fracionamento da fragdo FIm-3

A subfracdo FIm-3 (massa = 3,0952 g) apresentou atividade frente ensaio por
ingestao sobre Atta sexdens rubropilosa, com mortalidade de 100% das operarias ao
10°dia de experimento. Por este motivo, o material foi fracionado por cromatografia de
exclusdo com Sephadex LH-20, utilizando metanol: diclorometano (1:1 v/v) como fase

movel (condi¢do 8). Foram coletadas 14 fracdes, estas foram analisadas via RMN H
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e CCDC e de acordo com as semelhancas apresentadas na analise, foram reunidas

em 7 novas fracOes apresentadas na FIGURA 3.6.

FIm-3
3,0952¢g
Condicéo 2
Sim2:1-2 Sim2:3-4 SIm2: 5-6 SIm2:7-8 SIm2:9 SIm2:10-12 SIm2:13
832,7 645,9 mg 256,7mq 341,7mg 164.9ma 876,3mq 143,7mg
Condicdo 3
SIlm2-1:1-2 SIlm2-1:3 SIm2-1:4-5 SIm2-1:6-7 SIm2-1:8 SIm2-1:9-10 Slm2-1:11
197,3mg 74,9mg 53,8mg 105,1mg 208,5mg 125,4mg 93,8mg

1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil) —
benzeno

FIGURA 3.6 - Fluxograma- Condicao 2: coluna de vidro (¢ x h = 4,0 x 56 cm), fase
estacionaria: Sephadex LH-20, Solvente: metanol:diclorometano (1:1). Condicédo
3: coluna de vidro (¢ x h = 2,0 x 56 cm), fase estacionaria: Sephadex LH-20,
Solvente: metanol.

812,3 g) foi submetida

cromatografia de exclusdo com Sephadex LH-20, utilizando metanol como fase mével

Em seguida, a fragdo SIm2:10-12 (massa =

(condicdo 3). Foram coletadas 11 fracdes, estas foram analisadas via RMN 'H e

CCDC e de acordo com as semelhangas apresentadas na andlise, foram reunidas em
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7 novas fracdes, dentre elas o composto majoritario da fracdo: 1,4-dihidroxi-2-(5’-

pentadecenil)-benzeno. Estas estdo apresentadas no fluxograma da FIGURA 3.7.

3.7.3 Fracionamento da fragcdo FIm-6

A subfracdo FIm-6 (massa= 3,052 g) foi escolhida para o fracionamento antes
dos resultados dos ensaios por ingestdo sobre Atta sexdens rubropilosa serem
finalizados. A escolha desta fracéo foi devido ao espectro de RMN H que apresentava
sinais na regido de aromaticos. No ensaio por ingestdo sobre Atta sexdens
rubropilosa, sua atividade foi significativa quando comparada ao controle, com
mortalidade de 56% das operarias ao 25° dia de experimento.

A subfracdo FIm-6 (massa= 3,052 g) foi submetida cromatografia de excluséo
com Sephadex LH-20, utilizando metanol: diclorometano (1:1 v/v) como fase movel
(condicao 3). Devido a grande quantidade de massa, a amostra foi dividida por trés, e
em cada aplicacdo na coluna, foram inseridas aproximadamente 1,017g de amostra.

Foram coletadas 25 fracdes, estas foram analisadas via RMN 'H e CCDC e de
acordo com as semelhancas apresentadas na analise, foram reunidas em 10 novas

fracGes apresentadas no fluxograma da FIGURA 3.7.

FIm-6 3,052 g
Condicéao 4
Sim1:1-3 Sim1:4 SIm1:5-61|  gjm1:7 SIm1:8-9
1,906,8g 417,4mg 113.3mg || 59,2mg 79,8 mg
SIm1:10- Sim1:12-14 SIm1:15-16 Sim1:17-19
11 15,2 mg 5,1 mg 6,8 mg

v

galato de etila

FIGURA 3.7- Fluxograma-Condicao 4: coluna de vidro (¢ x h = 2,5 cm x 62 cm),
fase estacionéria: Sephadex LH-20, Solvente: metanol:diclorometano (1:1 v/v).
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3.8 Resultados e discusséao.

O estudo fitoquimico de, L. molleoides possibilitou o isolamento de duas
substancias majoritarias nos extratos que apresentaram atividade frente as formigas
cortadeiras.

Substancias isoladas

OH
1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)
-benzeno
e PV e A . A
— Procedéncia: Particdo hexanica
OH

Lithraea molleoides

do extrato etandlico das folhas de

? 3,4,5-trihidroxibenzoato de etila
HO O/\ (galato de etila)
Procedéncia: Particdo diclorometano
HO do extrato etandlico das folhas de
OH Lithraea molleoides

3.8.1 Determinacdao estrutural

3.8.1.1 Determinacéao estrutural do 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-benzeno

A familia Anacardiaceae é conhecida por conter metabdlitos de grupos alquil
ou derivados de alquileno de catecol, resorcinol, hidroquinona e fenol. Estes grupos
de compostos sdo conhecidos por suas propriedades vesicantes e Sd0 responsaveis
pela inducéo da dermatite de contato (VALCIC et al.,2002).

Andlise do espectro de RMN !H (FIGURA 3.8) indica a presenca de
hidroquinona de alquila com uma insaturacao. O espectro mostrou tripleto em & 0,95
(3H, t, J =7 Hz) e & que corresponde H-15’, a metila terminal da cadeia alquilica longa.
Os singletos largos em 6 1,32 a & 1,40 correspondem aos metilenos da cadeia

alquilica de H-6’ a H-12’ e integram para 17H. Os sinais sobrepostos entre & 5,39 a
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5,43 (m) integrando dois hidrogénios, sugerem proétons olefinicos (hidrogénios ligados
a dupla ligacdo) da cadeia lateral contendo uma dupla ligacdo. Estes dados levam a
concluir que existem uma instauragao na cadeia.

O tripleto em & 2,63 (2H, t, J =7 Hz), refere-se aos hidrogénios metilenos a ao
anel benzénico H-1’. O sinal em & 1,64 (2H, quint, J =7 Hz), refere-se ao H-2'. O sinal
em 06 2,06 (4H, m) refere-se aos hidrogénios vicinais a metila terminal (H-14’) e aos
hidrogénios metilenos préximos a dupla (H-5’).

Os sinais na regido de & 6,69- & 6,75 integram para trés hidrogénios,
caracterizam a presenca do anel fendlico. Estes sinais sobrepostos dificultaram a
interpretacdo da multiplicidade. Por esse motivo, conclui-se que as hidroxilas estdo na

posicéo para, com substituicdo no C-1 e C-4 do anel.
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FIGURA 3.8 - Espectro de RMN *H do 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-benzeno
(400 MHz, CDCls).

O espectro de RMN 3C (FIGURA 3.9) mostra a presenca diversos sinais de

carbonos equivalentes.
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FIGURA 3.9 - Espectro de RMN C do 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-
benzeno(100 MHz, CDClIs).

Através do mapa de correlacbes HSQC (FIGURA 3.10), observa-se o0s
hidrogénios e carbonos diretamente ligados. Analise do espectro mostra o tripleto
sobrepostos em & 0,95 (3H, t, J =7 Hz) correlaciona—se com o carbono em & 13,9
referente a metila terminal (C-15’). Os singletos largos em & 1,32 - & 1,40 referentes
aos hidrogénios metilenos da cadeia alquilica correlacionam-se com os carbonos &
22,6, 06 22,3,0 28,9, 6 29,2,5629,3,029,4,529,5,029,7,5 31,7 e 5 31,9. O sinal em
0 1,64 (q) correlaciona-se com o carbono 6 29,7 atribuido ao carbono C-2'.

O multipleto em & 2,06 referente aos hidrogénios vicinal a metila terminal e aos
hidrogénios metilenos proximo a dupla correlaciona-se com os carbonos 6 27,1 e &
22,6, atribuidos aos carbonos C-5’ e C-14’. O tripleto em & 2,63 correlaciona-se com
carbono em 29,7, atribuido ao C-1'. Os sinais entre & 5,39-0 5,43 correlaciona-se com
dois carbonos em & 129,8 e um carbono em & 129,9, atribuidos aos C-3’ e C-4’. Os
sinais na regiao de & 6,69-06 6,75 referentes ao anel fendlico, correlacionam-se com
os carbonos em & 112,9, & 120,2 (dois carbonos equivalentes cada) e & 1221,
atribuidos aos carbonos C-2, C-3 e C-6 e C-5, respectivamente. Os carbonos em &
142,9 e & 141,8 foram atribuidos aos carbonos quaternarios, com hidroxilas, por ndo

possuirem correlagdes no HSQC.
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FIGURA 3.10 - Mapa de contorno de HSQC do 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-
benzeno (400 MHz, CDCls).

O mapa de contorno HMBC (FIGURA 3.11) mostra correla¢cdes de hidrogénios
e carbonos a duas ou trés ligagdes. O sinal em 6 0,95 (3H, t, J =7 Hz) correlaciona-se
com os carbonos 6 22,6 e 6 31,9 referentes ao C-12 e C-11. O sinal entre & 5,39¢ &
5,43 (m), referente aos hidrogénios olefinicos, apresentam correlacdo com os
carbonos 6 29,7, 6 29,6, 6 27,1 e & 31,9, atribuidos aos C-1’, C-2’, C-5’ e C-6’.

O tripleto em & 2,63 (2H, t, J =7 Hz) apresenta correlagdo com os carbonos &
29,6, 6 122,1, 6 120,2, 6 142,8 e 6 142,9, atribuidos aos C-2’, C-5, C-6 e C-4 e C-1".
O sinal em & 1,64 (2H, q, J =7 Hz), refere-se ao H-2’, apresenta correlacdo com os
carbonos em 6 29,7 e 6 129,9, que foram atribuidos a C-1’ e C-3.

O sinal em & 2,06 (4H, m) apresenta correlacdo com carbonos em & 29,3, e
129,8, atribuidos aos C-6' e C-4’ e com 6 22,6, 6 31,9 atribuidos aos carbonos C-12’,
C-11’. Os sinais na regido de & 6,69-0 6,75 referentes aos hidrogénios do anel
apresentam correlagdo com 6 112,9, 8 120,2 e § 122,1, atribuidos aos C-2, C-3 e C-6
e C-5, respectivamente.
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FIGURA 3.11 - Mapa de contorno de HMBC do 1,4-dihidroxi-2-(5-pentadecenil)-
benzeno (400 MHz, CDClIs).

Portanto, conclui-se que a hidroquinona em questdo tem a estrutura indicada na

FIGURA 3.12 e possui formula molecular C21H3z40x2.

FIGURA 3.12 - 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-benzeno.

Foi realizado um experimento de insergéo direta por massas. O espectro de
massas por electrospray (ESI) no modo negativo mostrou um pico em m/z 317,3 ions
pseudomolecular [M-H]- do composto em questdo, comprovando a massa molecular
do composto 318,4 (FIGURA 3.13).
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FIGURA 3.13 - Espectro de massas (ESI) modo negativo da substéancia 1,4-
dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-benzeno.

3.8.1.2 Determinacdao estrutural do galato de etila

O galato de etila (FIGURA 3.12), foi isolada da particdo diclorometano das
folhas de Lithareae molleoides. Sua identificacdo estrutural foi realizada utilizando
experimento de RMN'H e RMN*C (FIGURAS 3.14 e 3.15) e da comparacgdo dos
valores obtidos com os dados de literatura na TABELA 3.3 (MEHLA et al., 2011,
Tabela 8)

FIGURA 3.14 - Estrutura galato de etila.
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FIGURA 3.15 - Espectro de RMN*®H do galato de etila (Acetona-ds, 400 MHZz).
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FIGURA 3.16 - Espectro de RMN*3C do galato de etila (Acetona-ds, 400 MHZz).
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TABELA 3.3 - Dados de RMN!H e RMN!3C da substancia galato de etila

comparados com a literatura

H (Acetona-ds, 400 | MEHLA, 2011, | C (Acetona-ds, MEHLA, 2011,
MHz) 400 MHz) 400 MHz) 400 MHz)
H-1 - - C-1 122,0 121,3
H-2 7,12(s) 7,04 (s) C-2 109,7 109,7
H-3 - - C-3 146,0 146,0
H-4 - - c-4 138,7 139,2
H-5 - - C-5 146,0 146,0
H-6 7,12 (s) 7,04 (s) C-6 109,7 109,7
H-1' - - C-1 166,9 164,6
H-2 | 425(q,J=8,0) | 428(q,J=8,0) | C-2 60,9 60,9
H-3' 1,32 (,J=8,0) | 1,36(, J=8,0) | C-3 14,6 14,3

3.8.2 Resultados dos ensaios biolégicos

3.8.2.1 - Incorporacdo em dieta artificial por ingestdo em operérias de Atta

sexdens rubropilosa

3.8.2.1.1 Extratos de Lithraea molleoides

Dentre os extratos de L. molleoides ensaiados, observou-se que as folhas
(LMEF) apresentaram atividade significativa, com uma mortalidade acima de 50% das
operarias no 12° dia de experimento. Ao final do experimento no 25° dia, observou-se
uma mortalidade de 98%. O extrato do caule (LMEC) ndo se mostrou muito ativo,
apresentando uma mortalidade acumulada de apenas 58%. E o extrato dos galhos de
L. molleoides (LMEG) n&o apresentou atividade quando comparado a dieta pura.

Estes dados podem ser observados no gréafico de sobrevivéncia FIGURA 3.17
e na TABELA 3.4 com os dados referentes a Mortalidade acumulada e sobrevivéncia
mediana (Md).
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FIGURA 3.17 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio inseticida de incorporacédo em dieta artificial com Lithraea
molleoides.

TABELA 3.4 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com Lithraea molleoides

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 | 14 | 17 | 21 | 25
Dieta Pura 0 0 4 4 10 | 10 | 16 | 18 | 22 | 28 | >25a
LMEC 0 0 2 | 14 | 14 | 18 | 26 | 38 | 42 | 58 | 23b
LMEF 0 0 0 14 | 32 | 48 | 54 | 74 | 86 | 98 12 b
LMEG 0 0 4 4 6 6 8 14 | 24 | 42 | >25a

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log
rank” (p< 0,05).

Diante dos resultados obtidos, o extrato das folhas (LMEF) é um dos extratos
promissores na busca de compostos puros com atividade frente as formigas e sera
alvo de estudos e fracionamento, acompanhados por novos ensaios.

3.8.2.1.2 Particao dos extratos de Lithraea molleoides

Apos a particdo do extrato das folhas de L. molleoides, as fragcdes obtidas foram

encaminhadas novamente para os ensaios de incorporacdo em dieta artificial das
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formigas e a fracdo com maior atividade foi LMEF-hexano, onde se observou uma
mortalidade de 62% no 10° dia de experimento.

A fracdo LMEF-diclorometano também apresentou uma atividade significativa,
com uma mortalidade acima de 50% das operarias no 16° dia de experimento. Ao final
do experimento no 25° dia, observa-se uma mortalidade de 90%.

As fracbes LMEF-acetato de etila e LMEF-hidroalcodlica ndo apresentaram
atividade frente as formigas e ao final do experimento, apresentaram mortalidade
acumulada inferiores a dieta pura. Os motivos destes resultados estao relacionados
ao fato destas fragdes conterem muitos acucares, o que ao inves de ter efeito tdxico
sobre as formigas, serve de alimento para as mesmas.

Estes dados podem ser observados no gréfico de sobrevivéncia FIGURA 3.18 e na
TABELA 3.5 com os dados referentes a Mortalidade acumulada e sobrevivéncia
mediana Md).
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FIGURA 3.18 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com Lithraea
molleoides.
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TABELA 3.5 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio inseticida de incorporacéo

em dieta artificial com Lithraea molleoides

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1| 2 3 6 8 (10 | 14 | 17 | 21 | 25
Dieta Pura 0/l 0| O| 4|6 10]|10| 16| 32 | 44 >25a
LMEF - Hexano 0Ol 0O | 4 | 20|40 |62|82|90 |98 | 98 10b
LMEF - Diclorometano | 0| O 0 2 8 |12 | 38| 72 | 88 | 90 15b
LMEF — Acetato etila | 0| O 0 4 4 8 |12 | 14 | 16 | 30 >25a
LMEF - Hidroalcodlica | 0| O 0 4 8 |12 |14 | 16 | 18 | 26 >25a

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo

com o teste “log rank” (p< 0,05).

3.8.2.1.3 Ensaios das subfracdes de LMEF-hex

As oito subfracGes obtidas ap0s a realizagdo de uma coluna cromatogréfica,

sob vacuo, (descrito no procedimento experimental) foram encaminhadas ao ensaio

de incorporacdo em dieta artificial das formigas e os resultados obtidos podem ser
observados nas TABELA 3.6 e FIGURA 3.19.
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FIGURA 3.19 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial com folhas de Lithraea

molleoides.
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TABELA 3.6 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta
artificial com folhas de Lithraea molleoides

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Dieta Pura 0 0 0 2 4 6 10 12 26 28 >25a
FLM 1 2 2 4 6 8 8 18 26 32 34 >25a
FLM 0 0 0 4 | 12 | 16 22 30 40 54 23b
FLM 3 0 4 | 30|86 |96 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 5b
FLM 4 0 2 4 |18 |24 | 30 30 38 44 58 22,5b
FLM 5 0 2 |10 |34 |5 | 62 76 80 84 88 8b
FLM 6 0 0 4 |12 | 16 | 26 36 38 48 56 22b
FLM 7 0 2 4 8 8 18 30 38 52 54 21b
FLM 8 0 0 4 |12 | 14 | 28 32 34 44 50 24b

* Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log
rank” (p< 0,05).

3.9 Ensaio das substancias isoladas de Lithareae molleoides

3.9.1 Ensaios da substancia isolada de LMEF-hex
A fragdo mais ativa, FLM-3, com 100% de mortalidade das operarias no 10° dia
de experimento, foi submetida a processos cromatogréaficos que levou ao isolamento
da substancia (FIGURA 3.20) 1,4-dihidroxi-2-(5-pentadecenil) -benzeno (SIm 2 -1:8).

OH

OH

FIGURA 3.20 Substancia 1,4-dihidroxi-2-(5-pentadecenil)-benzeno (SIm 2 -1:8).

Nos ensaios frente a formiga cortadeira (FIGURA 3.21 e TABELA 3.7),a 1,4-
dihidroxi-2-(5-pentadecenil)-benzeno (SIm 2-1:8), foi ensaiada em duas
concentragdes, 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL e os dados mostram que os resultados n&o
foram significativos quando comparados a dieta pura.

Observa-se a na concentracdo de 0,2 mg/mL houve uma mortalidade de

56% ao final do experimento.
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Grafico de Sobrevivéncia - Subst. pura isolada das
folhas de Lithraea molieoides
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FIGURA 3. 21 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacéo em dieta artificial com substancias puras
de Lithraea molleoides (SIm 2- 1:8) nas concentra¢des 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL.

TABELA 3.7 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com substancias puras de Lithraea molleoides (SIm 2- 1:8) nas
concentragdes 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 | 14 | 17 | 21 | 25
Dieta Pura 0 2 2 8 18 | 22 | 28 | 36 | 44 | >25a
SIm 2-1:80,dmg/mL | O 2 6 8 8 |20 | 22 | 24 | 32| 34 | >25a
SIm 2-1:80,2mg/mL | 0O 0 0 8 |10 | 18 | 28 | 36 | 44 | 56 24a

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o teste “log rank”
(p< 0,05).

3.9.2 Ensaios da substancia isolada de LMEF-dicloro

O galato de etila, isolada majoritariamente na fragéo diclorometano das folhas
de L. molleoides, foi ensaiada nas concentracbes de 0,1 e 0,2 mg/mL e seus
resultados do ensaio sao apresentados na FIGURA 3.22 e TABELA 3.8.
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FIGURA 3.22 - Curvas de sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com galato de etila
nas concentragdes 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL

TABELA 3.8 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com com galato de etila nas concentragdes 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 (2|3 |6 8 10 |14 |17 21 | 25
Controle DietaPura |0 |2 |2 |6 10 |18 |32 |38 46 | 46 >25a
Galato de etila 0,1

02 |8 |12 |26 |32 |42 |48 60 |72 18b
mg/mL

Galato de etila 0,2
mg/mL

0 0|2 |10 |14 |22 |40 |48 64 | 68 18b

Observa-se nos resultados, uma mortalidade de 72 e 68% ao final do
experimento nas concentracdes de 0,1 e 0,2 mg/mL, respectivamente. Em ambas as
concentracdes, a mortalidade média das operarias foi no 18° dia de experimento.

3.9.3 Ensaios Frente ao Fungo Simbionte L. gongylophorus

3.9.3.1 Extrato etanolico folhas de L. molleoides (LMEF)
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Dentre os extratos etandlicos ensaiados, apenas o extrato de folhas (LMEF)
apresentou resultado significativo, com 94% de inibicdo no crescimento micelial na
concentracéo de 1000 pg/mL ao final do experimento. O extrato LMEG apresentou
apenas 23% de inibicdo e o LMEC 27%. Diante dos resultados, apenas as fragfes da
particdo liquido-liquido do extrato das novamente submetidas a ensaios in vitro sobre

o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

TABELA 3.9 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de inibicéo
do crescimento do fungo L. gongylophorus apoés 30 dias do experimento

Réplicas
LMEF LMEC LMEG Controle !

1 0,64 8,04 9,07 9,84

2 0,64 7,84 8,14 10,86

3 0,64 6,51 8,86 10,86

4 0,64 8,45 7,84 10,40

5 0,64 8,34 7,25 11,46
Média 0,64 7,84 8,23 10,68
SD 0 0,78 0,75 0,60
RSD 0 9,94 9,06 5,65

Inibicdo 94 % 27 % 23 %

Crescimento Micelial

*1_controle referente a amostra CIC; concentracdo da amostra: CIC: 1000 pg/mL.

B LVEF (A =084 cnf, SD=0)

=) Contok (& = 10,68 on®, SO =0.50)

FIGURA 3.23 - Efeito do extrato LMEF (1000 pg/mL) sobre o crescimento do fungo
simbionte L. gongylophorus. Imagens do fungo simbionte na presenca do extrato
LMEF (1000 pg/mL) (A) e controle (B).
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3.9.3.2 Extrato etandlico dos galhos de L. molleoides (LMEG)

Crescimento Micelial
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FIGURA 3.24 - Efeito do extrato LMEC (1000 pg/mL) sobre o crescimento do fungo

simbionte L. gongylophorus. Imagens do fungo simbionte na presenca do extrato
LMEC (1000 pg/mL) (A) e controle (B).
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FIGURA 3.25 - Efeito do extrato LMEG (1000 pug/mL) sobre o crescimento do fungo

simbionte L. gongylophorus - Imagens do fungo simbionte na presenca do extrato
LMEG (1000 pg/mL) (A) e controle (B).

3.9.3.3 Ensaio das particfes do extrato etandlico das folhas (LMEF)

As particdes hexénica (LMEF-hex), diclorometano (LMEF-dicloro), acetato de

etila (LMEF-AcOEt) e hidroalcolica (LMEF- hidro), do extrato etanolico das folhas

(LMEF) foram ensaiadas in vitro sobre o fungo simbionte Leucoagaricus

gongylophorus, concentracdo de 1000 pg/mL, porém como observado na Tabela 15,
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ao final do experimento, 30 dias, ndo foi observado inibicdo do crescimento micelial

significativo. Resultados na TABELA 3.10 e FIGURA 3.26.

TABELA 3.10 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apdés 30 dias do

experimento

Réplicas

LMEF Controle! | LMEF LMEF Controle? | LMEF | Controle®

ACOET | Acetato Hex Dicloro Dicloro Hidro | Metanol
1 17,19 14,79 15,76 12,56 13,32 12,43 15,61
2 11,58 14,51 16,76 13,07 14,38 11,70 15,90
3 15,48 15,48 16,76 13,85 14,51 13,20 15,90
4 13,32 14,79 15,90 14,65 13,85 11,94 15,61
5 12,69 15,20 16,47 13,07 13,07 12,81 16,04
Média 14,05 14,95 16,33 13,44 13,83 12,42 15,81
SD 2,26 0,38 0,47 0,82 0,63 0,61 0,19
RSD 16,08 2,55 2,90 6,09 4,59 4,95 1,20
Inibigc&o 6 -18 3 21

L_controle _acetato de etila, referente a amostra LMEF_ACOET.

2_controle_diclorometano, referente a amostra LMEF_Hex e LMEF_Dicloro.

3_controle_metanol, referente a amostra LMEF_Hidro.
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FIGURA 3.26 - Efeito das particdes do extrato LMEF (1000 pg/mL) sobre o
crescimento do fungo simbionte L. gongylophorus.

3.10 Concluséao

O estudo fitoquimico biomonitorado de L. molleoides levou ao isolamento e
identificacdo de 2 substancias majoritarias nas fracées ativas.

No ensaio por ingestdo frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa,
observou-se que as folhas (LMEF) apresentaram a maior atividade, com Md acima de
50% das operarias no 12° dia de experimento e 98% ao final do experimento.

Os extratos do caule (LMEC) e galhos de L. molleoides (LMEG) ndo se
mostraram ativos no ensaio frente as formigas. Apds a particdo do extrato das folhas de
L. molleoides, observou-se que fragdo com maior atividade foi LMEF-hexano, onde se
observou uma mortalidade de 62% no 10° dia de experimento e 100% ao final do
experimento.

A fracdo LMEF-diclorometano também apresentou atividade significativa, com
Md acima de 50% das operarias no 16° dia de experimento e 90% ao final do
experimento. Portanto estas foram submetidas a processos cromatograficos na busca

por potenciais substancias com propriedades inseticidas.
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O extrato LMEF-hex, foi submetido a coluna cromatografica, sob vacuo, do
extrato hexénico das folhas de L. molleoides foram encaminhadas ao ensaio de
incorporagao em dieta artificial das formigas.

De acordo com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens rubropilosa
submetidas a bioensaios, diferencas significativas de acordo com a estatistica "log
rank" teste (p <0,05, Md-controle >25 dias) foram observadas apenas para a fracao
FIm3 (Md-FIm3 = 5dias) com mortalidade acumulada de 100% no 10°dia de
experimento e para a fragdo FIm 5 (Md-FIm3 = 8dias) com mortalidade acumulada de
88% ao final do experimento. Nos ensaios frente a formiga cortadeira, 1,4-dihidroxi-2-
(5’-pentadecenil) -benzeno isolado da Fracdo FIm3, foi ensaiada em duas
concentracbes, 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL e os resultados ndo foram significativos
guando comparados a dieta pura.

Observa-se na concentracdo de 0,2 mg/mL que houve uma mortalidade de
apenas 56% ao final do experimento.

Os compostos isolados majoritariamente das fragcdes ativas foram ensaiados,
porém ndo foram obtidos resultados significativos, o que pode nos levar a concluir que
a atividade pode estar relacionada ao conjunto de compostos presente em cada
fracdo, uma vez que na fracdo FIm3 existe muitos derivados de resorcinois, que foram
encontrados em mistura, porém nao foram isolados, devido a pequena quantidade de
massa, ou a um composto minoritario presente nesta fracdo, mesmo em menor
quantidade, apresenta atividade frente as operarias.

No ensaio in vitro sobre o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus, com
os extratos de Lithraea molleoides, observou-se que o0s extratos apresentaram
inibicdo do crescimento micelial de 27% (LMEC), 23% (LMEG) e 94% (LMEF). Sendo
apenas o extrato das folhas com atividade significativa. Portanto, as particdes dos
extratos das folhas de L. Molleoides foram ensaiadas in vitro sobre o fungo simbionte
Leucoagaricus gongylophorus, concentracdo de 1000 pg/mL, porém nenhuma das
fracbes apresentaram, ao final do experimento (30 dias), inibicdo do crescimento
micelial significativo.

Este estudo contribuiu para a quimiossitematica de Lithrarea molleoides, uma
vez que o derivado de hidroquinona, 1,4-dihidroxi-2-(5’-pentadecenil)-benzeno, foi
isolado pela primeira vez na literatura, e os galato de etila isolado pela primeira vez

na planta.
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Paralelamente, o estudo de L. molleoides contribuiu com trabalho “Cathepsin D
immolilized capillary reactors for on-flow screening assays” (Cornelio et al., 2018),
onde o extrato LMFE apresentou uma inibicdo de 52% sobre a Catepsina D livre e
CatD-IMER (enzima imobilizada) e a substancia 1,4-dihidroxi-2-(5-pentadecenil)-

benzeno apresentou inibicdo de 100% na Catepsina D livre e 54% na CatD-IMER.
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Capitulo 4- Cedrelona: Isolamento em larga escala, semi-sinteses e processos

de nanoencapsulamento

4. Introducéao

4.1 Cromatografia em contracorrente

A cromatografia contracorrente (CCC) é uma forma de cromatografia de
extracdo liquido-liquido sem o uso de adsorventes. Consiste na utilizacdo de duas
fases liquidas imisciveis, onde uma €é a fase mdvel e a outra a fase estacionaria que
é retida no aparelho sem a utilizacéo de suporte sélido (CONWAY, 1990; BERTHOD,
1991).

Existem diversos tipos de cromatografias em contracorrente, dentre as mais

conhecidas estao:

. Cromatografia Contracorrente de Goticulas (DCCC);
. Cromatografia Contracorrente de Rotagéo Locular (RLCC);
o Cromatografia Contracorrente Centrifuga de Particdo (CPC);

. Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC).

A técnica de cromatografia contracorrente mais utilizada atualmente no
isolamento de produtos naturais € a cromatografia contracorrente de alta velocidade
("HSCCC: high-speed counter-current chromatography”, Figura 4.1) (CONWAY,
1990).

Dentre as diversas vantagens desta técnica sobre as demais técnicas de
cromatografia estd o fato da mesma evitar problemas como a adsorcéao irreversivel
das amostras e a degradacgao de seus constituintes, o que permite a injecao de grande
quantidade de amostra sem necessidade de pré-purificagdo. Outra vantagem é a
recuperacdo total da amostra e também o baixo consumo de solvente quando

comparada a outras técnicas de extracdo (BERTHOD, 1991).
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FIGURA 4.1 - Cromatografo de Contracorrente de Alta Velocidade (High-speed
counter-current chromatography, HSCCC) Fonte: Cazal, (2010).

O sucesso desta técnica depende da escolha correta do sistema de solvente.
Diferente das Técnicas cromatograficas convencionais que utilizam apenas uma fase
na separacao de analitos, a CCC utiliza sistema de solventes bifasico, que permite a
escolha de grande numero de solventes em diversas combinacdes possiveis (ITO,
2005). O principio fundamental de separacéo envolve a particdo de um soluto entre
duas fases liquidas imisciveis, sendo a proporcao relativa de soluto que passa para
cada fase determinada pelo seu respectivo coeficiente de particdo (K) (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1994, ITO, 1991, ITO, 2005).

O sistema de solventes adequado deve satisfazer algumas condi¢des basicas):
a formacéao de duas fases; solubilidade e estabilidade da amostra no sistema; o tempo
de separacao das fases apds agitacao (tempo de decantacdo) deve ser inferior de 30
S para assegurar uma retencdo satisfatoria da fase estacionaria; o coeficiente de
particdo (K) das substancias deve estar na faixa de 0,5<K < 2,0; é recomendado que
as fases superior e inferior do sistema bifasico tenham volumes proximos para evitar
desperdicio de solvente (MARSTON & HOSTETTMANN, 2006,ITO, 2005).

A escolha do sistema ideal pode ser feita por diferentes métodos. Os mais
comumente utilizados s&o: a busca na literatura por artigos que relatem o isolamento
de substéncias similares por CCC (estes sistemas utilizados podem ser testados e
modificados de acordo com a necessidade da amostra); e a busca sistematica
utilizando tabelas de sistemas de solventes, onde o mesmo sistema de solventes é
misturado em diversas proporgdes variando suavemente a polaridade desde o mais
hidrofébico até o mais hidrofilico (ITO, 2005).

A cromatografia contracorrente tem se mostrado uma ferramenta bastante util

no isolamento e purificacdo de produtos de origem natural devido as diversas
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vantagens discutidas anteriormente. Estes motivos levam ao uso desta técnica no
isolamento do limonoide cedrelona, para fins de nanoencapsula-lo e fazer
modificagdes sintéticas em sua estrutura, na busca de potencializar sua atividade
inseticida/fungicida frente Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte L.

gongylophorus.

4.2 Nanoencapsulamento

A nanotecnologia tem-se apresentado como uma nova revolucéo tecnoldgica,
devido ao grande potencial de inovacdo no campo cientifico multidisciplinar (LIMA,
2015). A encapsulacdo de principios ativos destaca-se neste campo e consiste no
empacotamento, com finas camadas poliméricas aplicaveis em sdélidos, goticulas de
liquido ou material gasoso, formam particulas denominadas micro ou nanocapsulas,
gue podem liberar seu contetdo sob velocidade e condicGes especificas (SPARKS,
1981).

Inicialmente as nanoparticulas poliméricas foram definidas como sistemas
carreadores de farmacos que apresentam diametro inferior a 1 pum. Quando
comparadas com outros sistemas coloidais, apresentam maior estabilidade em fluidos
biolégicos e ao armazenamento devido as matérias-primas empregadas na sua
producdo (DOMINGUES, 2006). Na industria farmacéutica, o termo nanoparticula
inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a

composicao e organizacgao estrutural na figura 4.2.

Manocépsulas MNanoesferas
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FIGURA 4.2 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas. Fonte: Cazal, (2010).

As nanocapsulas séo constituidas por um involucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco ou inseticida estar dissolvido neste
nacleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas nao
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apresentam 6leo em sua composicao, sao formadas por uma matriz polimérica, onde
0 composto ativo pode ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK e GUTERRES,
2003).

A técnica de nanoencapsulamento de substancias ativas em iscas inseticidas
tem sido utilizada tanto na agricultura, quanto no uso doméstico, por melhorarem a
eficacia residual, possuirem estabilidade do principio ativo contra a degradacéo no
ambiente e principalmente por reduzirem a toxicidade para mamiferos (OHTSUBO et
al., 1991).

Na medicina estes sistemas nanoparticulados tém sido desenvolvidos visando
inimeras aplicacbes terapéuticas, sendo planejadas, principalmente, para
administrac@o parenteral, oral ou oftdlmica. Uma das &areas mais promissoras na
utilizacdo das nanoparticulas é a vetorizagdo de farmacos anticancerigenos e de
antibioticos, principalmente através de administracdo parenteral, almejando uma
distribuicdo mais seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do indice terapéutico
(SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003).

4.3 Ordem Rutales

Pela classificacdo de Dahlgren, a ordem Rutales € constituida pelas familias
Rutaceae, Meliaceae, Cneoraceae, Simaroubaceae e Burseraceae. A ordem Rutales
possui de 3000 a 3500 espécies, sendo Citrus, pertencente a familia Rutaceae, o
género mais importante economicamente.

Nesta ordem, varios metabdlitos secundarios foram isolados, tais como,
alcaloides, cumarinas, limonoides e triterpenos e quassinoides. Estes metabdlitos
apresentam diversas atividades biol6gicas, sendo as principais: antileucémicos,
antimalaricos, antibidticos, antitlcera, antiinflamatérios, fungicidas e bactericidas
(OIANO NETO, 2000).

4.4 Familia Meliaceae

A familia Meliaceae é composta por 51 géneros e 1440 espécies
aproximadamente, e em geral sao arboreas, as vezes de grande porte com

distribuicdo predominantemente tropical e subtropical. Entre os géneros mais
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importantes desta familia estdo:Aglaia, Aphanamixis, Azadirachta, Carapata, Cedrela,
Chukrasia, Dysoxylum, Khaya, Trichilia, Toona, etc.

As plantas de Meliaceae sao conhecidas por fornecerem madeira de grande
valor comercial, as chamadas madeiras nobres. Tais plantas tém como caracteristica
a presenca de substancias amargas, conhecidas como “meliacinas”, que sao
limonoides. Estes apresentam varias atividades biolégicas como anticancer,
antiparasitaria, antimalérica, antifangica, bactericida e principalmente inseticida
(AGOSTINHO, 1996).

O estudo da atividade desses compostos no controle de insetos intensificou-se
a partir do isolamento do limonoide azdiractina (FIGURA 4.3) de Azadirachta indica A.
Juss em 1969. Tal composto é conhecido por apresentar efeitos adversos em mais de
600 espécies de inseto (FORIM, 2010).

ACO\“‘ £
MeO,C —O

FIGURA 4.3 - Estrutura do limonoide azadiractina

4.5 O género Trichilia

Trichilia € um género pertencente a familia Meliaceae e apresenta
aproximadamente 230 espécies (RAMIREZ et al., 2000). E um dos géneros que
possui 0 maior numero de espécies na familia e também o que apresenta mais
caracteristicas anatomicas de Meliaceae.

Pertencente a mesma sub-familia (Melioideae) de Meliae Azadirachta, o género
Trichilia desperta o interesse dos estudos devido a possibilidade do isolamento de
substancias semelhantes (PENNINGTON e STYLES, 1975) a azadaractina. Dentro
da sub-familia Melioideae, a Trichilia é o género que apresenta o maior numero e tipos

de limonoides (SALLES, 1995). Apesar da predominancia de limomoides como
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metabdlitos secundarios neste género, ja foram isolados também triterpenos,
fitoesteroides, esterdides pregnanos, cumarinas, lignanas, y-lactonas, sesquiterpenos
e aminoacidos.

Neste contexto, espécies do género Trichilia vém sendo apontadas como
promissoras por possuirem substancias com atividade inseticida comparavel a da
azadiractina, mas possivelmente com estrutura molecular mais simples e, portanto,
com sintese viavel economicamente (MIKOLAJCZAK e REED 1987, XIE et al. 1994,
RAMIREZ et al. 2000, WHEELER et al. 2001, CAZAL,2010).

4.6 Trichilia catigua

Popularmente conhecida como catuaba, catigud, caatigua, cedrinho, mangal6-
catigd e angelim-rosa, Trichilia catigua sdo arvores com cerca de 10 m de altura e
ocorrem de Sdo Paulo até o Rio Grande do Sul. Possuem flores branco-amareladas
e os frutos avermelhados (FIGURA 4.4). As flores sdo encontradas no periodo de

setembro a outubro e os frutos de dezembro a janeiro.

k b L
FIGURA 4.4 - Frutos de Trichilia catigua A. Juss. (Fonte: Vanessa de Cassia
Domingues).

O limonoide cedrelona (FIGURA 4.5) é encontrado em quantidade significativa
no arilo dos frutos de Trichilia catigua A. Juss (MATOS et al., 2009). Segundo estudos
recentes do grupo de Produtos Naturais, da Universidade Federal de Sao Carlos, este
limonoide ndo apresenta atividade frente as formigas cortadeiras, porém inibiu em
54% seu fungo simbionte (CAZAL, 2010).
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FIGURA 4.5 - Estrutura do limonoide cedrelona.

Diante dessas informacgdes, pretende-se neste projeto nanoencapsular a
cedrelona, a fim de aumentar a atividade frente o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus e modifica-la estruturalmente na busca de uma maior inibicao diante
das formigas e fungos.

4.7 Procedimento Experimental

O Projeto tinha como proposta isolar cedrelona dos frutos de T. catigua
utilizando a técnica de HSCCC, que sera descrito na parte inicial deste procedimento.
Porém diante da adversidade e contratempos encontrados: como a escassez dos
frutos e o baixo rendimento de extrato, no decorrer do trabalho, outros métodos e

alternativas foram investigados como novas fontes do metabdlito almejado.

4.7.1 Preparo do material vegetal e extrato de T. catigua

Os frutos de T. catigua foram coletados no Campus da ESALQ na cidade de
Piracicaba-SP no dia 14/12/2011 e posteriormente foram secos em estufa de
circulacdo de ar a 40 °C, por aproximadamente 72 horas, separados os arilos e
pulverizados. Os arilos pulverizados foram submetidos a trés extracdes consecutivas
com etanol, a temperatura ambiente, na propor¢édo (5:1 v/m), com intervalo de trés
dias entre cada extracdo, em repouso com etanol. Os extratos foram filtrados e
concentrados em evaporador rotativo. Em seguida, evaporou-se o solvente sob

presséao reduzida, obtendo-se o extrato etanodlico (Tabela 4.1).
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TABELA 4.1- Extrato dos arilos dos frutos de Trichilia catigua

Extrato de  Trichilia | Material vegetal (g) | Codigo Massa (g)
catigua
Arilo/Etanol 35,14 TCEA 10,00

O extrato foi analisado através de cromatografia em camada delgada
comparativa e via RMN 'H para posteriormente ser encaminhado para bioensaios
inseticidas de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo em operarias de Atta
sexdens rubropilosa, no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP-Rio
Claro-SP e de inibicdo de L. gongylophorus in vitro pelo método de incorporacdo

realizado na Universidade Federal de Sao Carlos.

4.7.2 Estudo do extrato etanolico dos arilos dos frutos de Trichilia catigua
(TCEA)

O extrato etandlico do arilo dos frutos de Trichilia catigua (TCEA) foi fracionado
utilizando a cromatografia liquido-liqguido e High-speed counter-current
chromatography (HSCCC), na busca do limonoide cedrelona (FIGURA 4-6).

Extrato do arilo
dos frutos de
T.catigua

Escolha do sistema de
solvente adequado

FIGURA 4.6 - Extracao e fracionamento de T. catigu& e cedrelona.

A escolha de um bom sistema de solventes é extremamente importante para
0 sucesso da separacdo no HSCCC. Um bom sistema de solvente deve atender a as
exigéncias descritas anteriormente.

Assim, foram testados diversos sistemas de solventes, baseado na consulta de
lista de solventes para classes especificas de produtos naturais encontrados na

literatura.
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Foi realizado um levantamento bibliografico de sistemas de solventes para
limonoides, porém nao foram encontrados muitos relatos na literatura. Foram testados
inicialmente os sistemas de solventes descritos na Tabela 4.2, e a partir destas
algumas combinagbes com proporcdes diferentes que serdo discutidos no item
resultados e discusséo deste capitulo.

Cada um dos sistemas foi testado colocando-se as misturas de solventes em
tubos de ensaios para observar a formagédo de duas fases, e agitando em agitador
tipo Vortex, para observar a formacéo ou ndo de emulséo e os volumes das fases

organica (FO) e aquosa (FA) formados.

TABELA 4.2 - Sistemas de solventes encontrados na literatura e suas proporc¢des

Sistemas de solventes Proporc¢oes (v/v) Referéncias

1 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:2:1,5:1 SILVA et al 2009.

2 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:1,5:2:1 SILVA et al 2009.

3 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:2:1,75:1 SILVA, et al 2009.

4 Hex/ButOH/MeOH/H,0 1:0,9:1:0,9 SILVA,et al 2007.

5 Hex/EtOH/ACN/H.O 10:8:1:1 SEVERINO, et al, 2009.
6 | Hex/AcOEt/MeOH/H0O 1:0,9:1:0,9 PENG,et al, 2005.

7 Hex/EtOH/ACN/H20 2:1:1:1 PENG,et al, 2005.

8 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:0,8:1,3:0,9 WANG, et al, 2012.

9 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:0,2:1:0,2 WANG, et al, 2012

Em seguida, os sistemas de solventes que ndo apresentaram emulsao foram
testados com o extrato TCEA. Este teste foi realizado para analisar a formacédo de
emulsdo ou ndo quando adicionado o extrato ao sistema de solvente.

Para esta etapa, foram solubilizados aproximadamente 10 mg de extrato bruto
para cada 4 mL de sistema de solvente (2 mL da FO e 2 mL da FA), de cada um dos
sistemas, em tubos de ensaios. Separou-se a fase superior (F.S) da fase inferior (F.I)
e ambas foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para

o calculo do coeficiente de particédo (k).

4.7.2.1 Procedimentos para o calculo do coeficiente de particéo (k) dos

sistemas de solventes
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Para determinar o coeficiente de particéo foi utilizada a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Neste procedimento, foi adicionado cerca de 10 mg de
extrato em um tubo de ensaio contendo 2 mL da fase superior e 2 mL da fase inferior.
O tubo de ensaio foi agitado em vortex durante 5 min e a mistura foi separada por
centrifugacéo a 4000 x g durante 15 min. Apés a centrifugacéo, uma aliquota de 300
uL de cada fase foi seca no "speed-vac" e ressuspendida em 1 mL de metanol. As
fases superiores e inferiores foram analisadas por CLAE para determinar o coeficiente
de particdo (K). Para estas analises foi utilizada uma coluna Luna C18, (25 x 0,46 cm,
10 um), Phenomenex, com A = 278 nm. O valor K foi expresso com a concentracéo
da substancia analisada na fase inferior dividido pela concentracdo na fase superior
(FIGURA 4.7).

= m’ e m
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L% L m F Aliquota  de

iL O:s;inica 2,0 mL de m
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Determinar o coeficiente " 3
de partigdo (K) J

FIGURA 4.7 - Determinacéo do coeficiente de particao (K).

4.7.3 Isolamento de cedrelona de Toona Ciliata

Em virtude da escassez dos frutos de Trichilia catigua, em 2013 iniciou-se a
busca por outra planta com abundéancia em cedrelona. Dados da literatura relatam a
presenca da cedrelona nos galhos de Toona ciliata. Inicialmente, foi realizada uma
coleta dessa planta em maio de 2013, na Empresa de Reflorestamento Tropical Flora
em Garga —SP. ApoOs preparo do extrato, foi realizado o perfil quimico do mesmo por
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CLAE, onde se observou que nado havia a presenca da cedrelona. Uma segunda coleta
foi realizada em dezembro de 2013, uma vez que a auséncia do limonoide cedrelona
na coleta de maio pode estar relacionada a variagdo sazonal. Porém, o perfil
cromatografico dos extratos preparados mostrou auséncia do limonoide novamente.
Em uma busca mais aprofundada na literatura, observou-se que a presenca do
limonoide em grande quantidade € observada somente no més de setembro no caule
Toona ciliata (AGOSTINHO,1996). Deste modo, foram realizadas no ano de 2014
duas coletas no més de setembro nos dias 02 e 29 onde foi encontrada a cedrelona.
Para a extracdo, os caules de Toona ciliata foram coletados e posteriormente
secos em estufa de circulacdo de ar a 40°C, por aproximadamente 160 horas e
serrados em pedagos pequenos para serem pulverizadas em um moinho tipo Willey
(FIGURA 4.8). Em seguida, os pulverizados foram submetidos a trés extragdes
consecutivas com hexano, a temperatura ambiente, na proporcdo (5:1 v/m), com
intervalo de trés dias entre cada extracdo, em repouso com hexano. Os extratos foram
filtrados e concentrados em evaporador rotativo. Em seguida o extrato foi submetido
a sucessivas lavagens com hexano gelado para o isolamento de cristais depositados
ao fundo. Estes cristais foram submetidos a analise por CLAE, C18 Luna Phenomenex
10 ym (0,46 x 25 cm), levando ao isolamento da cedrelona. Os cristais foram

analisados via RMN 1H.

Extracao temperatura

ambiente e em repouso

com hexano, seguido de
filtracao

Recristalizaca
o com metanol

Obtengao da - Lavagem com - ‘

cedrelona sucessivas =
ji=r
como com Hexano - B
precipitado gelado (10°C) &
p. «ﬁp
LE =

FIGURA 4.8 Fluxograma da obtencé&o de cedrelona do caule de Toona ciliata.
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4.7.4 Mudancas estruturais da cedrelona

Com o metabdlito isolado e identificado em quantidade satisfatoria, iniciamos a
etapa das mudancas estruturais. A molécula original foi modificada por acetilacao,
mesilacao e esterificacdo, produzindo trés novos compostos, o acetato de cedrelona,

o0 mesilato de cedrelona e propionato de cedrelona.

4.7.4.1 Reacéao de Acetilagao.

Reacdo de substituicdo do hidrogénio da hidroxila do carbono C-6 por um
grupo acetila (CHs-CO), gerando um éster denominado acetato. A reagdo de
acetilacéo foi realizada com anidrido acético (Ac20) e piridina.

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 100 mg (180 umol) do material de
partida, solubilizados em 0,8 mL de piridina (10 mmol), mantidos sob agitacdo e

temperatura de 60°C

Em seguida foi adicionado lentamente 1,0 mL (10 mmol) de anidrido acético e
a reacdo prosseguiu nas condi¢cdes de temperatura e agitacdo por 12 horas. Ao
término da reacéo, foi realizado uma extracdo utilizando-se 20,0 mL de fase aguosa
(10 mL de 4gua e 10 mL de HCI 1,0 M) e como fase organica, CH2Cl2 (3x30 mL). A
fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e evaporada em evaporador
rotativo.

A amostra foi submetida a uma coluna cromatografica, utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 (230-400 mesh) (h= 2,8 cm ¢= 1,0 cm) e hexano:acetona
(7:3 viv), como fase mével. Depois de seco, o produto foi identificado por RMN 1 e 2D
e CG-MS.

4.7.4.2 Produto de Mesilagéo.

Foi realizado uma reacao de mesilacao na hidroxila do carbono C-6 com cloreto
de Mesila (MsClI) e trimetilamina.

Em um baldo de 10 mL foram adicionados (144 pmol, 60 mg) de cedrelona
solubilizados em CH2Cl2 (1 mL), depois de 5min sob agitacdo, adicionou-se a

trietilamina (180 pmol, 25 pL) e o cloreto de metanosulfonila (180 umol, 14 uL), gota-
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gota, a 0 °C. Apds a adicdo dos reagentes cautelosamente, a reacao prosseguiu sob
agitacdo e temperatura controlada, durante 7 horas. Posteriormente foram
adicionados 20 mL de agua fria (miliQ) e CH2Cl2 (3x30 mL). As extra¢des sucessivas
com CH2Cl2 foram concentradas, adicionando Na2SOs4 anidro e filtrada. A fase
organica foi seca em evaporador rotativo.

A amostra foi submetida a uma coluna cromatogréfica, utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 (230-400 mesh) (h=2,8 cm ¢$=1,0 cm) e hexano:acetona (7:3
v/v), como fase mével. Depois de seco, o produto foi identificado por RMN 1 e 2D e
CG-MS.

4.7.5 Produto de esterificagcdo com cloreto de propionila

Foi realizada uma reacdo de esterificacdo na hidroxila do carbono C-6 com
cloreto de propionila e piridina.

Em um baldo de 10 mL, foram adicionados (144 umol, 60 mg) de cedrelona
solubilizados em CH2Cl2 (1 mL), depois de 5min sob agitacdo, adicionou-se a piridina
(720 umol, 63 L) e o cloreto de propionoila (720 umol, 56uL), gota-gota, sob agitacao,
a 25°C. Apés a adicdo dos reagentes cautelosamente, a reacdo prosseguiu sob
agitacdo e temperatura controlada, durante 12 horas. Posteriormente foram
adicionados 20 mL de agua fria (miliQ) e CH2Cl2 (3x30 mL). As extracdes sucessivas
com CH2Cl2 foram concentradas, adicionado Na2SOa4 anidro e filtrada. A fase organica
foi seca em evaporador rotativo.

A amostra foi submetida a uma coluna cromatogréfica, utilizando como fase
estacionéria, silica gel 60 (230-400 mesh) (h=2,8 cm ¢=1,0 cm) e hexano: acetona
(7:3 vIv), como fase mével. Depois de seco, o produto foi identificado por RMN 1 e 2D
e CG-MS.

4.7.6 Analise cromatografica qualitativa da cedrelona.

A cedrelona isolada foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
na busca de melhores condi¢es cromatograficas para o desenvolvimento e validagéo
do método analitico cromatogréafico. Diversos experimentos foram realizados para a

escolha de melhor seletividade, sensibilidade e tempo de analise. (TABELA 4.3).
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Os parametros utilizados na otimizacdo do método analitico foram: area da

banda cromatogréfica, relacdo sinal -ruido entre a altura do pico e a linha de base e

tempo de retengao.

TABELA 4.3 - Métodos analiticos empregados para analise da cedrelona

Phenomenex 5 um
(0,46 x 15 cm)

mL/min, 278 nm

Método Coluna Condicdes analiticas Tempo da corrida
Gradiente C18 Luna Phenomenex | MeOH:H>0O 10-90%, 1,0 65 min
exploratorio 10 ym (0,46 x 25 cm) mL/min, 278 nm
Isocratico C18 Gemini MeOH:H,0 85:15; 1,0 15 min

Nesta analise utilizou-se o equipamento Agilent Technologies modelo 1260,

com coluna analitica Gemini-C18 (Phemonemex®, (150 x 4,60 nm, 5 um) acoplada a

uma coluna de seguranca C18 (Phemonemex® - mm), fase movel MeOH: H20 (85:15

v/v), com vazao de 1,0mL/min, volume de injecdo de 20 pL e comprimento de onda

de 278 nm.

4.7.7 Validacdo do método analitico para quantificacdo da cedrelona por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O método foi validado apds a investigacdo da faixa linear de trabalho,

seletividade, sensibilidade, exatidédo e precisao, limite de quantificacdo e de deteccéo.

4.7.7.1 Preparo da solucéo padréo para construgéo da curva de calibragéo

A faixa linear de trabalho foi estabelecida entre 1 e 100 pg/mL. Inicialmente foi

preparada uma solucéo estoque (1 mg/mL), diluindo 10 mg de cedrelona em 10 mL

de MeOH, que posteriormente, foi diluida para a solugéo de trabalho (100 ug/mL). A

partir dessa solucdo de trabalho foram preparadas solucdes de analise em 11

concentragodes diferentes; 1, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/mL. Todos os pontos

da curva de calibragéo foram preparados em triplicata.
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4.7.7.2 Preparo da solucéo padréo para validagcdo do método

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com critérios propostos
pela ICH (International Conference on Harmonization). Para tal, foram investigadas a
linearidade, seletividade, exatiddo, precisdo, recuperacao, limites de quantificacao e
de deteccéo e repetibilidade (CAZO et al., 2012).

A sensibilidade do método foi definida pelos limites de deteccéo (LD) e de
quantificacdo (LQ). Esses limites foram calculados através dos parametros da curva
analitica por padronizacdo externa. O Limite de Deteccéo foi expresso como LD =
3,3*(s/a) e o Limite de Quantificacdo foi expresso como LQ = 10*(s/a)

Sendo:

s = Desvio padréo do intercepto,

a = Coeficiente angular da curva de calibracao

Para verificar a precisdo do método, foram preparadas trés solucbes de
cedrelona em concentracgdes diferentes, sendo a primeira limitada a 120% (1,2 yg/mL)
do menor ponto da curva, a segunda e a terceira localizadas entre 40-60% (50 pg/mL)
e 90-100% (95 pg/mL) do maior ponto da curva, respectivamente.

A escolha desses pontos se deve ao fato de serem concentracfes dentro da
faixa linear utilizada, porém em concentragfes diferentes das utilizadas na curva de
calibracdo. As amostras foram preparadas em quintuplicata e analisadas em um Unico
dia para verificacao de repetitividade ou precisao intra-dia, e preparadas e analisadas
em trés dias ndo consecutivos para verificacdo da precisao inter-dias. A partir dos
valores obtidos foi calculado o desvio padréo s(X) e o coeficiente de variagao CV (%)
para cada concentragao.

Para confirmar a validacdo do método analitico, os resultados foram
submetidos a analise de variancia de fator inico (ANOVA) para avaliar a significancia
estatistica do método proposto. Significancia estatistica foi estabelecida em valor-
P<0,05 que significa que as analises se aplicam a regressao linear proposta a um
nivel de confianca de 95%.

Para avaliagéo da repetibilidade do injetor, foi preparada uma amostra de 95
pg/mL e esta foi injetado 10 vezes seguido, nas mesmas condigdes e entdo calculado

o desvio padréo s(X) e o coeficiente de variacdo CV (%), a precisao e a exatidao.
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Para avaliar a estabilidade das amostras no auto injetor, foi preparada uma
amostra de 95 pg/mL e esta foi injetada 10 vezes em intervalos de 24h entre cada
injecdo nas mesmas condi¢des e entdo calculado o desvio padrao s(X) e o coeficiente

de variacdo CV (%), a precisao e a exatidao.

4.8 Preparo das nanoparticulas de cedrelona

4.8.1 Escolha do polimero

Dentre os polimeros mais utilizados em formulacbes encontram-se 0s
polimeros poli-E-(caprolactona) (PCL), poli-B-(hidroxibutirato) (PHB) e poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA) observados na FIGURA 4.9. O uso destes polimeros
e poliésteres estd relacionado as suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e auséncia de toxicidade (CAZAL, 2010).

PCL PHB PLGA
o cH; O (@)
(@) o o
n R
R=H ou CHj;

FIGURA 4.9 - Estrutura dos polimeros poli-E-(caprolactona) (PCL), poli-B-
(hidroxibutirato) (PHB) e poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA).

Entre os polimeros biodegradaveis, o poli-B-(hidroxibutirato) (PHB) € um dos
mais biodegradaveis. Este é completamente degradado, gerando CO2 € convertido a
biomassa por bactérias, fungos e leveduras. A poli-E-(caprolactona) (PCL), um
poliéster alifatico cuja aplicacdo esta sendo investigada particularmente no contexto
de sistemas de liberagéo de drogas.

Acredita-se que, no solo, enzimas extracelulares sejam as responsaveis por
quebrar as extensas cadeias de PCL antes que 0s microrganismos tenham a
capacidade de assimilar o polimero (ROSA et al., 2000). PLGA é sintetizado por meio
da polimerizag&o via abertura dos dimeros ciclicos de acido glicélico e &cido lactico.
Durante a polimerizagéo, as sucessivas unidades monoméricas (de acido glicélico e

latico) séo ligados em PLGA por ligagOes éster, obtendo um poliéster alifatico linear.
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4.8.2 Preparo das nanoparticulas de PCL com cedrelona

As nanocapsulas e nanoesferas foram preparadas baseadas na técnica de
deslocamento do solvente descrita por Fessi et al. (1988a, 1988b, 1989). A
metodologia consiste em uma fase organica contendo o polimero, o principio ativo,
0leo (somente para nanocapsulas), tensoativo de baixo EHL (equilibrio hidréfilo-
lipofilo), o solvente orgénico e uma fase aquosa contendo um tensoativo de elevado
EHL, e 4gua (FIGURA 4.10).

Ambas as fases sdo mantidas sob agitacdo magnética durante 20 minutos. Em
seguida a fase organica é vertida, na fase aquosa, através de uma bomba peristaltica
(10%) mantendo-se a agitacdo magnética durante 20 minutos, em temperatura
constante de 45 °C.

Posteriormente, a suspenséao coloidal e mantida por 30 minutos em repouso e
0 solvente organico e parte da agua séo eliminados via um evaporador rotativo a 45
°C, ajustando o volume final conhecido (CAZAL, 2010).

A representacdo esquematica do método para preparagao pode ser observada

na. Os compostos utilizados nas nanoparticulas encontram-se listadas na Tabela 4.4.

TABELA 4.4 -Composicao das nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacao

Formulacéo

Fase orgéanica
Polimero PCL
Tensoativo Span® 60
Oleo Oleato de isodecila
Solvente Acetona
Substéncia cedrelona

Fase aquosa
Tensoativo Tween 80
Solvente H.O
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Falimero
Solvente
Tensoativo baixo EHL
Composto ativo
Oleo”
Bomba peristaltica

MWeio aguoso
Tensoativo Alto EHL

R Precipitac&o
(_ (_ Evaporacéo do Solvente

e excesso de agua

Suspenséo
coloidal

FIGURA 4.10 - Esquema de preparacdo de nanoparticulas pelo método de
nanoprecipitacdo. Figura Cedida pelo Prof. Dr. Moacir R. Forim.

Para a avaliacdo das formulacdes, foi realizado um planejamento fatorial, onde
cada variavel é denominada de fator e cada fator varia de dois ou mais niveis. O
numero de experimento é calculado pela expressdo NK, onde N é o nimero de niveis
e k o numero de fatores.

Para estes experimentos, foi realizado um planejamento fatorial 23 centrado na
média, considerando a quantidade de principio ativo cedrelona, do polimero PCL e de
oleato de isodecila (que possibilita a formagéo de nanocapsulas e nanoesferas). Desta
maneira, foi montado um planejamento com estes componentes por se tratarem dos
fatores que exercem maiores influéncias sobre as caracteristicas das nanoparticulas
(TABELA 4.5 e 4.6).

TABELA 4.5 - Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial 22 centrado
na média

Variavel Fatores Niveis
-1 0 1
X1 PCL (mg) 100,0 150,0 200,0
X2 Oleo (mg) 0 155,0 310,0
X3 cedrelona (mg) 25,0 37,5 50,0
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Nesse experimento a concentracdo de Span® 60 e Tween 80 foram mantidas
constantes em 76,5 mg e os volumes de agua e acetona com 53 mL e 26,5 mL,

respectivamente.

TABELA 4.6 -Planejamento fatorial 23 centrado na média. Np= Nanoparticula.

Ensaios Ordem de Fatores
Execucao dos Cederelona PCL Oleo
ensaios
Npl 14 -1 -1 -1
Np 2 10 1 -1 -1
Np 3 4 -1 1 -1
Np 4 5 1 1 -1
Np 5 9 -1 -1 1
Np 6 1 1 -1 1
Np 7 3 -1 1 1
Np 8 8 1 1 1
Np 9 12 0 0 0
Np 10° 2 0 0
Np 11° 6 0 0 0
Np 12” 13 -1 -1 -1
Np 13~ 7 1 1 -1
Np 14” 11 1 -1 +1

* Valores centrados na média

** RepeticOes

4.8.3 Preparo das nanoparticulas sem o principio ativo cedrelona - Controle

Para avaliar os resultados de atividade biolégica, foi necessario o preparo de
controles, a fim de associar as possiveis atividades as nanoparticulas e ndo a
composicdo. Portanto, foram preparadas formulacdes referentes a cada um dos

constituintes que foram usadas como controle ver TABELA 4.7.
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Tabela 4.7 - Nanoparticulas sem cedrelona-Controle.

Ensaios Fatores

(PCL) mg Oleo (mg) | Amostra referente
Controle-1 100 /] Np1, Np4 e Np12
Controle -2 200 14/] Np2, Np6 e Npl14
Controle -3 100 310 Np3 e Np7
Controle -4 200 310 Np5, Np8 e Np13
Controle -5 150 155 Np9, Np10 e

Np11l

4.9 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

As andlises fisico-quimicas das nanoparticulas foram realizadas apds a
preparacdo das suspensdes coloidais. Os parametros analisados foram: pH, analise
do didmetro de particula (DP), utilizando a andlise da difusdo dindmica da luz (PCS),
e potencial zeta (PZ). As analises de PZ e DP foram realizadas com a colaboracao do
técnico responsavel, Lourivaldo dos Santos Pereira, do Departamento de Quimica
(FFCLRP) da USP, Ribeiréo Preto.

4.9.1 Determinacao do pH

Os valores de pH das suspensdes foram determinados diretamente nas
suspensdes através do potencidbmetro (Qualxtron Mod. 8010), previamente calibrado
com solu¢des tampéo pH 4,0 e pH 7,0. O pH foi medido primeiramente apos o preparo
e em seguida durante 5, 10, 15, 20 e 30 dias. Posteriormente, as medidas foram
realizadas durante 3 meses em intervalos de 15 dias para avaliacdo da estabilidade

das suspensoes.

4.9.2 Diametro médio de particulas

Andlise de diametro de particula (DP) foi realizada utilizando a técnica da
difusdo dindmica da luz (PCS) e expressas em nandbmetros. As medidas foram
realizadas em triplicata (n = 3), foram obtidas a temperatura ambiente num angulo fixo

de 90°.0 diametro de particula foi determinado apds diluir 0,1 mL de cada suspensao
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coloidal em 10 mL de agua ultrapura e 10 mM de NaCl, ZETASIZER 3000 HSa, da

Malvern Instruments.

4.9.3 Potencial zeta

O Potencial zeta foi determinado apds diluir 0,1 mL de cada suspenséo coloidal
em 10 mL de &gua ultrapura e 10 mM de NaCl, ZETASIZER 3000 HSa, da Malvern

Instruments.

4.9.4 Determinacao da quantidade total de cedrelona na suspencéao coloidal.

A guantidade total de cedrelona nas nanoparticulas foi analisada através da
dissolucdo das nanoparticulas em acetona e analisadas por CLAE, utilizando as
mesmas condic¢des da curva de calibracdo. Uma aliquota de 100 uL de suspencéo foi
solubilizada em 900uL de acetona, em seguida foram agitadas em vortex por 1min e
deixadas em repouso por 30 minutos. Na sequéncia, as amostras foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 30 minutos e uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi seca em

speed-vac, e ressuspendida em metanol, para andlise cromatogréfica.

4.9.5 Determinacao da quantidade de cedrelona encapsulada.

A avaliacdo do teor de cedrelona encapsulada foi realizada através da
quantificacdo do teor de cedrelona ndo encapsulada. Para esta metodologia, utilizou-
se a técnica ultrafiltracdo-centrifugacdo, na qual as nanoparticulas em suspenséo
ficam retidas pela membrana, enquanto a fase aquosa foi ultrafiltrada e analisada por
CLAE, para a determinacdo da substancia livre. Em seguida, a quantidade de
substancia encapsulada é determinada pela diferenca entre a quantidade de
substéancia total e a quantidade de substancia livre

A suspensao coloidal foi homogeneizada e em seguida, transferiu-se uma
aliquota de 500 pL para tubo de centrifuga Spin@ (2,0 mL) com filtro de acetato de
celulose 0,22 ym (FIGURA 4.11). Este foi centrifugado a 8.000 rpm por 40 min. Apés
a este tempo, o ultrafiltrado foi seco em speed-vac, a 45 °C e depois ressuspendido

em 200 pL de metanol, para andlise via CLAE.
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Suspensao
Nanoparticulas

FIGURA 4.11- Filtro de acetato de celulose utilizado para determinacdo da
quantidade de cedrelona encapsulada.

Para o Célculo da eficiéncia de encapsulacdo (EE), utilizou-se a formula:

EE :@*100

Onde: A é a concentragdo de cedrelona no ultrafiltrado (ung/mL) e B é a

concentracéo total (ug/mL) na suspencéao coloidal.
4.10 Morfologia das nanoparticulas

Para avaliar a homogeneidade e morfologia das nanoparticulas, gotas da
suspensao coloidal foram evaporadas diretamente em suportes metalicos ou
depositadas em fitas de carbono. Depois disso, as amostras foram metalizadas com
ouro e submetidas a analise (MEV) utilizando-se um microscopico (MEV) Philips XL
30 FEG no Laboratério de Caracterizacdo Estrutural do Departamento de Engenharia
de Materiais/UFSCar. O suporte metalico usado foi fabricado em aluminio sendo

previamente limpo e polido a maquina com pasta de diamante.
4.11 Resultados e Discusséo

Os testes realizados com os sistemas de solventes obtidos na literatura para

avaliar a formacao ou ndo de emuls&o e o volume de fase orgéanica (FO) e fase aquosa
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(FA) formada podem ser observadas na TABELA 4.8. Os testes que formaram

emulsao foram descartados.

TABELA 4.8 -Teste com sistemas de solventes da literatura

Teste Mistura de solventes Massa do Formou Tempo de | Coeficiente
extrato emulsao separacdo | de particdo
(mg) (k)
1 Hex/AcoEt/MeOH/H,0 10,6 sim 15min 10 *
(1:2:1,5:1) seg
2 Hex/AcoEt/MeOH/H.0O 10,6 sim 24hs *
(1:1,5:2:1)
3 Hex/AcoEt/MeOH/H-0 10,6 sim 24hs *
(1:2:1,75:1)
4 Hex/Butanol/MeOH/H.0 10,5 sim 30min *
(1:0,9:1:0,9)
5 Hex/Etanol/ACN/H.O 10,5 nao 25 seg 3,98
(10:8:1:1)
6 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 10,3 sim 24hs *
(1:0,9:1:0,9)
7 Hex/EtOH/ACN/HO 10,3 sim 24hs *
(2:1:1:1)
8 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 10,3 sim 30min *
(1:0,8:1,3:0,9)
9 Hex/AcOEt/MeOH/H,O 10,3 sim 24hs *
(1:0,2:1:0,2)
10 Hex/Dicloro/MeOH * * * *
(47:6:72)
11 Dicloro/MeOH/H,0O 10,8 nao 10seg 0,00479
(4:5:3)
12 Dicloro/MeOH/H>O 10,7 nao 20 seg 0,016
(8:13:7)
13 Dicloro/MeOH/H,O 10,2 nao 0,00262
(7:13:9)
14 Dicloro/MeOH/H,O 10,2 sim - --
(93:35:72)
15 Dicloro/EtOH/H0 10,1 nao 15 seg 0,0340
(93:35:72)
16 Hex/EtOH/ H,0 (6:5:5) 10,1 nao 0,16

*Na&o foi calculado o coeficiente de particdo pois ndo estavam dentro dos pardmetros necessarios como

nao formar emulséo e ter um bom tempo de separacéo (inferior a 30s).

Os sistemas de solventes que nao apresentaram emulsao, foram testados com
o extrato TCEA, a fim de avaliar o comportamento do extrato com o sistema de
solventes, analisando a formagéo ou ndo de emulséo, bem como calcular o coeficiente
de particdo, para os sistemas que se mostrarem adequados. Os resultados podem ser
observados na TABELA 4.8.
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Diante dos resultados da TABELA 4.8, o sistema que apresentou auséncia de

emulsdo, bom tempo de separacdo e melhor coeficiente de particdo (k=3,98), quando

testado com o extrato, foi sistema de solvente, Hex/Etanol/ACN/ H20 (10:8:1:1).

Portanto este foi testado, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, com

algumas alteracbes nas propor¢cdes dos seus solventes, buscando melhores

resultados de k. Foram testados reducdes somente na proporcao de hexano, hexano

e acetonitrila e hexano, acetonitrila e agua. Os resultados destes testes estdo

descritos na TABELA 4.9.

TABELA 4.9 -Testes com sistema de solvente Hex/Etanol/ACN/ H20 variando as
proporgdes dos solventes envolvidos

Mistura de solventes Massado | Formou | Tempo de | Coeficiente

extrato emulsdo | separacao | de particao
(mg) (seg) (k)
Hex/AcoEt/MeOH/H,0 (1:2:1,5:1) 10,6 N&o 30 0,16
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:8:1:1) 10,5 Nao 25 3,98
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:8:3:1) 10,6 Nao 15 5,82
Hex/Etanol/ACN/H.0 (10:8:5:1) 10,6 N&o 16 4,08
Hex/Etanol/ACN/H20 (9:8:1:1) 10,6 Nao 20 450
Hex/Etanol/ACN/H20 (8:8:1:1) 10,5 N&o 18 3,53
Hex/Etanol/ACN/H20 (7:8:1:1) 10,6 Nao 19 3,92
Hex/Etanol/ACN/H20 (10:7:1:1) 10,6 N&o 18 4,83
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:6:1:1) 10,6 N&o 30 5,22
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:5:1:1) 10,6 Sim 20 5,71
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:8:0,5:1) 10,5 N&o 11 3,52
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:8:0,5:0,5) 10,6 N&o 17 3,66
Hex/Etanol/ACN/H,0 (10:8:1:0,5) 10,5 N&o 13 2,73
Hex/Etanol/ACN/H20 (8:10:1:1) 10,6 N&o 14 3,94

Hex/Etanol/ACN/H>0 (8:10:0,5:0,5) * * * *

Hex/Etanol/ACN/H,0 (8:10:0,5:1) N&ao 15 3,61

Com os resultados dos novos testes, o melhor valor do coeficiente de particdo
foi do sistema Hex/Etanol/ACN/H20 (10:8:1:0,5), com k= 2,73. Sendo 0 mais préximo

de 1. Quanto mais préximo k= 1, maior € o equilibrio da amostra no sistema de
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solvente, ou seja, 50 % da amostra esta presente na fase organica e 50 % na fase
aquosa.

Além de apresentar um 6timo tempo de separacdo com formacédo de duas fases
proporcionais e k mais proximo de 1. Portanto, o sistema Hex/Etanol/ACN/ H20
(10:8:1:0,5) foi escolhido para ser utilizado na técnica de contracorrente para o

isolamento de cedrelona do extrato etandlico do arilo dos frutos de T. catigua.

4.11.1 - Isolamento da cedrelona por HSCCC

Para o isolamento da cedrelona, utilizou-se o equipamento HSCCC
QuikPrep/LabPrep MK 5, do Laboratério de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, com quatro colunas.

Para o fracionamento do extrato etanodlico dos arilos de Trichilia catigua
(TCEA), foi utilizado o sistema de solvente Hex/Etanol/ACN/H20 (10:8:1:0,5) com
modo de eluigdo normal (cauda-cabeca).

Inicialmente as colunas foram preenchidas com a fase estacionaria (FI) e em
seguida, o aparelho foi submetido a rotacdo de 800 rpm, enquanto a fase movel foi
bombeada para a coluna a um fluxo de 3,0 mL/min.

Em uma proveta de 100 mL foram coletados 59 mL da fase estacionaria, até
iniciar-se a saida da fase moével (F.S). Coletou-se 10 mL da fase mével e em seguida,
injetou-se 1,05 g do extrato TCEA previamente solubilizados em 5 mL do sistema de
solventes (2,5 mLdaF. Se25mLdaF.l).

Foram coletadas inicialmente 100 mL até iniciar a saida de amostra com
coloracdo amarela, em seguida, coletou-se aliquotas de 20 mL. Foram coletadas 150
fracOes, depois desligou-se a rotacao e coletou-se da fragdo 151 a 165.

Para limpeza do equipamento, com a rotacdo desligada, foi bombeado
aproximadamente 700 mL da fase inferior (até sair incolor) e na sequéncia, limpou-se
0 equipamento com 900 mL de EtOH: H20 (8:2). Todas as fracdes obtidas foram
analisadas por cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) e/ou RMN H
(FIGURA 4.12).
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Massa da amostra TCEA: 1,0484g

Sistema de Solventes: Hexano/Acetonitrila/Etanol/Agua
10:8:1:0,5

Fase estacionaria: aquosa/inferior
Fase movel: organica/superior

Fluxo: 3,0ml/min

Frages: 20 ml

Rotagéo: 800 rpm

FIGURA 4.12 - Fluxograma de Fracdes reunidas do HSCCC.
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HSCCC HSCC HSCCC:8 HSCCC:1 HSCCC:1 HSCCC:1 HSCCC:2 HSCCC:2 HSCCC:3 HSCCC:3
11-2 C:5-7 -10 30,9 1-15 30,2 6-18 7,5 9-209,3 1-25 32,0 6-29 14,1 0-3212,7 3-40 46,0
HSCCC:4 HSCCC:4 HSCCC:5 HSCCC:6 HSCCC:6 HSCCC:6 HSCCC:7 HSCCC:7 HSCCC:8
1-42 11,4 3-53554 4-60 19,5 1-64 7,7 5-67 5,2 8-7541,8 6-78 9-88 8-91
HSCCC:9 HSCCC:9 HSCCC:99 HSCCC:104 HSCCC:114 HSCCC:121 HSCCC:131
2-95 6-98 2,4 -103 6,4 -113 8,5 mg -120 3,9 mg -130 8,5 mg -148 6,1 mg
Cedrelona :
HSCCC:149 HSCCC:151 HSCCC:156 HSCCC:160 Limpeza F.1
-150 1,5mg -155 58,4 -159 18,7 -165 19,5 327,6 mg




4.11.2 Determinacdao estrutural do limonoide isolado e dos produtos das semi-

sinteses

4.11.2.1 Substancia isolada de Trichilia catigua e Toona ciliata: limonoide

cedrelona

A cedrelona (FIGURA 4.13) foi isolada do extrato etandlico do arilo Trichilia.
catigua. A identificacdo da mesma foi feita através de RMN 3C e RMN'H e

comparagao com a literatura (TABELAS 4.10 e 4.11).

FIGURA 4.13 -Estrutura da cedrelona.

A andlise do espectro de RMN'H (FIGURA 4-14 a 4-16) indicou a presenca de
um limonoide. Os sinais em 6 7,38 (t, J = 1,6 Hz), 8 7,16 (m) e & 6,19 (m) foram
atribuidos aos hidrogénios H-23, H-21 e H-22 respectivamente, referentes ao anel
furano. Os cinco singletos em & 0,76; 1,13; 1,31; 1,51 e 1,59 integrando para 3
hidrogénios cada um, foram atribuidos a cinco metilas.

Os dubletos em 6 6,92 (d, J = 9,9 Hz) e 8 6,12 (d, J = 9,9 Hz) foram atribuidos
aos H-1 e H-2, respectivamente. O singleto em & 3,81 foi atribuido ao H-15 do grupo
epoxido C-14/C-15 e o singleto em & 6,46 foi atribuido a hidroxila do grupo diosfenol
no C-6.
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FIGURA 4.14 - Espectro de RMN 'H da cedrelona (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.15 - Expanséo do espectro de RMN H da cedrelona (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.16 -Expansao do espectro de RMN H da cedrelona (400 MHz, CDCIs).
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TABELA 4.10 - Dados de RMN'H da cedrelona em comparacdo com a literatura

(CAZAL, 2010, LUO et al., 2000)

H (CDCls, 400 MHz) (CAZAL,2010, CDClIs, 400 (LUO et al., 2000)
MHz)
1 6,92 (1H, d, J = 9,9H2) 6,92 (1H, d, J = 10 Hz) 6,86 (1H,d, J=9,8
Hz)
2 6,12 (1H, d, J = 9,9Hz) 6,10 (1H, d, J = 10 Hz) 6,05 (1H,d, J=9,8
Hz)
9 2,69 (2H, dd) 2,68 (2H, dd, J = 9,6; 3,2 Hz) -
11 1,89 (m) 1,85 (m) -
12 2,10 (m) 2,08 (M) -
15 3,81 (1H, s) 3,79 (1H, s) 3,74 (1H, s)
16a 1,95 (dd) 1,94 (dd) -
16b 2,34 (dddd) 2,30 (dddd) -
17 2,77 (2H;dd, J=6,9 | 2,76 (2H; dd, J = 6,4 e10 Hz) -
ell Hz)
18 0,76 (3H, s) 0,75 (3H, s) 0,69 (3H, s)
19 1,13 (3H, s) 1,12 (3H, s) 1,06 (3H, s)
21 7,16 (1H, m) 7,14 (1H, m) 7,09 (1H, s)
22 6,19 (1H, m) 6,18 (1H, m) 6,12 (1H, s)
23 | 7,38 (1H,t, J = 1,6 Hz) 7,36 (1H, t, J = 1,3 Hz) 731 (1H,t,J=15
Hz)
28 1,51 (3H, s) 1,49 (3H, s) 1,43 (3H, s)
29 1,59 (3H, s) 1,57 (3H, s) 1,51 (3H, s)
30 1,31 (3H, s) 1,29 (3H, s) 1,23 (3H, s)
OH 6,46(1H, s) 6,52 (1H, s) 6,46 (1H, s)

A andlise do espectro de RMN*3C (FIGURA 4.17, TABELA 4-11) mostra a
presenca de 26 sinais de atomos de carbono. Os carbonos carbonilicos foram
caracterizados pelos sinais em d 203,6 atribuido ao C-3 e & 197,9 caracteristico de
grupamento diosfenol, atribuido ao C-7. Os sinais em 6 69,8 e 55,1 foram atribuidos

aos carbonos do epdxido C-14 e C-15, respectivamente.
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FIGURA 4.17 -Espectro de RMN *3C da cedrelona (100 MHz, CDClIs).

TABELA 4.11 -Dados de RMN 3C da cedrelona em comparacdo com a literatura
(CAZAL, 2010 e LUO et al., 2000)

H (CDCls, 400 MHz) CAZAL, 2010 (CDCls, 100 (LUO et al., 2000)
MHz)
1 152,3 152,3 152,2
2 127,2 127,2 127,2
3 203,6 203,5 203,3
4 48,5 48,5 48,5
5 133,8 133,8 133,9
6 1411 141,2 141,2
7 197,9 197,9 197,8
8 46,8 46,8 46,8
9 43,1 43,6 43,2
10 40,2 40,2 40,2
11 19,5 19,4 19,4
12 35,1 35,1 35,1
13 42,0 42,0 41,9
14 69,8 69,8 69,7
15 55,1 55,0 55,0
16 31,9 31,9 31,9
17 41,7 41,7 41,7
18 23,8 23,8 23,8
19 20,2 20,1 20,1
20 123,2 123,2 123,2
21 139,3 139,3 139,3
22 110,6 110,6 110,6
23 142,9 142,9 142,9
28 26,7 26,7 26,7
29 21,2 21,8 21,2
30 23,0 23,0 22,9

216



4.11.2.2 Substancias sintetizadas, produto de acetilacdo da cedrelona

O produto acetato de cedrelona (FIGURA 4.18), obtido ap6s a reacao de
acetilacdo, foi identificado por CG-MS RMN *H, 13C e 2D).

23
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18 20\ —
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FIGURA 4.18- Produto sintetizado - Acetato de Cedrelona.

Foi obtido 15,2 mg de produto, sendo o rendimento da reacdo de 76%. Andlise
do espectro de RMN *H (Figuras 4.19 a 4.22) mostra a formacé&o do produto acetilado.
Observa-se no espectro a auséncia do singleto em & 6,47referente a hidroxila do
material de partida. O tripleto em & 7,37 (t, J =1,5 Hz) foi atribuido ao H-23 e os
multipletos em & 7,14 e & 6,18 aos hidrogénios H-21 e H-22 respectivamente,
caracteristicos do anel furano. Os dubletos em & 6,93 (1H, d, J =11,0 Hz) e 86,16 (1H,
d, J = 11,0 Hz) foram atribuidos aos H-1 e H-2 respectivamente. O singleto em & 3,74
foi atribuido ao H-15.
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FIGURA 4.19 - Espectro de RMN 'H do acetato de cedrelona (400 MHz, CDCls).
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FIGURA 4.20 - Expansédo do espectro de RMN 'H do acetato de cedrelona (400
MHz, CDCls).
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FIGURA 4.21- Expansédo do espectro de RMN H do acetato de cedrelona (400
MHz, CDCl3).

No espectro de RMN *C (FIGURA 4.22), a principal confirmacédo de que a
reacao ocorreu foi a presenga de um sinal de carbono em & 168,7 referente a carbonila
do grupo acetil (OCOCH3) e um em & 20,6 referentes a metila do grupo (OCOCHS3),

sinais estes que n&o existiam no espectro do material de partida.
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FIGURA 4.22- Espectro de RMN *3C do acetato de cedrelona (100 MHz, CDCl3).

O espectro de HSQC (FIGURAS 4.23 a 4.25) mostra a correlagdo dos
hidrogénios H-21, H-22 e H-23 com os carbonos em & 139,3, 6 110,6, 6 142,9
respectivamente, referentes aos hidrogénios do anel furano. Observa-se também a
presenga de sinais sobrepostos: um duplo dubleto em & 6,16 referente ao H-2 que se
correlaciona com carbono em & 127,5 e um mutipleto em & 6,18 do H-22
correlacionando com o carbono em & 110,6.

O sinal do hidrogénio em & 3,74(s) correlaciona-se com o carbono & 55,1 e foi
atribuido ao H-15. Na regido de & 2,30 observa-se novamente sobreposi¢ao de sinais:
0 2,30 (s) que se correlaciona com carbono & 20,6 referente a uma metila e 6 2,30 (m)
referente aos H-16a e H-16b que se correlacionam com carbono & 31,9. O multipleto
em © 2,08 correlaciona-se com carbono em & 35,1 e foi atribuido aos H-12a enquanto
o multipleto em & 1,67 que também se correlaciona com carbono & 35,1 foi atribuido
aos H-12b.
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TABELA 4.12- Dados de RMN 'H e 3C do acetato de cedrelona (400 e 100 MHz,
CDCl3)

HIC RMN H RMN 2C
(CDCls, 400 MHz) (CDCls, 100 MHz)

1 6,93 (1H, d, J = 11,0Hz) 151,8

2 6,16 (1H, d, J = 11,0 Hz) 127,5

3 - 202,1

4 - 41,7

5 - 149,3

6 - 139,3

7 - 194,1

8 -

9 1,37(m) 23,1
10 - 48,7
11 1,85 (2H,m) 19,6
12a 2,08 (1H,m) 35,1
12b 1,67 (1H,m) 35,1
13 - 43,1
14 - 69,5
15 3,74 (1H, s) 55,1
16a 1,92 (1H,m) 31,9
16b 2,30 (1H,m) 31,9
17 2,76 (2H,dd, J= 6,2 € 11,0 Hz) 41.9
18 0,76 (3H, s) 23,1
19 1,37(3H,m) 23,1
20 - 123,2
21 7,14 m 139,3
22 6,18m 110,6
23 7,37 (t, J=1,5Hz) 142,9
28 1,51 (3H,s) 27,7
29 1,44 (3H,s) 22,3
30 1,22 18,7

OCOCH; - 168,7
OCOCH; 2,30 (3H, s) 20,6
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FIGURA 4.23 - Mapa de contorno de HSQC do acetato de cedrelona (400 MHz,

CDCla).
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(400 MHz, CDCls).

O mapa de correlagbes HMBC (FIGURA 4.26) mostra correlacao dos sinais de
H-21 e H-22 com um carbono em & 123,2, atribuido ao C-20. Observa-se a correlacao
do H-23 (6 7,37, t) com os carbonos & 110,6, & 123,2 e 6 139,5 que foram atribuidos
aos carbonos C-22, C-20 e C-21, respectivamente. O sinal do hidrogénio em & 2,78
(dd) foi atribuido ao H-17, pois observa-se no HMBC a correlagédo deste sinal com os
carbonos C-20, C-21, C-22 do anel furano e com o carbonoem 6 43,1, 5 31,9 e 0 23,1
atribuidos aos C-13, C-16 e C-18, respectivamente.

Observam-se ainda as correlacdes dos sinais sobrepostos, o que facilitou a
atribuir estes valores: os sinais em 6 6,18 (m) atribuidos ao H-22 mostram correlacdes
com os carbonos 0 139,3, 6123,2 e 0142,9 atribuidos aos carbonos C-21 C-20 e C-23
respectivamente. Ja o sinal & 6,16 (d) atribuido ao H-1 mostra correlagbes com
carbonos em 6 48,7 e © 41,3 referentes aos C-10 e C-13 respectivamente.

O singleto em & 2,30 (s) foi atribuido a metila do grupo acetil (OCOCHs3), pois
mostra correlacdes com carbonos 6 168,7 e & 139,3, referentes a carbonila do grupo
acetil e ao C-6 respectivamente. Ja o multipleto em & 2,30mostra correlagbes com os
carbonos & 69,5, & 55,1 e & 41,9 atribuidos aos carbonos C-14, C-15 e C-17
respectivamente. O singleto em & 0,76 foi atribuido a metila H-18, pois mostra

correlagbes com os carbonos & 35,1, 6 43,1 e 6 69,5 atribuidos aos carbonos C-12,
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C-13 e C-14 respectivamente. O dubleto em & 6,93 foi atribuido ao H-2, mostrando
correlacbes com os carbonos 6 41,7, 6 151,8 e 6 202,1 atribuidos aos carbonos C-4

C-1 e C-3, respectivamente.
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FIGURA 4.26- Mapa de contorno de HMBC do acetato de cedrelona (400 MHz,
CDCls).

Para confirmagdo do resultado, a amostra e o material de partida foram
injetados em um cromatografo a gas, nas mesmas condi¢cdes. Observa-se a diferenca
no tempo de retencédo das amostras (FIGURA 4.27 e 4.28).

O espectro de massas (FIGURA 4.29) obtido do produto acetilado confirma a
formacao do produto acetato de cedrelona. A massa do material de partida obtida foi
422,03 e a do produto acetilado 464.

FIGURA 4.27- Sobreposicdao dos cromatogramas da cedrelona (preto) e do
produto de acetilagcéo (rosa) obtido no GC-MS. CondicGes: Gas de arraste: Hélio;
temperatura inicial de 250 °C; tempo inicial de 2,0 min.; a temperatura da coluna
aumentou de 10° C/min. até 320 °C, permanecendo nesta temperatura por 6,0
min. Temperatura do injetor 290 °C e temperatura da interface 320 °C.
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FIGURA 4.28 - Cromatograma do produto de acetilacdo obtido no GC-MS.
Condicbes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 250 °C; tempo inicial de
2,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 320 °C,
permanecendo nesta temperatura por 6,0 min. Temperatura do injetor 290 °C e
temperatura da interface 320 °C.
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FIGURA 4.29 -Espectro de massas do acetato de cedrelona (IE = 70 e.V).
4.11.2.3 Produto de mesilacéo
O mesilato de cedrelona (FIGURA 4.30), sintetizada a partir do limonoide
cedrelona, isolado do extrato hexanico de Toona ciliata teve a sua identificacdo

realizada através de RMN 'H e RMN3C, (FIGURAS 4.31 a 4.33) e experimentos

bidimensionais.
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FIGURA 4.30 - Mesilato de cedrelona.

Os sinaisem 67,35 (t,J=1,6 Hz), 8 7,13 (m) e 8 6,17 (m) foram atribuidos aos
hidrogénios H-23, H-21 e H-22 respectivamente, referentes ao anel furano. Os
dubletos em 6 6,91 (d, J =9,9 Hz) e 6 6,15 (d, J = 9,9 Hz) foram atribuidos aos H-1 e
H-2, respectivamente. O singleto em & 3,72 foi atribuido ao H-15 do grupo epdxido C-
14/C-15. Uma das confirmacdes do sucesso da reacgao foi o desaparecimento do
singleto em & 6,46, referente a hidroxila do grupo diosfenol no C-6. Os cinco singletos
em &6 0,76; 1,13; 1,31; 1,51 e 1,59, integrando para 3 hidrogénios cada um, foram
atribuidos a cinco metilas (FIGURAS 4.31 a 4.34, TABELA 4.13).
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FIGURA 4.33 - Expansédo do espectro de RMN 'H domesilato de cedrelona (400
MHz, CDCl3).

A andlise do espectro de RMN*3C (FIGURA 4.34) mostra a presenca de 27

atomos de carbono. Os carbonos carbonilicos foram caracterizados pelos sinais em &

203,6 atribuido ao C-3 e & 197,9 caracteristico de grupamento diosfenol, atribuido ao
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C-7. Os sinais em & 69,8 e 55,1 foram atribuidos aos carbonos do epéxido C-14 e C-

15, respectivamente.
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FIGURA 4.34- Espectro de RMN *3C do mesilato de cedrelona (100 MHz, CDCIs).

TABELA 4.13 - Dados de RMNIH e RMN 13C do mesilato de cedrelona em
comparagcao com a cedrelona

H Mesilato de Cedrelona C Cedrelona Mesilato de
cedrelona (CDCls, (CDCls, 400 (CDCls, 400 cedrelona
400 MHz) MHz) MHz) (CDCls, 400
MHz)
1 6,86 (1H, d, J = 6,92 (1H, d, J = 1 152,3 151,3
9,9Hz) 9,9Hz)
2 6,17 (1H, d, J = 6,12 (1H, d, J = 2 127,2 127,8
9,9Hz) 9,9Hz)
3 - - 3 203,6 201,7
4 _ ; 4 48,5 48,6
5 - - 5 133,8 139,3
6 - - 6 197,9 1954
7 7 46,8
8 - - 8 43,1 48,6
9 2,69 (2H, dd) 2,69m 9 40,2 42,9
10 - - 10 19,5 40,0
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11 1,19 (2H,s) 1,89 (m) 11 35,1 18,5
12a 2,10 (m) 2,10 (m) 12 35,1 35,0
12b 1,67 (m) - 35,0
13 - - 13 42,0 42,0
14 - - 14 69,8 69,2
15 3,71 (1H, s) 3,81 (1H, s) 15 55,1 55,2
16a 1,98 (m) 1,95 (dd) 16 31,9 31,9
16b 2,32 (m) 2,34 (dddd) 31,9 31,9
17 | 2,77 (2H;dd,J=6,9 | 2,77 (2H; dd, J 17 41,7 42,0
ell Hz) =6,9 ell Hz)
18 0,77 (3H, s) 0,76 (3H, s) 18 23,8 23,1
19 1,19 (3H, s) 1,13 (3H, s) 19 20,2 18,5
20 - - 20 123,2 123,1
21 7,15 (1H, m) 7,16 (1H, m) 21 139,3 139,3
22 6,19 (1H, m) 6,19 (1H, m) 22 110,6 110,6
23 737 (1H,t,J=16 | 7,38(1H,t,J= 23 142,9 142,9
Hz) 1,6 Hz)
28 1,64 (3H, s) 1,51 (3H, s) 28 26,7 27,0
29 1,67(3H, s) 1,59 (3H, s) 29 21,2 23,3
30 1,38 (3H, s) 1,31 (3H, s) 30 23,0 23,7
COS - - COS 141,1
e]e e]e)
CHs 3,49 (3H, s) - CHs - 41,7

Os mapas de contorno HSQC e HMBC (FIGURAS 4.35 a 4.37) foram

registrados e confirmam a proposta estrutural do mesilato de cedrelona.
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FIGURA 4.37 - Mapa de contorno de HMBC do mesilato de cedrelona (400 MHz,
CDCls).

Foi realizado também um experimento de insercdo direta por massas. O
espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo (FIGURA 4.38) do
mesilato de cedrelona apresentou um pico em m/z 523,4 referente ao ion molecular

[M+Na]*, um aduto de sédio, concluindo a massa molecular do composto é 500,3.
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2187
2.0eT-
12T
1827,
1787
1827
1.5eT-
1427
1387

90 3 APRTY IO, S T TN <5 ! A i i
120 80 20 230 00 40 0 40 480 501 0 E 580 60

FIGURA 4.38 - Espectro de massas (ESI) modo positivo do [M+Na]* do mesilato
de cedrelona.
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4.11.2.4 Produto de esterificagdo com cloreto de propionila

O propionato de cedrelona (FIGURA 4.39), sintetizado a partir do limonoide
cedrelona, isolado do extrato hexanico de Toona ciliata teve a sua identificacdo

realizada através de RMN! H e RMN 13C e experimentos bidimensionais.

22/ o
18 2-_ ”

16

FIGURA 4.39 - Substancia sintetizada - propionato de cedrelona.

Os sinaisem 67,35 (t,J=1,6 Hz), 8 7,13 (m) e 8 6,17 (m) foram atribuidos aos
hidrogénios H-23, H-21 e H-22 respectivamente, referentes ao anel furano. Os
dubletos em 6 6,91 (d, J =9,9 Hz) e 6 6,15 (d, J = 9,9 Hz) foram atribuidos aos H-1 e
H-2, respectivamente. O singleto em & 3,72 foi atribuido ao H-15 do grupo epdxido C-
14/C-15. Uma das confirmac¢des do sucesso da reacao foi o desaparecimento do
singleto em & 6,46, referente a hidroxila do grupo diosfenol no C-6. Os cinco singletos
em & 0,76; 1,13; 1,31; 1,51 e 1,59, integrando para 3 hidrogénios cada um, foram
atribuidos a cinco metilas (FIGURAS 4.40 a 4.42, Tabela 4.14).
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FIGURA 4.40 - Espectro de RMN *H do propionato de cedrelona (400 MHz, CDCls).
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A andlise do espectro de RMN °C (FIGURA 4.43 e TABELA 4.14) mostra a
presenca de 29 atomos de carbono. Os carbonos carbonilicos foram caracterizados
pelos sinais em & 203,6 atribuido ao C-3 e & 197,9 caracteristico de grupamento
diosfenol, atribuido ao C-7. Os sinais em 6 69,8 e 55,1 foram atribuidos aos carbonos

do epoxido C-14 e C-15, respectivamente.
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FIGURA 4.43- Espectro de RMN 3C do propionato de cedrelona (100 MHz,
CDCla).
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TABELA 4.14 Dados de RMN 'H e RMN 13C do propionato de cedrelona em

comparacao com a cedrelona

H Propionato de Cedrelona C Cedrelona Propionato de
cedrelona (CDCls, | (CDCls, 400 (CDCls, 100 cedrelona (CDCls,
400 MHz) MHz) MHz) 100 MHz)
1 6,91 (1H,d,J= | 6,92 (1H, d, 1 152,3 151,9
9,9Hz) J = 9,9Hz)
2 6,15 (1H,d,J= | 6,12 (1H, d, 2 127,2 127,7
9,9Hz) J = 9,9Hz)
3 - - 3 203,6 201,9
4 - - 4 48,5 48,8
5 - - 5 133,8 127,5
6 - - 6 141,1 1429
7 - - 7 197,9 194,1
8 - - 8 46,8 42,1
9 2,75 (2H, dd) 2,69 (2H, 9 43,1 41,8
dd)
10 - - 10 40,2 41,3
11 1,90 (m) 1,89 (m) 11 19,5 19,7
12a 2,08 (m) 2,10 (m) 12 35,1 35,1
12b 1,65 (m) -
13 - - 13 42,0 42,0
14 - - 14 69,8 69,5
15 3,72 (1H, sl 381 (1H,s) | 15 55,1 55,2
16a 1,95 (m) 1,95 (dd) 16 31,9 32,0
16b 2,28 (M) 2,34 (dddd)
17 2,75 (m) 2,77 (2H; 17 41,7 41,8
dd,J=6,9
ell Hz)
18 0,77 (3H, s) 0,76 (3H,s) | 18 23,8 22,6
19 1,36 (2H, s) 1,13 (3H,s) | 19 20,2 23,1
20 - - 20 123,2 123,2
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21 7,13 (1H, m) 7,16 (1H, 21 139,3 139,4
m)
22 6,17 (1H, m) 6,19 (1H, 22 110,6 110,7
m)
23 | 735(1H,t,J= | 7,38(1H,t, | 23 142,9 142,9
1,6 Hz) J=1,6Hz)
28 1,55(3H,s) | 151(3H,s)| 28 26,7 27.7
29 1,55(3H,s) | 1,59 (3H,s)| 29 21,2 23,1
30 1,55(3H,s) | 1,31(3H,s)| 30 23,0 23,7
0OCO - - 0OCO - 172,3
2 1,88 (2H, m) - 2 - 19,7
3 1,25(3H, 1) - 3 - 9,1

Os mapas de contorno HSQC e HMBC (FIGURAS 4.44 e 4.45), foram

registrados e confirmam a proposta estrutural do proprionato de cedrelona.
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FIGURA 4.44 - Mapa de contorno de HSQC do Propionato de cedrelona (400 MHz,
CDCla).
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FIGURA 4.45 - Mapa de contorno de HMBC do Proprionato de cedrelona (400
MHz, CDCls).

O produto da reacao para formacéo de propionato de cedrelona foi analisado
por CG/EM (FIGURAS 4.46 e 4.47).
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FIGURA 4.46- Cromatograma do produto da reacdo com cloreto de proprionila
obtido no GC-MS. CondicGes: Gas de arraste: Hélio; temperatura inicial de 250°
C; tempo inicial de 2,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10 °C/min até
320 °C, permanecendo nesta temperatura por 6,0 min. Temperatura do injetor 290
°C e temperatura da interface 320 °C.
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FIGURA 4.47- Espectro de massas do propionato de cedrelona (IE = 70 e.V).
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Foi realizado também um experimento de insercdo direta por massas. O
espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo (FIGURA 4.48) do
propionato que apresentou um pico em m/z 501,3 referente ao ion molecular [M+Na]*

(aduto de sédio), indicando a massa molecular do composto 478,3.

W 1 14 WMCA Scans from Sample 1 (FGT p_ull Sean_TB012076] 6F FGT p_Tus Sean_1E0TZ016 Wit { 1UrDe Spray)

3.1e7
2027

2827

2627

NSy, Cps

FGURA 4.48 - Espectro de massas (ESI) modo positivo da [M+Na]* do propionato
de cedrelona.

4.12 Ensaios Bioldgicos dos produtos sintetizados

4.12.1 Acetato de cedrelona
O acetato de cedrelona foi ensaiado frente as operarias A. sexdens rubropilosa
e frente ao fungo simbionte L. gongylophorus. Os resultados estdo na TABELA 4.15 e
FIGURA 4.49 e 4.50.

Grafico de Sobrevivéncia - Acetato de Cedrelona
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FIGURA 4.49- Curvas de sobrevivéncia de operérias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com o composto
acetato de cedrelona.
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TABELA 4.15 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com o composto acetato de cedrelona

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 2 |3 |6 8 10 |14 |17 |21 25
Controle Dieta Pura 0 2 |2 |6 10 |18 |32 |38 |46 46 >25a
Act. de cedrelona 0,1 mg 0 0|4 |10 |28 |42 |50 |52 |60 62 15,5b
Act. de cedrelona 0,2 mg 0 O |6 |22 |34 |42 |48 |64 |74 84 15a
10
8
6
A Controle Acetato de
Cedrelona
76%
2 .
0
Controle Acetato de
Cedrelona

FIGURA 4.50 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo L. gongylophorus ap6s 30 dias do experimento.

De acordo com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens rubropilosa

submetidas a bioensaios e diferencas significativas de acordo com a estatistica "log

rank" teste (p <0,05, Md-controle dieta pura = 25 dias) foram observadas para ambas

as concentracoes, sendo a Md = 7 dias.

Houve um aumento significativo na atividade do acetato de cedrelona, quando

comparado a cedrelona. O produto sintetizado apresentou mortalidade acumulada de

62% e 84% ao final do experimento na concentracdo de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL

respectivamente.
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Para o ensaio frente ao fungo L. gongylophorus, acetato de cerelona
apresentou resultado significativo, com 76% de inibicdo no crescimento micelial na

concentracéo de 100 pg/mL ao final do experimento (FIGURA 4.50).
4.12.2 Mesilato de cedrelona
O mesilato de cedrelona foi ensaiado frente as operarias A. sexdens rubropilosa

e frente ao fungo simbionte L. gongylophorus. Os resultados s&o apresentados na
FIGURA 4.51 e TABELA 4.16.

Grafico de sobrevivéncia - Mesilato de Cedrelona
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FIGURA 4.51 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com o composto
mesilato de cedrelona.

TABELA 4.16- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com o composto mesilato de cedrelona

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 |2 |3 |6 |8 10 |14 |17 |21 |25

Controle Dieta Pura 0 0 2 2 6 10 |18 |30 |44 |46 | >25a

Mesilato de 2 4 6 48 | 60 66 |78 |78 |78 |78 |7,0b
cedrelona 0,1 mg
Mesilato de 2 |4 |6 32 |58 78 |88 |88 (94 |94 |7,0b

cedrelona 0,2 mg

De acordo com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens rubropilosa
submetidas a bioensaios, diferencas significativas de acordo com a estatistica "log
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rank" teste (p <0,05, Md-controle dieta pura = 19 dias) foram observadas para ambas
as concentracdes, sendo a Md = 7 dias.

Houve um aumento significativo na atividade do mesilato de cedrelona, quando
comparado a cedrelona. O produto sintetizado apresentou mortalidade acumulada de
78% e 94% ao final do experimento na concentracdo de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL
respectivamente.

Para o ensaio frente ao fungo L. gongylophorus, mesilato de cerelona n&o
apresentou resultado significativo, com apenas 8% de inibig&o no crescimento micelial
na FIGURA 4.52.

10

Controle Mesilato de
Cedrelona

O N B OO ®

Controle Mesilato de
Cedrelona

FIGURA 4.52 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo L. gongylophorus ap6s 30 dias do experimento.

4.12.3 Propionato de cedrelona
O propionato de cedrelona (Rclp) foi ensaiado frente as operarias A. sexdens

rubropilosa e frente ao fungo simbionte L. gongylophorus. Os resultados séo
apresentados nas FIGURAS 4.53 e 4.54 e TABELA 4.17 e 4.18.
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FIGURA 4.53-Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com o propionato de
cedrelona.

TABELA 4.17- Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com o propionato de cedrelona

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md *
1 2 3 6 8 10 | 14 |17 | 21 25
Controle DietaPura | 0 | 12 | 20 | 28 | 32 | 36 | 40 |44 | 52 54 | 19a
Propionato de 2 |22 |38 |42 |42 | 44 | 72 |84 | 88 92 | 12b
cedrelona - 0,1 mg
Propionato de O (28|58 |90 |94 |96 | 98 |98 | 100 | 100 | 3,0b
cedrelona - 0,2 mg

Observa-se um aumento significativo na atividade do propionato de cedrelona
gquando comparado a cedrelona. O produto sintetizado apresentou mortalidade
acumulada de 92% e 100% ao final do experimento na concentracéo de 0,1 mg/mL e
0,2 mg/mL.

De acordo com a sobrevivéncia mediana (Md) de A. sexdens rubropilosa
submetidas a bioensaios, diferencas significativas de acordo com a estatistica "log
rank" teste (p <0,05, Md-controle dieta pura = 19 dias) foram observadas para ambas

as concentragoes, sendo a Md = 12 para 0,1 mg/m LMd = 3 dias para 0,2 mg/mL.
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O proprionato de cerelona apresentou resultado significativo, com 60% de
inibicdo no crescimento micelial na concentracdo de 100 pg/mL ao final do

experimento com Leucoagaricus gongylophorus (TABELA 4.18 e FIGURA 4.54).

TABELA 4.18 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do
experimento

Réplicas
Ensaio Propionato *Controle
de
cedrelona
1 4,90625 11,5753
2 5,225274 12,18603
3 45216 11,8177
4 4,828064 12,43471
5 4,5216 -
Média 4,8006 12,0034
SD 0,2949 0,3817242
RSD 6,14376171 3,18012455
Inibic&o 60 % -

*Controles, Acetona: 500 pL

12 -

10 -

Controle Propionato de
Cedrelona

Controle Propianato de cedrelona

FIGURA 4.54 - Gréafico das meédias das areas do crescimento micelial e
porcentagem de inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus
de propionato de cedrelona comparada ao controle.
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4.13 Processos de Nanoencapsulamento
4. 13.1 Analise cromatogréafica da cedrelona

Observa-se na FIGURA 4.55 o cromatograma obtido por CLAE em gradiente
exploratorio da amostra de cedrelona, na busca de melhores condicbes
cromatograficas para a mesma.

WD

MMMMMMM

FIGURA 4.55- Cromatograma de cedrelona. Analise por CLAE método gradiente
exploratério da amostra de cedrelona a ser encapsulada nas condi¢cdes: Coluna
C18 Phenomenex Luna 10 ym (g = 0,46 cm, h = 25 cm), eluicdo gradiente
MeOH:H20 10-90%, fluxo 1,0 mL/min, A = 254 nm.

ApGs diversos experimentos para ajustar o método utilizado no CLAE, na busca
da melhor seletividade, sensibilidade e tempo de andlise, as melhores condicdes
encontradas foram: C18 Gemini Phenomenex 5 um (0,46 x 15 cm), elui¢cao isocratica

MeOH: H20 85:15, fluxo 1,0 mL/min, A = 278 nm, observadas no cromatograma da
FIGURA 4.56.

VWD: Sinal A, 278 nm
d d

1 278
padrao-cedr-85metanol1 5aguateste-278.dat

FIGURA 4.56- Cromatograma de cedrelona. Analise por CLAE método isocratico
da amostra de cedrelona a ser encapsulada nas condigdes: C18 Gemini

Phenomenex 5 ym (0,46 x 15 cm), eluigao isocratica MeOH:H20 85:15, fluxo 1,0
mL/min, A =278 nm.
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4.13.2 Validacdo do método analitico para quantificacdo da cedrelona por
CLAE

A curva analitica para cedrelona obtida em fungédo das areas das bandas
cromatograficas, abrangendo a faixa 1-100 ug/mL foi linear.

A regressao linear obtida pela area em funcdo da concentracdo esta
representada na FIGURA 4.57.

Regressao Linear - Cedrelona

50000000,0 -

40000000,0 -
y =414249x - 49615

30000000,0 R?=0,99996

Area

20000000,0

10000000,0

0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentragdo (ug/mL)

FIGURA 4.57 - Curva de calibracdo para andlise de cedrelona. As analises
cromatograficas foram realizadas no equipamento Agilent 1260, nas condic¢des:
C18 Gemini Phenomenex 5 ym (0,46 x 15 cm), eluicdo isocratica MeOH:H20
85:15, fluxo 1,0 mL/min, A = 278 nm.

O gréfico acima mostra que os resultados sdo diretamente proporcionais, o que
tornou possivel a correlacdo entre a concentracdo de cedrelona nas amostras padréao
com a area dos picos nos cromatogramas, e é descrita pela equacao da reta y =
414249x - 49615, onde y é a area da banda cromatografica e x € a concentracédo da
cedrelona na solugdo em ug/mL com coeficiente de correlagao linear R? = 0,99996.

A TABELA 4.19 mostra os dados para a analise de variancia de fator unico
(ANOVA) para o modelo de regressao linear, que confirma a linearidade do modelo a
um nivel de confianga de 95%. A significAncia estatistica foi estabelecida no valor de
P<0,05, o que indica que o modelo é explicado pela regressao proposto num intervalo
de confianca de 95%.

O p-valor para a inclinagao da curva menor que 0,05 confirma estatisticamente

gue para cada conjunto de valores de Y (absorbancia) existe um valor de X

244



(concentracédo) correspondente enquanto o p-valor do intercepto maior que 0,05

confirma a hipétese nula onde o intercepto ndo € estatisticamente diferente de zero.

TABELA 4.19- Analise de variancia de fator unico (ANOVA) para o modelo de
regressao linear

ANOVA

gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 6,61x10%° 6,61x10%° 875641,4 | 1,41x107®
Residuo 34 2,57x101 7,55x10°
Total 35 6,61x10%

Coeficientes | Erro padrdo | Stat t valor-P 95% 95%

inferiores superiores

Intersecéo (a) -49614,7 19060,49 -2,603014 | 0,063596 | -88350,322 -10879,16
Slopelinclinacdo | 414249,4 442,6891 934,757 1,41x107* | 413349,8 415149,1
(b)

A exatiddo do método indica a correlacdo entre os resultados obtidos e os
aceitos como verdadeiros, enquanto a precisdo € a capacidade do método de
reproduzir o mesmo resultado para multiplas analises de uma mesma amostra.

Para a determinacdo da exatiddo e precisdo do método foram preparadas
solucdes padrao em trés niveis de concentracdes diferentes, baixa, média e alta
concentracéo (CQB, CQM e CQA, respectivamente). As solucdes preparadas para as
trés concentragdes foram 1,2, 50 e 95 pg/mL, que cobrem toda a faixa linear de
trabalho, mas séo diferentes dos valores usados na constru¢cdo da curva de
calibragao.

As amostras foram preparadas em quintuplicata e analisadas em trés dias n&o
consecutivos (n=3) e assim calculadas a exatiddo e a precisao inter e intra-dia para
cada ponto. Os resultados encontram-se na TABELA 4.20.

O limite de deteccéo foi calculado de acordo com a relacao sinal/ruido, sendo
10 e 3vezes e parao LQ e o LD foram estabelecidos em 0,8 e 0,26, respectivamente.
O LQ encontrado foi menor que o primeiro ponto da curva de calibragédo (<1,0 ug/mL)
provando ser a curva linear, exata e precisa na faixa de trabalho.

Para o estudo de reprodutibilidade do injetor, foram obtidos 99,9% de exatid&ao
e 0,17 de precisdo enquanto esses mesmos parametros para estudo de estabilidade

do injetor foram de 99,9% e 0,0007, respectivamente.
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TABELA 4.20- Analise de variancia de fator unico (ANOVA) para o modelo de
regressao linear

Cedrelona Dia Repeticbes Exatidao (%) Precisédo [DPR (%)]
(Mg/mL)
Variagéo Intra Dia
1,2 1 5 102,5 0,50
50 1 5 100,0 0,16
95 1 5 100,2 0,07
1,2 2 5 101,5 0,18
50 2 5 100,2 0,14
95 2 5 100,21 0,09
1,2 3 5 101,21 0,18
50 3 5 100,0 0,09
95 3 5 100,0 0,14
Variagao Inter Dia
1,2 - 15 101,7 0,74
50 - 15 100,12 0,14
95 - 15 100,21 0,12

4.13.3 Incorporacao da cedrelona pelo método de nanoprecipitacao

As incorporacdes foram preparadas pela técnica de nano precipitacdo
conforme descrita anteriormente. Preparou-se varias formulacdes alterando
guantidade de polimero, quantidade de amostra e a presenca ou auséncia do oleato
de isodecila (TABELA 4.21). Para formacéao das nanoparticulas, o solvente organico
e parte da fase aquosa foram removidos sob pressao reduzida ajustando o volume
final da dispersao coloidal em 50 mL (FIGURA 4.58).
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FIGURA 4.58- Preparacdo de nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacéo.

TABELA 4.21- Dados para o preparo das formulacgdes.

Ensaio/ | Quantidade | PCL | Oleo**
amostras | de cedrelona | (mg) | (mQ)
(H9)
NP1 506,0 | 100,0 7]
NP2 500,0 | 200,2 %)
NP3 502,0 | 100,3 | 310,21
NP4 1000,0 | 100,3 /]
NP5 502,0 | 200,1 | 310,21
NP6 1002,0 | 200,1 7]
NP7 1002,0 | 100,0 | 310,0
NP8 1000,0 | 200,1 | 310,0
NP9 750,0 | 150,1 | 155,3
NP102 750,0 | 150,2 | 155,1
NP112 750,0 | 150,2 | 155,3
NP12° 502,0 | 100,1 %]
NP13P 504,0 | 200,3 | 310,1
NP14° 1002,0 | 200,3 /]

Apbés a obtencdo do método analitico, as suspensfes coloidais foram

preparadas conforme método descrito anteriormente e analisadas via CLAE. A
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TABELA 4.22 representa os resultados da eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH,
diametro de particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperacédo para os 14 ensaios de

nanoparticulas cedrelona.

TABELA 4.22- Resposta de eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH, diametro de
particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperacdo para os 14 ensaios de

nanoparticulas de cedrelona

Ensaio/ | Concentracdo* | PCL Oleo** EE pH DP Pz Recup.
amostras pg/mL (mg) (mQ) (%) (nm) (mV) (%)
NP1 506,0 | 100,0 /] 95,5 | 5,10 | 200,0 -35,7 99,6
NP2 500,0 | 200,2 0] 97,8 | 550 | 221,8 -38,0 100,5
NP3 502,0 | 100,3 | 310,21 958 | 4,87 | 2953 -39,9 85,3
NP4 1000,0 | 100,3 /] 82,2 | 5,15 | 195,6 -37,1 64,4
NP5 502,0 | 200,1 310,1 96,8 | 4.80| 1745 -42,0 99,9
NP6 1002,0 | 200,1 0] 97,7 | 5,05 | 212,44 -39,1 61,7
NP7 1002,0 | 100,0 | 310,0 99,3 | 4,87 | 2877 -40,5 99,9
NP8 1000,0 | 200,1 310,0 99,2 | 489 | 3215 -40,0 98,6
NP9 750,0 | 150,1 155,3 95,1 | 4,82 | 272,9 -40,3 82,2
NP10? 750,0 | 150,2 155,1 99,1 | 492 | 2514 -40,9 95,0
NP112 750,0 | 150,2 155,3 955 | 5,08 | 322,44 -36,9 93,1
NP12° 502,0 | 100,1 %) 97,8 | 4,94 | 196,0 -37,1 93,5
NP13P 504,0 | 200,3 | 310,21 955| 4,80 | 3251 -40,9 99,0
NP14° 1002,0 | 200,3 %) 99,0 | 4,87 | 227,2 -36,6 92,6

NP = nanoparticulas

*Concentracdo de pug de cedrelona por mL de suspensao coloidal

** Auséncia de 6leo (@)correponde as NS (nanoesferas)

aValores centrados na média

b RepeticOes

Observa-se na TABELA 4.22, que as nanoparticulas NP9, NP10, NP11 séo as

centradas na média, ja as NP12, NP13 e NP14 sao repeticdes aleatorias, referentes
respectivamente as NP1, NP5 e NP6. A NP6 apresentou uma taxa de recuperacao de
61,7%, e sua repeticdo NP14 apresentou uma taxa de 92,6%, 0 que remete a erros
associados ao preparo das nanoparticulas e ndo método de nanoprecipitaco.
Provavelmente, houve perda de material no preparo das suspencdes coloidais da
NP6.
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O resultado da EE% observa-se o menor valor de 82,2 bem préximo de 99,3%
(TABELA 4.22). A média da Rec% foi de 96,8%, confirmando assim a quantificacao
da cedrelona, ou seja, o composto na formulagéo.

O diametro médio das particulas nas formulacdes apresentou-se na faixa de
195,6 a 347,1 nm (TABELA 4.22). Para as NS (que ndo apresentam 6leo em sua
composicao) observam se valores menores das particulas que variam de 200 a 196 nm.
Ja as NC (com 6leo em sua composi¢cao) observam-se valores mais altos variando de
325,1a347,2nm (FIGURA 4.59), estes valores estao condizentes com a literatura (CAZAL,
2010).

Size Distribution by Number

Number (Percen

Size (d.nm)

Record 701: NP14 1]

FIGURA 4.59 - Distribuicdo de tamanho pela intensidade das particulas das 14
formulacdes.

Os PZ (potencial zeta) das nanoparticulas variaram de -35,7 a -40,9. Este
experimento € utilizado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes
coloidais. Os valores elevados do PZ, podendo ser negativos ou positivos,
identificam a estabilidade de uma suspensdo, de modo que a repulsdo entre
particulas evita a agregacao (Brookhaven Instruments, 2015).

As nanoparticulas preparadas neste trabalho apresentam potencial Zeta
negativo devido a presenca de um polimero do tipo poliéster, PCL, na sua
formulacéo.

Em geral, nanoparticulas que apresentam valores de potencial zeta proximos
a £30 mV possuem boa estabilidade coloidal em solugcdo (MELO et al., 2010)

(FIGURA 4.60). Os valores negativos para o PCL sao justificados pela presenca
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de grupos carboxila dos terminais (MULLER et al., 2001 e MORA-HUERTAS et al.,
2010).

Zeta Potential Distribution
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FIGURA 4.60 - Distribuicho do potencial zeta calculado pela média dos
deslocamentos de fases medidos durante as analises em triplicata.

4.13.4 Medidas de pH
Foram realizadas medicdes de pH, de 5 em 5 dias durante o primeiro més, e
posteriormente a cada quinze dias, durante trés meses, a TABELA 4.23. mostra as
variagdes observadas.

TABELA 4.23 - Medidas de pH das nanoparticulas contendo cedrelona, medidas
de 5 em 5 dias durante um més

Nanoparticulas pH-dias

to t5 t10 t15 t20 t25 t30 | tmédio
NP1 5,10 5,20 5,23 | 5,28 5,21 5,20 5,17 5,20
NP2 5,50 5,24 5,16 | 5,10 5,23 5,22 5,16 5,23
NP3 4,87 5,04 5,03 | 4,98 5,02 5,04 4,94 4,98
NP4 5,15 5,24 5,27 | 5,22 5,10 5,13 511 5,17
NP5 480 | 4,88 488 | 483 | 5,01 498 | 4,69 4,86
NP6 5,05 5,13 5,10 | 5,10 5,01 4,99 4,93 5,04
NP7 4,87 4.99 5,03 | 5,10 4,95 5,01 4,86 4,97
NP8 4,89 4,93 5,02 | 513 5,15 4,96 4,77 4,97
NP9 4,82 4,86 4,96 | 4,99 4,98 5,01 4,81 491
NP10?2 4,92 511 5,16 | 5,20 5,16 5,17 4,96 5,09
NP112 5,08 5,15 5,17 | 5,20 5,10 4,97 5,04 5,10
NP12° 4,94 5,04 5,08 | 5,10 5,05 4,99 4,94 5,02
NP13P 4,80 4,88 4,88 | 4,83 4,80 4,85 4,74 4,82
NP14° 4,87 5,00 5,00 | 5,03 4,99 4,98 4,87 4,96
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A medida do pH é um parametro importante na avaliacdo da estabilidade de

sistemas coloidais, pois alteracdes de seus valores podem estar relacionados com a
degradacdo do polimero, uma vez que, a relaxacdo das cadeias poliméricas de PCL
poderia ocasionar uma exposi¢cdo de um maior numero de grupos acidos carboxilicos
terminais, assim como o pH levemente acido poderia ocasionar a hidrélise do
poliéster, o que alteraria o pH das suspensdes (SCHAFFAZICK, et al., 2002; LOPES,
et al., 2000).
A variagdo do pH pode também estar relacionado a degradacdo de algum outro
componente da formulacdo ou até mesmo com a difusdo do principio ativo das
nanoparticulas para o meio aquoso (CAZO et al., 2012). Os valores de pH variaram
de 4,86 a 5,23 em média em todas as formula¢des (TABELA 4.24).

TABELA 4.24 - Medidas de pH das nanoparticulas contendo cedrelona, medidas
durante quatro meses

Nanoparticulas
1 2 3 4
NP1 5,17 5,03 4,97 4,93
NP2 5,16 5,10 4,94 4,96
NP3 4,94 4,98 5,10 5,14
NP4 511 5,02 5,15 5,13
NP5 4,69 4,97 4,92 4,95
NP6 4,93 4,95 491 4,94
NP7 4,86 4,95 5,26 5,20
NP8 4,77 5,02 5,21 5,15
NP9? 4,81 4,82 4,96 4,90
NP10?2 4,96 5,13 5,25 5,21
NP11? 5,04 4,99 4,94 4,95
NP12° 4,94 4,97 5,16 5,10
NP13P 4,74 4,84 4,70 4,73
NP14° 4,87 4,99 4,84 4,96
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4.13.5 Célculo dos efeitos para o planejamento fatorial

Juntamente com o0s experimentos, foi preparado formulagdes 1,5 e 6
conforme o planejamento fatorial e caracterizadas com os critérios estabelecidos
anteriormente, verificando assim, os erros associados e o desvio padrdo relativo
(DPR) convertidos em % (TABELA 4.25).

Efeito 1 refere se a presenca ou auséncia de oleado de isodecila, o efeito 2
refere-se & concentracao do polimero, e o efeito 3 a quantidade de cedrelona.

TABELA 4.25 - Efeitos calculados em porcentagem para o planejamento fatorial com
interac@o das variaveis independentes 1, 2 e 3

Efeitos RA(%) | DP Pz pH EE(%)
1 -2,90 8,9 3,50 0,90 4,50

2 14,30 30,4 7,40 -4,30 4,30

3 -15,10 -3,4 0,70 0,40 -2,10

12 3,80 3,4 -1,60 0,20 -4,50
13 -4,80 -1,7 -1,70 0,10 2,80
23 -21,70 -1,4 -2,30 -0,40 4,60
123 -3,10 -0,9 -1,40 1,20 3,90
DPR(%) 11,1 3,6 3,1 1,4 1,3

*DPR: Desvio Padréo Relativo dos erros médios associados as repeticdes calculadas em %.

Observa-se que todos os efeitos ndo tiveram variagdes significativas. Os
efeitos de primeira ordem 1 foram mais significativos com relacdo ao diametro de
particula (DP), com 8,9% de variacao.

Ja o efeito de primeira ordem 2 foi mais significativo na RA (%) e no DP, com
14,3% e 30,4% respectivamente. O efeito 3 apresentou valores menos significativos,
devido a um erro de -15,1 % para RA%.

Nos efeitos de segunda ordem, ndo sé&o observadas variagdes significativas.
Observa-se no efeito 12 apenas 3,8% relacionado a RA% e -4,5% relacionado a
EE%. Ja no efeito 23, observa-se 4,6% para EE% e -21,7% para RA%. Em efeitos de
terceira ordem, como o 123, observa-se que 0s experimentos nado apresentaram
variagoes significativas, com 3,9% para EE%.

A FIGURA 4.61 mostra o grafico dos efeitos em relagdo ao valor normal
esperado. Ao redor de zero pode-se observar os efeitos pequenos. Quando os

efeitos estdo afastados de zero considera-os como os efeitos mais importantes.
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FIGURA 4.61 - Grafico da distribuicdo dos efeitos em relacdo ao valor normal
esperado do planejamento fatorial (Analise da ANOVA).

A visualizacdo grafica € uma das maneiras mais facil de identificar a
importancia de cada efeito. A FIGURA 4.62 mostra a visualizacdo dos efeitos
principais e de interacao ao alterar os niveis de baixo (-1) para alto (+1). Como pode
se observar, ndo houve muita diferenca significativa nos efeitos para todos os
experimentos.

O efeito mais significativo foi o 2, representado no DP, onde h& deslocamento
do (-1) para (+1), que possui uma seta com inclinacdo maior, contribuindo assim,

30,4% na avaliacdo do efeito.
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FIGURA 4.62 - Visualizacéo dos efeitos principais em porcentagem e de interagcao

4.13.6 Andlise morfoldgica das nanoparticulas por Microscopia Eletronica de

Varredura

Para a avaliacdo da morfologia, as nanoparticulas de PCL contendo
cedrelona, foram caracterizadas utilizando a microscopia eletronica de varredura
(MEV). Este tipo de caracterizacdo € muito utilizado para obter informacdes relativas
a forma e ao tamanho das nanoparticulas.

Observa-se nas figuras abaixo, as nanoparticulas em evidéncia e
aglomeradas. Nota-se claramente a diferenga na organizacdo estrutural devido as

concentracdes diferentes do composto ativo.

Observa-se também a diferenca na organizacdo estrutural entre as nano
capsulas nano esferas. As nano capsulas sdo constituidas por um nucleo oleoso

revestido por uma camada polimérica, ja as nanoesferas sdo formadas por uma matriz
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polimérica, onde o principio ativo pode ficar retido ou adsorvido nesta (Figuras 4.63 a
4.67.

FIGURA 4.63 - Imagem de MEV das particulas de PCL, NP1, contendo cedrelona
incorporada.

FIGURA 4.64 - Imagem de MEV das particulas de PCL, NP2, contendo cedrelona
incorporada.

FIGURA 4.65 - Imagem de MEV das particulas de PCL, NP3 e NP5, contendo
cedrelona incorporada.
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FIGURA 4.66 - Imagem de MEV das particulas de PCL, NP10, contendo cedrelona
incorporada.

FIGURA 4.67 - Imagem de MEV das particulas de PCL, NP14, contendo cedrelona
incorporada.

4.14 Ensaios Biologicos das Nanoparticulas

As nanoparticulas carregadas de cebrelona e seus respectivos brancos, foram
ensaiadas frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte,

conforme descrito no procedimento experimental.

4.14.1 Ensaio frente ao fungo Leucoagaricus gongylophorus

Inicialmente foram realizados ensaios com a cedrelona em diferentes
concentragdes referentes a concentracdo de cedrelona nas nanoparticulas ensaiadas.
Estes resultados estdo descritos na TABELA 4.26. As porcentagens de inibicdo foram
de 45, 56 e 59% de inibicdo nas concentracdes de 100, 150 e 200 pg/mL

respectivamente.
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TABELA 4.26 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do
experimento

Réplicas
Ensaio | Cedrelona | Cedrelona | Cedrelona | *Controle
100 ug 150 ug 200 ug
1 7,938234 4673576 6,1544 12,43471
2 7,065 4,750506 | 5,554346 | 12,93963
3 6,242634 5,3066 5,554346 | 12,06262
4 7,065 5,72265 5,3066 12,81246
5 6,1544 5,144576 5,3066 12,93963
Média 6,8931 5,1196 5,5753 12,6378
SD 0,7280 0,4285 0,3466 0,382352
6
RSD 10,561985 | 8,3697157 | 6,217451 | 3,025465
57
Inibicéo 45 % 56 % 59 % -

Em 2010, Cazal realizou ensaios frente ao fungo simbionte com os constituintes
usados no preparo das nanocépsulas, tais como PCL (poli-E-(caprolactona), oleato de
isodecila, span 60, tween 80. Seus resultados mostram que o polimero (PCL) exibiu
5% de inibic&o no crescimento micelial, enquanto o oleato de isodecila e o tensoativo,
span 60, exibiram 1% e 17%, respectivamente.

Ja o tensoativo, tween80, aumentou o crescimento micelial em relacdo ao
controle. Portanto estes dados nos levam a confirmar que os compostos utilizados nas
formulagcbes ndo apresentam atividade significativa quando ensaiados isoladamente
(CAZAL, 2010). Por esse motivo, foram utilizadas como controle as formulagbes sem
0 principio ativos, denominados de brancos (Controle). O controle 1 e controle 2 ndo
apresentam 0leo em sua formulacao, sendo, portanto, o branco das nanoesferas (NS).

Estes diferem apenas na quantidade de polimero, sendo 100 e 200 mg
respectivamente. J& o controle 3 e controle 4 apresentam 6leo em sua formulacgéo,
sendo, portanto, o branco das nanocapsulas (NC). Estes diferem apenas na
guantidade de polimero, sendo 100 e 200 mg respectivamente. O controle 5 refere-se
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ao ensaio centrado na média, onde foram utilizados 150 mg de polimero e 155 mg de
oleo.

Para o ensaio das nanoparticulas, foram ensaiadas todas as variages.
Portanto ensaio-se NP1, NP2, NP3, NP4, NP5, NP7, NP8, NP10, NP14. As
nanoparticulas centradas na média, utilizou-se NP10, que possui os melhores valores
nos experimentos de caracterizacdo. Ja nas repeticdes, a NP6 foi substituida pela
NP14, pois esta apresentou uma EE% maior.

Para discussado dos resultados obtidos, as nanoparticulas foram comparadas
com seus respectivos brancos e usando como controle somente o fungo incorporado
ao meio de cultura. Estes dados séo apresentados na TABELAS 4.27.

A TABELA 4.27 mostra que quando comparados com controle, as
porcentagens de inibicdo foram de 62 e 55% para as NP1, NP4 comparadas ao Bcol.
A diferenca entre ambas nanopatrticulas € apenas a concentracdo de cedrelona, que
varia teoricamente de 100 pg/mL para NP1 e 200 pg/mL para NP2. Porém se observar
a RA% de ambas, nota-se que para NP4, estd se encontra com penas 64,4% de
recuperacédo, enquanto a NP1 apresenta 99,6% o que justifica os valores de inibicao
bem mais baixos de NP2 comparados a NP1.

A TABELA 4.27 também mostra que quando comparados com controle, as
porcentagens de inibicdo foram de 63 e 75% para as NP2 e NP14. A diferenca entre
ambas as nanoparticulas é apenas a concentracdo de cedrelona, que varia
teoricamente de 100 pg/mL para NP2 e 200 pg/mL para NP14.

Estes resultados mostram que a formulacdo NP14 foi mais eficiente que as
demais, pois apresentou uma inibicdo de 75%. Quando se compara o controle 1 e
controle 2, a diferenca entre eles estd na quantidade de polimero (PCL), onde o 1
apresenta 100 mg de polimero e o 2 apresenta 200 mg, se observa uma maior inibicao
nas NP contendo mais polimero, o que leva a acreditar que a quantidade de polimero

interfere na maior inibicdo do fungo.
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TABELA 4.27 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do
experimento das NP1, NP4 e Controle 1; NP2, NP14 e Controle 2

Réplicas
Ensaio NP 1 NP 4 *Controle NP 2 NP 14 | *Controle
2 mL 2mL Branco 1 2 mL 2mL Branco 2
2 mL 2mL
1 4,372136 6,1544 10,28695 4,673576 3,662496 13,3249
2 4,080744 4,90625 11,5753 4,372136 3,46185 12,81246
3 4,298346 4,828064 11,09802 4,90625 2,893824 12,56
4 4,446554 4,90625 12,56 4,90625 3,077514 | 13,19585
5 4,009466 4,597274 10,74665 4,90625 3,203114 | 12,93963
Média 4,2414 5,0784 11,2534 4,7529 3,2598 12,9666
SD 0,1884 0,6147 0,8697382 0,2355 0,3055 0,3044457
RSD 4,4426349 | 12,1031845 | 7,72868207 | 4,95466749 | 9,3724490 | 2,3479287
Inibicao 62% 55 % - 63% 75 % -

A TABELA 4.28 mostra que quando comparados com controle, as

porcentagens de inibicdo foram de 39 e 56% para as NP3 e NP7. A diferenca entre

ambas as nanoparticulas é apenas a concentracdo de cedrelona, que varia de 100

pg/mL para NP3 e 200 pg/ml para NP7.

Estes resultados mostram que a formulagcdo NP14, foi mais eficiente, que as

demais, pois apresentou uma inibicdo de 75%. Para as nanocépsulas NP5 e NP8 as

porcentagens de inibicdo foram de 44 e 42% respectivamente.
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TABELA 4.28 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de
inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apo6s 30 dias do

experimento das amostras NP3, NP7 e controle 3 e NP5, NP8 controle 4

Réplicas
Ensaio NP 3 NP 7 *Controle NP 5 NP 8 *Controle
2mL 2 mL Branco 3 2mL 2mL Branco 4
2mL 2mL
1 4,90625 | 3,662496 | 8,240616 4,15265 4,5216 7,065
2 4,90625 3,46185 7,838696 4,5216 4,225184 7,065
3 4,750506 | 3,46185 7,739786 4,15265 4,298346 7,065
4 4,828064 | 3,46185 7,938234 | 4,372136 4,5216 8,342666
5 4,90625 3,46185 7,938234 4,15265 4,5216 8,342666
Média 4,8595 3,5020 7,9391 4,2703 44177 7,5761
SD 0,0697 0,0897 0,1875636 0,1696 0,1446 0,69985
RSD 1,434027 | 2,5623115 | 2,3625260 | 3,9714138 | 3,2743323 | 9,2370691
97 9 6 8 1
Inibicao 39 % 56 % - 44 % 42 % -

A TABELA 4.29 mostra que quando comparados com controle, a porcentagem

de inibic&o foi de 54% para a NP10.
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TABELA 4.29 - Médias das areas do crescimento micelial e porcentagem de

inibicdo do crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus apdés 30 dias do

experimento das amostras NP10 e controle 5

Réplicas
Ensaio NP 10 *Controle
2mL Branco 5
2mL
1 3,730634 9181674
2 4 15265 8,652584
3 3,730634 8,240616
4 3,038816 8,139194
5 3,038816 8,240616
Média 3,8983 8,4909
SD 0,1762 0,4336738
RSD 4 5201809 | 5,10749007
Inibicao 54 % -

Em diversas nanoparticulas ensaiadas, observou-se um declinio na atividade
fungicida. Essa diminuicdo da atividade pode estar relacionada com 0 meio em que o
ensaio é realizado, pois depende a liberacdo do principio ativo para o meio.

Como as nanoparticulas foram incorporadas em dietas contendo agar, ou seja,
meio soélido, isso poderd ter dificultado a liberacdo do principio ativo (cedrelona) e
consequentemente diminui¢ao da atividade.

Muitas das nanoparticulas preparadas neste trabalho ndo apresentaram um
aumento na atividade quando comparado a cedrelona isolada, porém o uso das
mesmas ainda é justificado, pois estas oferecem diversas vantagens como, liberacéo
controlada, aumento da solubilidade e da estabilidade, reduz o contato dos
ingredientes ativos com os trabalhadores rurais e as taxas de escorrimento (Grupo

ETC, 2005, CAZAL, 2010).
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4.15 Conclusoes

O HSCCC se mostrou eficiente no isolamento de cedrelona em relacdo as
outras técnicas, tais como economia de solvente e tempo, recuperacdo total da
amostra e reprodutibilidade.

O método validacdo mostrou-se eficaz para a quantificacdo de cedrelona nas
nanocapsulas e nanoesferas. A técnica de nanoprecipitagio mostrou-se viavel e
reprodutivel para encapsulamento da cedrelona. Todas as formula¢des se mostraram
estaveis, com alta eficiéncia de encapsulamento (EE%) e diametros de particulas
esperados de acordo com relatos da literatura. Como n&o houve diferencas
significativas nas formulac¢des, foram escolhidas 9 delas para ensaio frente ao fungo
e a formiga. Dentre estas, a que apresentou melhor atividade foi a NP14, com 75% de
inibicdo do crescimento micelial.

Os novos compostos sintetizados a partir da cedrelona mostraram-se
promissores na busca de ativos inseticidas/fungicidas.

Com relacdo ao ensaio frente ao fungo simbionte, o derivado mais ativo foi o
acetato de cedrelona, com inibicdo no crescimento micelial de 76% (concentracdo de
100 pug/mL). Ja o proprionato de cedrelona apresentou 62% de inibicdo no crescimento
micelial na mesma. Esta inibicdo é maior que a cedrelona (46%), na mesma
concentragao.

Para o ensaio frente A. sexdens rubropilosa, o acetato de cedrelona com
mortalidade acumulada de 62% e 84% ao final do experimento, na concentracdo de
0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL respectivamente. JA mesilato de cedrelona, mortalidade
acumulada de 78% e 94% ao final do experimento nas concentragdes de 0,1 mg/mL
e 0,2 mg/mL, respectivamente.

O composto propionado de cedrelona (RCIp), foi o composto com maior
potencial inceticida sobre A. sexdens rubropilosa, com mortalidade acumulada de 92%
e 100% nas concentrac¢des de 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL.

Os produtos derivados da acetilacdo e mesilacéo da cedrelona também foram
ensaiados em células tumorais de mama da linhagem MDA- MB-231. O ensaio
antitumoral in vitro foi realizado em parceria com o Laboratério de Biologia do
Envelhecimento — Departamento de Gerontologia/lUFSCar, sob coordenacdo da

professora Marcia Regina Cominetti nos quais apresentaram resultados promissores
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inibindo a proliferacdo de células tumorais de mama da linhagem MDA- MB-231
(Becceneri, 2020).
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