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RESUMO

NANOPARTICULAS POLIMERICAS ASSOCIADAS AO CONTROLE
DE FORMIGAS CORTADEIRAS E BUSCA DE NOVAS
SUBSTANCIAS NATURAIS COM ATIVIDADE ANTITUMORAL

PARTE I: Nanoparticulas poliméricas e estudo fitoquimico biomonitorado de
Trichilia elegans e Trichilia catigua (Meliaceae) associados ao controle de
formigas cortadeiras.

As formigas cortadeiras sdo conhecidas por serem uma Séria praga para a
agricultura e varios compostos diferentes tém sido propostos para o controle destas,
tais como, organofosforados, piretréides e sulfluramidas. No entanto, problemas com
animais ndo-alvo e contamina¢Bes ambientais sdo extremamente comuns e assim
novas estratégias de controle desses insetos se fazem necessarias. Nesse contexto,
este trabalho envolveu o estudo biomonitorado de Trichilia elegans e T. catigua
(Meliaceae) e também o desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas
poliméricas, contendo ricinina, xantiletina ou rauianina para o controle de formigas
cortadeiras. O estudo fitoquimico dos extratos e fracdes ativas permitiu o isolamento
de 23 compostos (3 inéditos), incluindo esterdides, cumarinas, compostos fendlicos,
derivado de oxazole, flavonoides e limondides. O composto 3-(4'-hidroxifenil)-2-
propenoato de 4"-carboxilfenil (14), isolado de Trichilia elegans apresentou alta
atividade contra formigas cortadeiras. O limondide cedrelona isolado de T. catigua
foi ativo contra fungo simbionte (L. gongylophorus Leucoagaricus) da formiga
cortadeira. O método de nanoprecipitacdo se mostrou eficiente para encapsulcao de
xantiletina e rauianina. Em adicdo um método novo, aqui denominado deposicéo
interfacial/deslocamento do solvente, foi desenvolvido visando a encapsulacao de
ricinina. Estes formicidas naturais foram encapsulados pela primeira vez e os
resultados aqui observados demonstraram maior atividade, dispersdo em meio
aquoso e estabilidade das nanoparticulas em comparagdo aos compostos livres.
PARTE II: Busca de novas substancias naturais com atividade antitumoral

A utilizacdo de produtos naturais no tratamento de cancer vem de longa data e tém
fornecido atualmente diversos agentes antitumorais, tais como vinblastina,
vincristina, etopoésido, teniposide e palitaxel. Além disso, muitos medicamentos

aprovados para o tratamento de cancer sao de origem natural ou derivados. No
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presente trabalho, oito triterpenos (1-8), um esterol (9), dez limondides (10-19),
quinze flavonoides (20-34), treze alcaldides (35-47) e sete cumarinas (48-55) foram
avaliadas frente a trés linhagens de células tumorais humanas: MCF-7,
adenocarcinoma da mama; A375-C5, melanoma e NCI-H460, cancer de células nao
pequenas de pulmdo. A relacdo estrutura-atividade foi analisada e discutida. Além
disso, avaliou-se o efeito dos compostos mais ativos no perfil do ciclo celular bem
como suas influéncias na inducdo da apoptose na tentativa de elucidar os
mecanismos de acdo. Oito compostos, odoratol (4), gedunina (11), 6a-acetoxi-
143,15B-epoxiazadriona (14), cedrelona (15), 3-dimetoxiflavona (25), 2,3',4,4',5',6-
hexametoxichalcona (30), 5’,6’-[5-metil-5,5- (7-indol-5"-ileteno-6,7-diil)-3-(metilprop-
2-en-2-il)]-ciclopentano-5’,6’-diilindol (43) e siderina (48), foram os mais potentes na
inibicdo do crescimento das células tumorais estudadas. Sete compostos (4, 11, 15,
25, 30, 43 e 48) causaram interrupcdo do ciclo celular e trés compostos (11, 15 e 30)
foram considerados potentes indutores de apoptose. Em concluséo, estes
compostos mostraram-se extremamente promissores para estudos posteriores com
o intuito de se investigar seu potencial como agentes antitumorais e ainda para

avaliacao da toxicidade celular.
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ABSTRACT

POLYMERIC NANOPARTICLES FOR THE CONTROL OF LEAF-
CUTTING ANTS AND SEARCH FOR NOVEL NATURAL
SUBSTANCES WITH ANTITUMOR ACTIVITIES

PART I. Polymeric nanoparticles and bioassay-guided phytochemical
investigation of Trichilia elegans e Trichilia catigua (Meliaceae) for the control
of leaf-cutting ants

Leaf-cutting ants are known as severe agricultural pests. Several compounds have
been proposed for their control such as organophosphorus, pyrethroids and
sulfluramid insecticides. However, non-target animals and environmental
contamination are common problems and therefore new strategies to control these
pests have been requested. In this context, this work involved the bioassay-guided
study of T. elegans e T. catigua (Meliaceae) and also the development and
characterization of three different nanoparticles, containing either ricinine, xanthyletin
or rauianin for the control of leaf-cutting ants. Phytochemical investigations from
active extracts and fractions have allowed to isolate 23 compounds (3 new), including
sterols, coumarins, phenolic compounds, oxazol derivative, flavonoids and limonoids.
The compound 3-(4'-hydroxyphenyl)-2-propenoic acid (4"-carboxyl)-phenyl ester
(14), from T. elegans, showed high biologic activity against leaf-cutting ants.
Additionally, the limonoid cedrelone, from T. catigua, was active against the
symbiotic fungus of leaf-cutting ants (L. Leucoagaricus gongylophorus). The solvent
displacement technique adopted here showed to be very efficient for the preparation
of nanoparticle formulations containing either xanthyletin or rauianin. In addition, a
novel method was developed for the encapsulation of ricinine. These natural
insecticides were nanoencapsulated for the first time and the results observed here
showed a better activity, more water dispersivity and stabilization of nanoparticles if

compared to free compounds.

PART II: Looking for new natural substances with antitumor activities
Natural products have been extensively used in the treatment of cancer and have
provided several effective and currently anticancer agents such as vinblastine,

vincristine, etoposide, teniposide, and paclitaxel. In addition, many approved drugs
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for cancer treatment have been from natural origin, being either natural compounds
or their derivatives. Here, eight triterpenes (1-8), one sterol (9), ten limonoids (10-19),
fifteen flavonoids (20-34), thirteen alkaloids (35-47) and seven coumarins (48-55)
were evaluated for their capacity to inhibit the growth of three human tumor cell lines,
representing different models of human tumors, namely as breast adenocarcinoma
(MCF-7), non-small cell lung cancer (NCI-H460) and melanoma (A375-C5). The
relationship between the structures of compounds and their growth inhibitory activity
was also analyzed and discussed. Moreover, in order to further elucidate the
mechanisms involved in the growth arrest, the effect on the cell cycle profile and
apoptosis of the more active compounds were investigated. Eight compounds
[odoratol (4), gedunin (11), 6a-acetoxi-14p,15p3-epoxiazadriona (14), cedrelone (15),
(3-hydroxyflavone (25), 2,3’,4,4’,5’,6-hexamethoxychalcone (30), 5',6'-[5-methyl-5,5-
(7-indole-5"-yl-ethane-6,7-indiyl)-3-(methylprop-2-en-2-yl)]-cyclopentane-5',6'-

diylindole (43) and siderin (48) were very potent growth inhibitors of all human
tumour cell lines tested. Seven compounds (4, 11, 15, 25, 30, 43 and 48) caused cell
cycle arrest and three compounds (11, 15 and 30) were very potent inducers of
apoptosis. In conclusion, further studies using these very promising compounds have
still required in order to full elucidate their potential as antitumor agents and also to

evaluate their cellular toxicity.
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PARTE |

Nanoparticulas polimérica e estudo fitoquimico biomonitorado
de Trichilia elegans e Trichilia catigua (Meliaceae) associado ao
controle de formigas cortadeiras.



1- Introducéo

1.1 - A familia Meliaceae

A familia Meliaceae pertencente a ordem Rutales, € composta de 51
géneros e aproximadamente 1400 espécies (BANERJI & NIGAN, 1984). No Brasil
sdo encontrados os géneros Cabralea, Cedrela, Guarea, Swietenia, Carapa e
Trichilia (PENNINGTON & STYLES, 1975).

As plantas da familia Meliaceae sdo geralmente arvores de grande
porte, entre estas estdo algumas de valor econémico como a madeira do cedro-rosa
(Cedrela sp.), do mogno (Swietenia sp.) (BANERJI & NIGAN, 1984) e dos extrativos
quimicos do neem (Azadirachta indica) (MORGAN, 2009).

Nesta familia sdo encontradas substancias quimicas caracteristicas da
mesma e conhecidas como meliacinas ou limonodides. Os limondides podem
apresentar varios tipos de atividades biolégicas como, anticancerigena,
antiparasitaria, antimalarica, antifiUngica, antibacteriana, antiviral e principalmente
atividade contra insetos (CHAMPAGNE et al., 1992, KOUL et al., 2004, MANEERAT
et al., 2008, MANNERS, 2007, PUDHOM et al., 2010). A atividade biolégica sobre
insetos de alguns limondides isolados de espécies de Trichilia vem sendo
investigada e resultados promissores foram encontrados (KUBO & KLOCKE, 1982,
NAKATANI et al., 1981, 1985, RODRIGUEZ et al., 2003, SIMMONDS et al., 2001).

A quimica dos limondides de Meliaceae comegou em 1960, com o
isolamento da gedunina de Entandrophragma angolense (TAYLOR, 1984). O
interesse pela atividade inseticida dos limondides intensificou-se com o isolamento
do limondide azadiractina (Figura 1.1) de Azadirachta indica (BUTTERWORTH &
MORGAN, 1968). Essa substancia tem um grande potencial inseticida,
apresentando atividade frente a mais de 600 espécies consideradas pragas
agricolas (LEE et al., 1991, MARTINEZ, 2002, REMBOLD, 1989, MORGAN, 2009).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cabralea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Guarea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Swietenia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trichilia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Madeira
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cedro-rosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cedrela
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mogno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Swietenia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neem
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Figura 1.1: Estrutura do limondide azadiractina.

Os limondides sédo derivados dos triterpenos tetraciclicos, eufol ou
tirucalol (Figura 1.2), onde apds varias oxidacOes, perda de quatro carbonos e

rearranjos, leva a formacao de diferentes tipos estruturais (CONNOLLY, 1983).

eufol: H-20a
tirucalol: H-2083

HO

Figura 1.2: Estrutura dos triterpenos precursores dos limondides.

A Figura 1.3 mostra as substancias que representam os principais tipos
de esqueletos dos limondides isolados de Meliaceae (TAYLOR, 1984, RASAGA et
al., 1997).



CO,Me CO,Me

havanensina gedunina andirobina ivorensato de melita

"OAC

nimbina toonafolina evodulona

Meo,C —O MeO,C' O

ACOH,C
prieurianina azadiractina meliacarpinina

Figura 1.3: Substancias que representam os principais tipos de esqueletos dos

limondides isolados de Meliaceae.



1.2- O género Trichilia

O género Trichilia apresenta aproximadamente 230 espécies
(RAMIREZ et al., 2000) e tem ocorréncia na América tropical, Africa e regi&o Indo-
Malaio. E um dos géneros que possui 0 maior nimero de espécies na familia e
também o que apresenta um maior nimero de caracteristicas anatbmicas de
Meliaceae.

De acordo com a classificacdo morfolégica de PENNINGTON &
STYLES (1975), o género Trichilia encontra-se na mesma sub-familia que os
géneros Melia e Azadirachta e, portanto, existe a possibilidade de se isolar de
Trichilia substancias semelhantes as isoladas de Melia e Azadirachta.

Os limonodides sédo os principais metabdlitos secundarios isolados no
género, mas ja foram isolados também triterpenos, fitoesterdides, esterdides
pregnanos, cumarinas, lignanas, y-lactonas, sesquiterpenos e aminoéacidos
(CHAURET et al., 1996, CORTEZ et al., 1998, GARCEZ et al., 1996, 1997a e b,
INADA et al., 1994, JOLAD et al., 1981a e b, KETWARU et al., 1993, MATOS et al.,
2009, OLUGBADE & ADESANYA et al., 2000, PIZZOLATTI et al., 2002; 2004,
RAMIREZ et al., 2000; WANG et al., 2008).

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
economicamente viavel (MIKOLAJCZAK & REED 1987, RAMIREZ et al., 2000, XIE
et al., 1994, WHEELER et al., 2001a e b).

1.3 - Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss

Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss., conhecida popularmente como
“Cachud” ou “pau-de-ervilha”, produz madeira resistente e duravel, sendo a casca
empregada em curtumes. E uma planta apicola, cuja floracdo é observada de
outubro a dezembro e os frutos observados no periodo de janeiro a marco. Estes se
apresentam como capsulas trivalvares ovaladas e pubescentes, medindo cerca de 6
mm de comprimento, enquanto as sementes, pretas, sdo parcialmente envoltas por

um arilo de coloracao alaranjada (Figura 1.4) (POTT, 1994).



Possui ampla dispersdo no pais, sendo encontrada desde Goias até
Santa Catarina e, em Mato Grosso do Sul, ocorre em matas semideciduas,

apresentando-se como uma arvoreta de trés a seis metros de altura.
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Figura 1.4: Folhas, frutos e galhos de Trichilia elegans ssp. elegans A. Juss (Fonte:

http://mww6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=420, 02/12/2010)

1.4 - Trichilia catigua A. Juss

Trichilia catigua € popularmente conhecida como catuaba, catigua,
caatigua, cedrinho, mangal6-catiga e angelim-rosa. Sdo arvores com cerca de 10 m
de altura e ocorrem de S&o Paulo até o Rio Grande do Sul. Suas flores séo branco-
amareladas e os frutos avermelhados (Figura 1.5). Suas flores sdo encontradas no
periodo de setembro a outubro e os frutos de dezembro a janeiro.

Popularmente, da casca produz-se uma tintura amarelada que € usada
externamente contra reumatismo, hidropsia e, ainda é inseticida, purgativa e em
dores moderadas e tdnicas. O Oleo da casca é empregado, com muito bom

resultado, no tratamento de eczemas rebeldes, de psoriasis e herpes.



Figura 1.5: Folhas, flores e frutos de Trichilia catigua A. Juss. (Fonte

http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=72, 02/10/2010).

1.5- Formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras (Figura 1.6) pertencem a Classe Insecta,
Ordem Hymenoptera, Familia Formicidae, subfamilia Myrmicinae, tribo Attini. S&o
consideradas formigas cortadeiras todas as espécies dos géneros Atta,
popularmente conhecidas como salvas, Acromyrmex, conhecidas como quenquéns
e também algumas dos géneros Trachymyrmex, Sericomyrmex e Apterostigma
(JUSTI-JUNIOR et al., 1996).

Figura 1.6: Formigas cortadeiras (MARINHO et al., 2006).

Os géneros Acromyrmex (quenquéns) e Atta (salvas) representam o
apice evolutivo da tribo em relagdo a filogenia das Attini. S&o caracterizadas por
possuirem coldnias bem desenvolvidas, polimorfismo funcional das operarias e uma
distinta casta de soldados nas espécies do género Atta (STRADLING, 1991).

O Brasil é o pais da América do Sul com maior nimero de espécies de
formigas cortadeiras. As salvas sao encontradas principalmente nos estados de
Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias
e Parana (LITTLEDYKE & CHERRETT, 1976).


http://www6.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=72

As espécies Atta laevigata, Atta sexdens rubropilosa, Acromyrmex
disciger, Acromyrmex niger e Acromyrmex crassipinus destacam-se como as
principais pragas de florestas implantadas de Pinus e de Eucalyptus, principalmente
nas fases de pré-corte e imediatamente apds o plantio ou no inicio da conducao de
brotacdo (FORTI & BOARETTO, 1997).

As plantas cortadas pelas formigas dos géneros Atta e Acromyrmex
sao utilizadas como substrato para o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

O fungo simbionte constitui a base alimentar da colénia, mas néo é a
Unica fonte alimentar, pois as operarias adultas ingerem seiva diretamente das
plantas no momento do corte e recorte do material (FORTI & ANDRADE, 1999,
LITTLEDYKE & CHERRETT, 1976, QUINLAN & CHERRETT, 1979). De acordo com
BASS & CHERRET (1995), 9 % das necessidades energéticas das operarias adultas
séo provenientes diretamente do fungo.

O fungo Leucoagaricus gongylophorus apresenta atividade de
polissacaridases, fornecendo as formigas enzimas que digerem celulose, xilana,
amido, pectina e proteinas como pectinase, amilase, xilanase, B-glicosidase e
manosidase (FEBVAY & KERMARREC, 1981, MARICONI, 1974). Estudos relatados
sobre a atividade celuldsica no fungo cultivado pela formiga Atta sexdens
rubropilosa, mostraram suas diferentes atividades metabdlicas, a qual degradou em
maior quantidade o polissacarideo pectina, seguido de amido, xilana,
carboximetilcelulose e celulose (SIQUEIRA et al., 1998). A atividade das formigas
traz também beneficios aos fungos, uma vez que estas produzem compostos
antimicrobianos que reduzem o crescimento de outros fungos e bactérias
contaminantes dos ninhos (FOWLER et al.,, 1986). A glicose é a principal fonte
energética dessas formigas, proveniente da digestdo extracelular do fungo
simbionte, sendo responsavel por 50 % de suas necessidades nutricionais (SILVA et
al. 2003).

Além desse fungo simbionte, outros microrganismos tém sido
encontrados no jardim de fungo dos formigueiros (PAGNOCCA et al., 1996). Nesta
interacdo existem também um parasita do género Escovopsis e um actinomiceto
(bactéria filamentosa). Segundo CURRIE et al, (1999), o Escovopsis é patdégeno que
tenta suprimir o crescimento do fungo simbionte e das formigas (KOST et al., 2007,
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REYNOLDS & CURRIE, 2004), enquanto o actinomiceto mantém uma relacdo
mutualista com a formiga. Essas actinobactérias sédo de grande interesse, uma vez
gue, sdo mutualistas metabdlicos de diversos organismos, principalmente na fixacao
de nitrogénio e producgdo de antibioticos (MUELLER et al., 2008). As espécies de
Pseudonocardia presentes neste ambiente sdo produtoras de antibioticos e
aparentemente sao responsaveis pela inibicdo do crescimento deste parasita
(CURRIE et al., 1999; KOST et al., 2007), pois produzem compostos que inibem o
Escovopsis (REYNOLDS & CURRIE, 2004).

Apesar da convivéncia entre formigas, fungo mutualista e
actinobactéria ser pacifica (CURRIE et al., 2003; RODRIGUES et al., 2008),
eventualmente o parasitismo pode levar as formigas e fungo a morte (CURRIE et al.,
2006).

As formigas cortadeiras quando em ambientes ecologicamente
equilibrados, dispersam sementes, contribuindo para o reflorestamento de muitos
ecossistemas; promovem a germinacdo de sementes, pois removem a polpa dos
frutos; fazem a poda de algumas plantas, promovendo seu crescimento vegetativo;
exercem importante papel na aeracdo do solo; incorporam matéria organica a terra,
tornando-a fértil, rica em carbono, nitrogénio, fésforo e outros nutrientes; e, séo
predadoras de diversos artropodes, muitos deles pragas agricolas, além de serem
predadoras de outras espécies de formigas.

Entretanto, algumas formigas estdo destacadas como pragas severas
de culturas, pastagens naturais ou cultivadas agricolas e aos programas de
reflorestamento e silvicultura brasileira, assim sendo consideradas como o inseto
gue mais causa danos a agricultura, uma vez que, sdo animais herbivoros
dominantes em muitos ecossistemas.

A introducdo de monoculturas agricolas e florestais causa um
desequilibrio ecolégico que fornece condicdes ideais de proliferacdo e
estabelecimento das coldnias de formigas cortadeiras (CHERRETT, 1986).

De acordo com CHERRETT (1986), estas formigas causam danos a
diversas culturas como café, cana-de-acgUcar, laranja, dentre outras, sendo que 0s
principais alvos econdmicos sdo as espécies de Eucalyptus e Pinus. As formigas
cortadeiras sdo responsaveis por 75% do custo e do tempo total gasto utilizado no

controle de pragas nos reflorestamentos (VILELA, 1986).



Para todas as culturas, apesar de nédo haver dados conclusivos sobre
as perdas, pode-se dizer que quando as plantas sdo novas, 0s prejuizos podem
chegar a 100% (FORTI & BOARETTO,1997).

Além dos prejuizos na area agricola, tais formigas podem causar danos
a prédios, pontes, estradas de rodagem e de ferro, pois as galerias e panelas dos
formigueiros sé@o susceptiveis ao peso dessas constru¢cdes (MARICONI, 1970).

1.6 - Métodos de controle de formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras podem ser controladas através de métodos
mecanicos, culturais, biolégicos e quimicos. O controle quimico € o mais
freqientemente utilizado, sendo o produto quimico toxico aplicado em formas de
liquidos termonebulizaveis, gases téxicos, pds seco e iscas granuladas.

O método mais empregado é com iscas granuladas, pois oferecem
maior seguranca ao operador, dispensam mao-de-obra e equipamentos
especializados que permitem a aplicagdo em formigueiros localizados em éareas de
dificil acesso (LOECK & NAKANO, 1984). As iscas granuladas séo constituidas de
Oleo de soja como veiculo, um substrato atrativo e um ingrediente ativo como
principio toxico. O substrato atrativo efetivo e amplamente utilizado é a polpa citrica
desidratada, embora outros materiais organicos ja tenham sido utilizados, como por
exemplo, milho, folha de eucalipto, farinha de mandioca, farelo de soja, farinha de
trigo, bagaco e melaco de cana.

O inseticida formulado em isca téxica deve agir por ingestdo e
apresentar algumas caracteristicas particulares, como a acao toxica retardada, com
mortalidade menor que 15% apds o primeiro dia e maior que 85% apos o décimo
quarto dia a partir do oferecimento das iscas; deve ser letal em baixas
concentragdes e ndo causar danos ambientais. O inseticida deve ser ainda, inodoro
e ndo repelente (FORTI & BOARETTO, 1997).

As primeiras iscas toxicas continham aldrin como principio ativo que
posteriormente foi substituido por dodecacloro por ser mais eficiente. Devido aos
seus efeitos prejudiciais ao meio ambiente, houve consequientemente proibicdo de
inseticidas clorados e o dodecacloro foi entdo substituido pela sulfluramida (N-
etilperfluorooctano-sulfonamida), pertencente ao grupo das sulfonas fluoroalifaticas
(BOARETTO & FORTI, 1997). A Figura 1.7 mostra as estruturas desses inseticidas.
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Figura 1.7: Inseticida aldrin, dodecacloro e sulfluramida.

O fipronil (Figura 1.8) destaca-se nos novos grupos quimicos utilizados
no controle de formigas cortadeiras. Esse inseticida € um fenilpirazol que atua no
sistema nervoso central, especificamente no sistema GABA (acido gama-
aminobutirico), o qual se apresenta ativo principalmente por ingestdo (BOARETTO &
FORTI, 1997).
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Figura 1.8: Inseticida fipronil.

Os compostos naturais mais utilizados como inseticida atualmente séo
as piretrinas obtidas de Chrysanthemum (Asteraceae). Elas deram origem aos
compostos sintéticos baseados nas mesmas com menor custo de obtencdo e com
baixo impacto ao meio ambiente. Azadirachtina, um limondide obtido de Azadirachta
indica, foi o composto com maior impacto obtido recentemente. O uso deste
composto puro ou do 6leo que o contém (6leo de Neem) vem sendo aplicado
comercialmente.

Desde a proibicdo do uso de inseticidas clorados, a busca de métodos
alternativos no controle de formigas cortadeiras tem crescido consideravelmente.
Neste contexto, visando a busca de inseticidas mais seletivos e menos prejudiciais
ao meio ambiente, o Grupo de Produtos Naturais do DQ/UFSCar, juntamente com o
Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP de Rio Claro-SP tem
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estudado o efeito de plantas potencialmente toxicas para Atta sexdens rubropilosa e
o seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus e inibidoras de pectinases.

Os primeiros estudos realizados foram com plantas popularmente
conhecidas como tdxicas a formiga. A lignana sesamina (Figura 1.8), obtida de
Virola sebifera (Miristicaceae) e do Sesamum indicum (Pedaliaceae), a xantiletina
(Figura 1.8) presente na maioria dos citricos; a rauianina (Figura 1.8) obtida das
folhas de Rauia sp (Rutaceae) e &cidos graxos isolados de folhas de sesame,
inibiram o crescimento do fungo simbionte em meio de cultura (GODOQY et al., 2005,
MORINI et al., 2005, PAGNOCCA et al., 1996, PENAFLOR et al., 2004, RIBEIRO et
al., 1998;). Os ninhos de laboratério de Atta sexdens rubropilosa alimentados
diariamente com folhas de Ricinus communis (Euphorbiaceae) mostraram gradual
decréscimo no volume do jardim de fungo e aumento da velocidade de morte de
formigas, com extingdo total dos ninhos apo0s seis semanas de tratamento
(FACCHINI, 2005, HEBLING et al., 1996;). O fracionamento biomonitorado desse
extrato levou ao isolamento do alcaléide ricinina (Figura 1.9), responsavel pela acdo
toxica desta planta frente as sauvas (BIGI et al., 2004). Ipomoea batatas
(Convolvulaceae) e Canavalia ensiformis (Fabaceae) causaram efeitos deletérios
para os ninhos e para formigas operarias (HEBLING et al., 2000a e b, MONTEIRO et
al., 1998).
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Figura 1.9: Estrutura da lignana sesamina, das cumarinas xantiletina e rauianina e

do alcaldide ricinina.
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1.7- Nanoparticulas Poliméricas

A nanotecnologia tem atraido o interesse de inUmeros grupos de
pesquisa em todo o mundo devido ao seu enorme potencial de aplicacdo nos mais
variados setores industriais e ao impacto que seus resultados podem dar ao
desenvolvimento tecnoldgico e econémico.

A encapsulacdo é a tecnologia de empacotamento que, com finas
camadas poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquido ou material gasoso,
formam particulas denominadas micro ou nanocapsulas, que podem liberar seu
conteldo sob velocidade e condicbes especificas (SPARKS, 1981). As
nanoparticulas quando comparadas com outros sistemas coloidais apresentam
maior estabilidade em fluidos biolégicos e ao armazenamento devido as matérias-
primas empregadas na sua producdo (DOMINGUES & GUTERRES, 2008).

As nanoparticulas poliméricas, nanocépsulas e nanoesferas sao
sistemas carreadores que apresentam diametro inferior a 1 ym. As nanocapsulas
sao constituidas por uma parede polimérica disposta ao redor de um nudcleo oleoso,
podendo o principio ativo estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Ja as nanoesferas ndo contém 6leo em sua composi¢cado e sao formadas
por uma matriz polimérica, onde o principio ativo encontra-se homogeneamente
disperso ou solubilizado no interior da matriz (ALLEMANN et al., 1993a e b,
PUISIEUX et al., 1994, SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003, VAUTHLER-
HOLTZSCHERER et al., 1991). A Figura 1.10 ilustra a diferenca morfologica entre a
forma das nanoesferas (sistema polimérico matricial) e as nanocépsulas (sistema

polimérico do tipo reservatorio).

Nanocapsula Nanoesfera
Parede

Polimérica \ Matriz
o /Pollmerlca
Q O O

Nucleo s OO

O OO
Oleoso o) o 9 o @] 0o o o
o O (@) (@]
(o) O O
Inseticida/ / o O \ Inseticida/
fungicida fungicida

Figura 1.10: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas

poliméricas.
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A preocupagdo com o meio ambiente tem aumentado o interesse em
reduzir a quantidade de agrotoxico aplicado por hectare e aumentar a seguranca dos
pesticidas. Isso pode ser conseguido através da encapsulacao dos agrotoxicos.

Os agrotéxicos encapsulados tém sua atividade prolongada através da
liberacé@o controlada do principio ativo e reduz a necessidade de altas doses iniciais
ou multiplas aplicagbes (SEAMAN, 1990; THOMAS, 1990; GREENE et al., 1992). Os
agrotoxicos também sdo encapsulados para impedir o reconhecimento de
compostos ativos por parte dos insetos e reduzirem a toxicidade em mamiferos,
além de aumentar a estabilidade do principio ativo, protegendo da degradacéo
ambiental, aumentar a solubilidade em agua e a reducdo da volatilizacdo e da
fitotoxicidade (OHTSUBO et al., 1991).

No ambito farmacéutico, esses sistemas tém demonstrado ainda
muitas potencialidades no aumento da eficdcia de farmacos (DOMINGUES &
GUTERRES, 2008, SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

Atualmente, diversos agrotoxicos contendo ingredientes ativos em
escala nanométrica ja estdo no mercado. Muitas das principais companhias de
agroquimicos do mundo estdo realizando pesquisa e desenvolvimento para obter
novas formulacbes de agrotoxicos em escala nanométrica (GRUPO ETC, 2005,
MEDEIROS & MATTOSO, 2006;).

A Syngenta, a maior companhia de agroquimicos do mundo e a
terceira maior produtora de sementes, ja comercializam agrotéxicos formulados
como emulsdes. Por exemplo, o regulador de crescimento de plantas, Primo MAXX,
e seu fungicida, Banner MAXX s8o agrotoxicos com base oleosa, misturada com
agua e depois aquecida para criar uma emulsdo. Segundo a Syngenta, sao
inUmeras as vantagens desses produtos, entre 0s quais 0 tamanho extremamente
pequeno das particulas, cerca de 100 nm, evita que entupam os filtros dos tanques
de aspersdo. Além disso, estes produtos quimicos misturam-se na agua e nao se
separam no tanque por um periodo de até um ano, enquanto fungicidas contendo
ingredientes com particulas maiores geralmente devem ser agitados a cada duas
horas para evitar aplicacdo incorreta e entupimento do tanque. De acordo com a
Syngenta, ele é absorvido sistemicamente pela planta e ndo pode ser arrastado pela

chuva ou irrigacdo. Um produto similar microencapsulado da Syngenta esta sendo
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aplicado em sementes, como tratamento para controlar pragas do solo na
germinacao. Esta empresa desenvolveu também inseticida encapsulado para pragas
domeésticas como baratas, formigas e besouros, bem como um repelente de longa
duracdo contra mosquitos.

A Bayer Crop Science da Alemanha, a segunda maior companhia de
agrotoxicos do mundo, patenteou um agroquimico na forma de emulsdo, com
particulas que variam entre 10 e 400 nm. A companhia refere-se a invencdo como
um “concentrado de microemulsdo”, com vantagens tais como reducdo da
guantidade aplicada e atividade de longo prazo prolongada. A BASF da Alemanha, a
quarta corporacdo mundial de agroquimicos, esta realizando pesquisa bésica e
requereu patente para uma formulacdo de agrotdxico - “Nanoparticulas como parte
de um agente de protecdo de cultivos”, que envolve um ingrediente ativo cujo
tamanho ideal de particula fica entre 10 e 150 nm.

Existem varios métodos descritos na literatura para o preparo das
nanoparticulas, a escolha do método é determinada principalmente pela solubilidade
do principio ativo e estabilidade molecular. As técnicas mais utilizadas para o
preparo das nanoparticulas a partir de polimeros pré-formados sdo: a técnica de
nanoprecipitacdo/deslocamento do solvente (FESSI et al., 1989, FRIEDRICH et al.,
2008), emulsificacdo-evaporacdo do solvente (dupla emulsdo-evaporacdo do
solvente) (COHEN-SELA et al., 2009, WATTS et al.,1990), emulsificagdo-difusdo do
solvente (LEROUX et al.,, 1995, MORA-HUERTAS et al.,, 2010) e o salting-out
(ALLEMANN et al., 1993a e b SONG et al., 2008).

As principais caracterizagcbes das nanoparticulas envolvem a
determinacao do pH das suspensfes, potencial zeta das particulas, quantidade de
substancias ativas associadas as nanoestruturas (eficiéncia de encapsulacdo), a
distribuicdo de massa molar do polimero, didametro das particulas das suspensfes
coloidais, avaliagdo morfolégica, estudo de degradacdo (luz e temperatura),
avaliacdo da estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento e estudo de
liberacdo. O conjunto de informacdes obtidas pela caracterizacdo destes sistemas
pode conduzir a proposicdo de modelos que descrevam a organizacdo das
nanoparticulas em nivel molecular, que sera dependente da composicdo quali-

guantitativa das formulacdes.
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2- Objetivo

Os objetivos desse trabalho foram o estudo fitoquimico de Trichilia
elegans e T. catigua (Meliaceae) biomonitorado por ensaios em formigas Atta
sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus visando o
isolamento e a caracterizacdo dos compostos bioativos.

Desenvolvimento de nanoparticulas a partr de polimeros
biodegradaveis, para nanoencapsulacédo de ricinina, xantiletina e rauianina, visando

sua aplicacédo no controle de formigas cortadeiras.
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3- Procedimento Experimental

3.1 — Materiais e métodos

Solventes :

e Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e outros
destilados na sala de destilacdo do Departamento de Quimica da UFSCar.

e Solventes grau CLAE da J.T. BAKER, TEDIA®.

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

Fases estacionarias utilizadas para cromatografia em coluna (CC) :
e Silica gel 60 (70-230 Mesh) da ACROS ORGANICS

e Silica gel 60 (230-400 Mesh) da ACROS ORGANICS

e Sephadex® LH 20 da Amersham Pharmacia Biotech AB

e Florisil (200 Mesh) da ALDRICH

Cromatografia em camada delgada (CCDC) :

e Cromatoplaca de silica F2s4, AITLC 20 x 20 cm em aluminio da Merck.

Reveladores:
e Radiagdo na regiao do UV (254 e 363 nm)

e Vanilina em &cido sulfdrico.

3.2 - Equipamentos

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear:
e BRUKER DRX 400 MH (9,4 Tesla)

e BRUKER ARX 200 MH; (4,7 Tesla)

Cromatoqgrafia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE):

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

detectores de Foto-diodo Shimadzu SPDM10Avp.

e Cromatografo: Agilent Technologies modelo 1200 (analitico), equipado com:
bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A, auto-injetor G1329A, forno

para coluna G1316A e detector de Ultravioleta G1314B. O equipamento esta

acoplado a uma interface G1369A e os cromatogramas foram registrados através

do software Agilent EZCrom SI.

HSCCC( High-Speed Counter-Current Chromatography ):
o CCC Quik Prep/Lab Prep MK 5

CG-EM:

e GC - 17A Shimadzu, CG-EM — QP 5000 Shimadzu

e Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm) filme = 0,25 ym

e lonizagao por impacto eletrénico (IE) (70 e.V)

Todas as analises via CG-EM foram realizadas utilizando:

e Temperatura do injetor: 250 °C

e Temperatura do detector: 280 °C

e Modo: split

e Volume de injecdo: 1uL

Programacoes de temperaturas utilizadas nas analises:

e Mistura de Esterdides: 150 °C (3 min); 6 °C/min até 280 °C; 280 °C (20 min).
e Cumarinas: 100 °C (3 min); 10 °C/min até 280 °C; 280 °C (10 min).

Espectrometro de CL-EM
¢ MICROMASS QUATTRO LC

e Modo de ionizagao: Eletrospray (ESI)
Substancia 20 (modo negativo)
Substéncia 22 e 23 (modo positivo)

As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Micromolecular de

Microorganismos (LABIOMMI) - DQ/UFSCar.



Balanca analitica
¢ SARTORIUS modelo BP210S
e Bel Engineering Mod. Mark 210A

Balanca semi-analitica
e Bel Engineering Mod. Mark 500;

Potencibmetro
¢ Qualxtron Mod. 8010;

Liofilizador
e Liofilizador modelo E.C. Modulyo-Pump Savant VLP 80

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

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

Centrifuga
e Centrifuga Eppendorf 5810R.

Vortex
e Vortex PHOENIX AP56.

Banho de ultrassom
e Unique Ind. Com. Prod. Elet. Ltda. Mod. Maxiclean 1450

SPEEDVAC

e Savant Speedvac Plus SC 10 A acoplado com um refrigerador Vapor Trap RVT-
400 Savant, bomba a vacuo Savant VLP-200 e registrador Digital Vacuum Gauge
DVG 50 Savant.
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Didmetro BI-FOQELS
e Diametro BI-FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) Brookhaven

Instruments Corporation

Potencial Zeta

e ZetaPlus, Zeta Potencial Analyzer —Brookhaven Instruments Corporation

Microscépico Eletronico de Varredura (MEV)

e Philips XL 30 FEG, 30 KV, resolu¢cao maxima de 2nm.

Camara de envelhecimento acelerado

e Camara construida com conjunto de lampadas especiais que simulam a radiacéo
no espectro do UV-A, UV-B e UV-C com comprimentos de onda entre 400-320,
320-280 e 280-100 nm, respectivamente.

Spray-Dryer
e Mini Spray-dryer Bichi Mod. B290;

Banho termostatizado

e Banho com controle de temperatura, circulacdo de agua e agitador magnético da
Arsec (equipamento construido sob encomenda);

Balanca semi-analitica
e Bel Engineering Mod. Mark 500;

Ultra-turrax®
e |KA T 10 basic
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3.3 - Material botanico

As folhas, cascas, caule e galhos de Trichilia elegans foram coletados

em Muriaé-MG (outubro de 1989) e identificadas pelo Dr José Rubens Pirani n.2532.

Os frutos de T. catigua foram coletados em Piracicaba-SP (novembro
de 2009) na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) e identificadas

pelo Prof. Dr. Ricardo Ribeiro Rodriguez.

3.4 - Obtencé&o dos extratos de Trichilia elegans

As folhas, cascas, caule e galhos de Trichilia elegans foram secas em

estufa de circulacédo de ar a 40 °C, por aproximadamente 48 horas e pulverizadas
em um moinho tipo Willey. Em seguida os pulverizados foram extraidos a
temperatura ambiente e em repouso com solventes em ordem crescente de
polaridade (hexano, diclorometano e metanol) durante 3 dias, repetindo-se o
processo por 3 vezes.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporadores. As partes
vegetais utilizadas no preparo dos extratos, as quantidades de extratos, assim como
as quantidades de extrato obtidas para cada uma delas estdo descritos na Tabela
3.1.

Tabela 3.1: Extratos brutos das folhas, cascas, caule e galhos de Trichilia elegans

Trichilia elegans Extrato Massa (Q) Caodigo
Galho Hexanico 9,06 TGH
1811 ¢ Diclorometanico 36,48 TGD

Metandlico 38,37 TGM
Folhas Hexanico 9,35 TFH
521 g Diclorometanico 27,06 TFD

Metandlico 28,35 TFM
Cascas Hexanico 2,36 TCAH
305¢g Diclorometanico 5,16 TCAD

Metanolico 5,85 TCAM
Caule Hexanico 2,84 TCH
1681 g Diclorometanico 2,97 TCD

Metanoélico 28,43 TCM
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Os extratos obtidos foram analisados via RMN 'H e através de placas de
cromatografia em camada delgada comparativas, assim reuniu-se as fracdes de
diclorometano e hexano de cada extrato, que sera tratado durante o texto apenas

como diclorometano.

3.5 - Obtencé&o dos extratos de Trichilia catigua

Os frutos de T. catigua foram secos em estufa de circulacdo de ar a 40
°C, por aproximadamente 7 dias. Foram entdo separados em arilo, sementes e
exocarpo. Os arilos (36,0) moidos foram submetidos a extracdo a temperatura
ambiente com 900 mL de solvente em ordem crescente de polaridade (hexano,
diclorometano e metanol), de 3 a 5 vezes (ultra-turrax, repouso, filtracdo). Em
seguida, evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida, obtendo-se os extratos
brutos (Tabela 3.2)

Tabela 3.2: Extratos brutos do arilo, sementes e exocarpo de Trichilia catigua.

Trichilia elegans Extrato Massa (Q) Caodigo
Arilo Hexanico 5,51 TAH
360 Diclorometanico 2,19 TAD
Metandlico 15,08 TAM

Os extratos obtidos foram analisados via RMN 'H e através de placas
de cromatografia em camada delgada comparativa. Nao foi observado diferencas

entre os extratos de diclorometano e hexano, sendo agrupados.

3.6 - Estudos dos extratos brutos de Trichilia elegans.

3.6.1 - Estudo do extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans (TCD)

O extrato bruto diclorometanico do caule de Trichilia elegans (TCD,
5,75 g), foi fracionado utilizando-se silica gel 230-400 mesh como fase estacionaria
e como fase movel uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade
como demonstrado resumidamente no Fluxograma 3.1. Foram obtidas 103 fracdes
de 150 mL, as quais, de acordo com as semelhancas apresentadas na analise por

CCDC e/ou RMN *H, foram reunidas em 19 fracdes.
21



Devido as pequenas quantidades de massas das fragOes, estas néo

foram enviadas para ensaio por ingestdo sobre as formigas cortadeiras (Atta

TCD
5,75 g

a

sexdens rubropilosa).

TCD1 [ TCD3][ TCD5] f TCD7‘ TCD9 rTCDll TCD13|j| TCD15|} TCD17||| TCD19
4,7 mg 197,1 mgJ{{ 469.1 mgj{{ 297,1 mgJ|{ 98,5 mg J|| 119,8 mgj{ 100,9 mgJj{ 54,4 mg J} 197,1 mg 1,1mg

[ TCDZ] [ TCD4] [ TCD6][ TCD8] Tcp1o) [ Tep12)[ Tep1al( Tepie) [ Tep1s
327,3 mgJ) { 297,1 mg) | 299,1 mgJ| 248,2 mgJ | 150,0 mg) | 228,3 mg)| 97,0 mg )| 50,8 mg) | 402,12 mg

Fluxograma 3.1: Fracionamento de TCD.

a: cromatografia por adsorcgéo:

- coluna de vidro (¢ x h = 4,0 x 26,0 cm)

- fase estacionaria: silica comum (70-230 mesh)

- gradiente de eluigdo: hex 100%, Hex: CH,CI, (4,9: 0,1/4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), CH,CIl, 100%, CH,CI,
:AcOEt (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt 100%, AcOEt:MeOH ( 2:1/ 1:1), MeOH 100% (103 fragcbes de 150
mL, reunidas apds CCDC).

3.6.1.1 - Estudo da fracdo TCD6

A fracdo TCD6 foi submetida a CG-EM, a qual possibilitou a
identificacdo da mistura dos esterdides (1, 2 e 3) .Foi utilizado o GC — 17A
Shimadzu, CG-EM — QP 5000 Shimadzu, Coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm) filme =
0,25 uym, lonizacdo por impacto eletrénico (IE) (70 e.V). Temperatura do injetor: 250
°C, temperatura do detector: 280 °C, modo: split e volume de injecao: 1uL. Utilizou-
se as programacdes de temperaturas: 150 °C (3 min); 6 °C/min até 260 °C; 260 °C
(25 min).

3.6.1.2 - Estudo da fragédo TCD10

O fracionamento das fragcbes TCD10, TCD11, TCD13, TCD14, TCD15
e TCD16 levaram ao isolamento das substancias 4-8, 10 que tiveram suas
estruturas identificadas por CG-EM, RMN de *H e*3C e 2D. Os fluxogramas 3.2 - 3.7

mostram de forma resumida o processo realizado.
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TCD 10
150,0 mg

a

TCD10a TCD10c TCD10e
25,1 mg 23,4 mg 20,8 mg

TCD10b
27,1 mqg

TCD10g
2,1 mg

TCD10d TCD10f
39,5 mg 5,5mg

2,1 mg

[ Substancia 7

Substancia 6
5,5mg

]]

Fluxograma 3.2: Fracionamento de TCD 10.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pm
- eluicdo isocrética: MeOH:CH,Cl, 1:1

- fluxo: 4 mL/min
- detector UV 254, 217 nm

3.6.1.3 - Estudo da fracdo TCD11

‘ TCD 11
119,8 mg

a

TCD11la
21,8 mg

TCD11b
48,6 mg

TCDl11lc TCDl1le

37,5mg 1,6 mg
TCD11d
3,9mg

Substancia 7
1,6 mg

Fluxograma 3.3: Fracionamento de TCD 11.
a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo :
- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pm

- eluicdo isocratica: MeOH:CH,Cl,1:1

- fluxo: 4 mL/min
- detector UV 254, 217 nm

TCD11f
1,2 mg
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3.6.1.4 - Estudo da fragao TCD13
O fracionamento da fragdo TCD13 levou a 43 fragcdes que foram

reunidas em 13 fracbes de acordo com as semelhancas apresentadas nas analises

por CCDC e/ou RMN *H.
TCD 13
100,9 mg

a
— — S RN
TCD13a TCD13c TCD13e TCD13g TCD13i
10,4 mg 12,1 mg 7,7 mg 8,6 mg 7,3 mg
) ) ) )
TCD13b ‘ TCD13d TCD13f TCD13h
6,1 mg 26,4 mg 5,7mg 6,4 mg
—

b

— —
TCD13d1 TCD13d1 TCD13d1 TCD13d1
2,4 mg 4,1 mg 2,7mg 1,8mg

R )
TCD13d1 TCD13d1 TCD13d1 TCD13d1
3,2mg 3,1mg 2,2mg 4,7 mg

Substancia 8 ]]

3,1 mg

Fluxograma 3.4: Fracionamento de TCD 13.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =2,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- eluicdo isocratica: hex: CH,Cl,: Acetona (4:2:1)

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pm
- eluicdo isocratica: MeOH:CH,Cl,1:1

- fluxo: 4 mL/min

- detector UV 254, 217 nm
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3.6.1.5 - Estudo da fracdo TCD14

TCD 14
97,0 mg

a

TCD14a TCD14c TCD14e TCD14g
6,3 mg 7,5mg 21,5mg 15,4 mg
3.2mg 3,5mg 32,8mg

=
Substancia 4 J]

3,5mg

\

Fluxograma 3.5: Fracionamento de TCD 14.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pum
- eluigdo isocrética: MeOH:CH,Cl,1:1

- fluxo: 4 mL/min

- detector UV 254, 217 nm

TCD14h
1,4 mg

TCD14i
1,3 mg
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3.6.1.6 - Estudo da fragao TCD15

Do fracionamento da fracdo TCD15 foram obtidas 58 fracdes as quais,

de acordo com as semelhancas apresentadas nas analises por CCDC e/ou RMN H,

foram reunidas em 15 fragdes.

TCD 15
54,4 mg

a

TCD15a TCD15c¢ TCD15e
16,2 mg 1,1 mg 7,1 mg
TCD15b TCD15d TCD15f
4,7 mg 5,9 mg 5,9 mg

TCD15g
10,0 mg

TCD15i
1,2 mg

TCD15h
0,8 mg

TCD15g1 TCD15g1
1,2mg 0,9 mg
TCD15g1
1,4 mg

TCD15g1
4,2 mg

Substancia s
4,2 mg

Fluxograma 3.6: Fracionamento de TCD 15.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h = 1,5 x 20,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- eluicao isocratica: Hex: CH,Cl,: AcOEt (5:3:2)

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pum

- eluicdo isocréatica: MeOH:CH,Cl, 1:1
- fluxo: 4 mL/min
- detector UV 254, 217 nm

TCD15g1
2,0 mg
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3.6.1.7 - Estudo da fragédo TCD16

A fracdo TCJ16 foi submetida a cromatografia por adsorcéo e desta
foram obtidas 38 fracdes. Estas foram reunidas, de acordo com as semelhancas
apresentadas nas andlises por CCDC e/ou RMN *H, em 7 fracdes. Sendo a fracdo 3
(TCJ16¢c) composta pela cumarina 5 e a fracdo 6 (TCD16f) composta pelo composto

fendlico 10.

TCD 16
50,8 mg

a

TCD16a TCD16a TCD16a TCD16a
14,2 mg 1,5mg 7,2mg 4,7mg
TCD164] TCD16a TCD16a
5,6 mg 6‘7 mg 7,0 mg

{ 3\
Substancia 5 [[ Substancia 10 ]J

1,5mg 7,0mg

Fluxograma 3.7: Fracionamento de TCD 16.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =2,0 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- eluicao gradiente: Hex 100%, Hex: CH,Cl, (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), CH,Cl, 100%, CH,Cl,:Acetona (4:1/
3:1/ 2:1/ 1:1), Acetona 100%, MeOH 100%

3.6.2 - Estudo do extrato metanodlico do caule de Trichilia elegans (TCM)

O extrato metanolico do caule de Trichilia elegans (TCM) foi fracionado
utilizando a  cromatografia  liquido-liquido, = High-speed  counter-current
chromatography (HSCCC).

Os sistemas de solventes testados foram baseados na consulta de lista
de solventes encontrados na literatura (CHEN et al., 2009) ou baseados em
experiéncias do nosso grupo de pesquisa. Foram testados dez sistemas de

solventes sendo descritos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Sistemas de solventes testados e suas proporgoes.

~ Sistemas de solventes  Proporgdes (viv)  Referéncias
'CHCls/ MeOHH,O 543
CH.Cl,/ MeOH/H,O 4:5:3
Hex/ ACN /MeOH 8:5:2
Hex/EtOH/H,O 6:5:5
Hex/EtOH/ ACN /H,0 10:8:1:1
Hex/AcOEt/MeOH/H,0 1:1:1:1
Hex/AcOEt/MeOH/H,0O 3:7:5:5 CHEN et al., 2009
Hex/EtOH/ACN/H,0 10:7:10:8
Hex/EtOH/ACN/H,0 10:10:9:11

Hex/ CHCIl3/ MeOH/H-,O 3:6:3:2

Os sistemas foram testados colocando-se as misturas de solventes em
tubos de ensaios e agitando em agitador tipo Vortex, para observar a formacéo ou
ndo de emulsdo. Aos sistemas que obtiveram formacdo de duas fases,
solubilizaram-se cerca de 10,0 mg de extrato bruto para cada 4,0 mL de sistema de
solvente [2,0 mL da FO (fase organica) e 2,0 mL da FA (fase aquosa)]. Em seguida,
separou-se a FO da fase FA e desenvolveu-se com ambas as fases, cromatografia
em camada delgada analitica, eluida no sistema adequado, que neste caso foi
Hex/AcOEt (6:4).

O extrato TCM (1,0 g) foi filtrado e dissolvido em 5,0 mL do sistema de
solvente Hex/AcOEt/MeOH/H,O 1:1:1:1 (v/v), o melhor testado. Utilizou-se a fase
organica (fase superior) como fase movel e a fase aquosa (inferior) como fase
estacionaria. O modo de aplicacdo foi cauda - cabeca. Inicialmente a coluna foi
preenchida com a fase estacionaria e em seguida, o equipamento foi submetido a
rotacdo de 800 rpm, enquanto a fase mével foi bombeada para a coluna a um fluxo
de 3,0 mL/min. Utilizou-se o aparelho CCC Quik Prep/Lab Prep MK 5 com quatro
colunas.

Foram coletadas aliquotas de 20,0 mL totalizando 77 fracdes. Todas as

fracOes obtidas foram analisadas por cromatografias em camada delgada analitica
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(CCDA) e/ou RMN *H. Posteriormente foi feita a reunido das fraces semelhantes. O
estudo dessas fragbes levou o isolamento da substancia 9. O Fluxograma 3.8

mostra resumidamente este estudo.

TCM
1,04 g

TCM1 TCM3 TCM5 TCM7 TCM9 TCM11
154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg
TCM2 TCM4 TCM6 TCM8 TCM10 TCM12
154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg 154,3 mg

X
[[ Substancia 9

2,4 mg

Fluxograma 3.8: Esquema da juncao das fragOes obtidas em HSCCC para o extrato
TCM.

3.6.3 - Estudo do extrato metandlico da folha de Trichilia elegans (TFM)

Os extratos TFM (28,0 g) foi submetido a uma particao liquido-liquido
utilizando como fase hidroalcodlica, MeOH:H,O (1:3). Em um funil de separacéo
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 mostra o Fluxograma 3.9.
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TFM
28,09

a

[ Fracdo Hexanica ] [ Fracao Hidroalcoolica ]

(TFMH)
1,2 g b
Frac&o Diclorometénica [ Frac&o Hidroalcodlica ]
(TFMD)
2,249 c
Fracdo AcOEt Frac&o Hidroalcodlica

(TEMA) (TEMI)

319 19,2 ¢

Fluxograma 3.9: Particdo liquido-liquido extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans (TFM).

(a) Extracdo com hexano (cinco extracdes de 200 mL cada).
(b) Extracdo com diclorometano (cinco extracdes de 200 mL cada).

(c) Extragcdo com acetato de etila (cinco extragdes de 200 mL cada).

3.6.3.1 - Estudo do extrato metandlico das folhas de Trichilia elegans particédo

diclorometanica (TFMD)

A fracdo diclorometanica obtida do particionamento do extrato

metandlico das folhas de Trichilia elegans (TFMD) foi fracionada por cromatografia

em coluna utilizando como fase estacionaria silica do tipo “flash” (230-400 mesh) e
como fase movel um sistema gradiente de eluicho como demonstrado
resumidamente no Fluxograma 3.11. Obteve-se 41 fragbes (10 mL) as quais de
acordo com as semelhancas apresentadas nas andlises por CCDC e/ou RMN *H
foram reunidas em 15 fragcbes. Das fracOes 4 e 6 foram isoladas as cumarinas 4 e 5
respectivamente.
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)
TFMD

2,28 g
~—

TFMD1 TFMD3 TFMD5 TFMD7 TFMD9 TFMD11 TFMD13 TFMD15
10,7 mg 6,3 mg 1,7mg 39,1 mg 290,7 mg 197,1 mg 269,9 mg 440,7 mg

TFMD2 TFMD4 TFMD6 TFMD8 TFMD10 TFMD12 TFMD14
11,6 mg 1,3mg 0,8 mg 42,5 mg 100,3 mg 178,9 mg 430,7 mg

Substancia 4
1,3 mg

Substancia 5 |
0,8 mg

Mistura das substancias 4e 5
1,7 mg

Fluxograma 3.10: Fracionamento de TFMD.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =4,0 x 26,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de eluicdo: Hex 100%, Hex: CH,Cl, (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), CH,Cl, 100%, CH,Cl,: Acetona
(4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), Acetona 100%, MeOH 100%

3.6.3.2 - Estudo do extrato metandlico das folhas de Trichilia elegans particédo

acetato de etila (TFMA)

A fracdo de acetato de etila obtida do particionamento do extrato
metandlico das folhas de Trichilia elegans (TFMA) foi estudada utilizando diversas
técnicas cromatograficas. Obteveram-se 22 fracbes as quais de acordo com as
semelhancas apresentadas nas andlises por CCDC e/ou RMN *H foram reunidas em

13 fracdes. O fracionamento levou ao isolamento das substancias 11- 20. Os

Fluxogramas 3.11 - 3.15 mostram de forma resumida como este estudo foi realizado.
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TFMA
3,089

a

TFMA1 TFMA3 TFMA5 TFMA7 TFMA9 TFMA1 TFMAL
1,4 mg 66,1 mg 109,8 mg 579,8 mg 450,6 mg 13,8 mg 133,8 mg

TFMAZ2 TFMA4 TFMAG TFMAS TFMA1 TFMAL
21,2 mg 98,5 mg 1,29 179,3 mg 98,6 mg 12,4 mg

Fluxograma 3.11: Fracionamento da particdo TFMA.
a: cromatografia por excluséo:

- coluna de vidro (¢ x h =4,0 x 77,0 cm)

- fase estacionéria: Sephadex LH-20

- elui¢do isocrética: MeOH 100%

3.6.3.2.1 - Estudo da fracdo TFMA7

A fragdo TFMA7 foi submetida a cromatografia por exclusdo e foram
obtidas 6 fracbes. As fracbes 2 e 4 foram fracionada utilizando a cromatografia
liguida de alta eficiéncia e fase reversa (C18). Destas fracbes foram isoladas as
substancias 13 e 14.

O Fluxograma 3.13 mostra de forma resumida como este estudo foi

realizado.
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TEFMA7
579,8 mg
a
TFMA7a TFMATcC TFMA7e
183,9 mg 21,2 mg 31,7 mg
TEMAT7b TFMAT7d TFMATf
71,4 mg 173,2 mg 85,4 mg

b b

TFMA7b1 TFMA7b3 TFMAT7b5
11,4 mg 9,4 mg 12,1 mg
I 8,7 mg I 8,4 mg 3,4 mg

\
[[ Substancia 13

12,1 mg

TFMA7d1 TFMA7d3 TFMA7d5 TEMA7d7
51,4 mg 25,7 mg 11,4 mg I 1,4mg I
TFMA7d6
TFMA7d2 TFMA7d4 14,0 mg
31,2 mg 36,4 mg

Substancia 14
14,0 mg

/,

Fluxograma 3.12: Fracionamento de TFMA?7.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo :
- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 10 pm
- eluicdo isocratica: MeOH 100%

- fluxo: 3 mL/min

- detector UV 254, 217 nm

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):

- coluna C18 Phenomenex-Luna 10 pm (¢ x h =1,0 x 29,0 cm)

- eluigcéo isocréatica: MeOH:H,O (3:7) com 0,1% de &cido acético

- fluxo: 3,0 mL/min

- detector UV 217, 254 nm
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3.6.3.2.2 - Estudo da fracdo TFMAS

TFMAS
179,3 mg

a

TFMA8a
28,1 mg

b

TFMAS8D
42,1 mg

TFMAS8c
30,

2 mg

c

TFMAS8d
37,1 mg

TFMAS8e
15,1 mg

TFMA8c
3,6 mg

J

TFMAS8c3
3,2mg

[

TFMA8c
3,3mg

[

5,4

TFMA807]

mg

[

4,7 mg

TFMABC% [

2,1 mg

TFMA8c4

) (

TFMAS8c6
4,2 mg

TFMAS8c8
3,8 mg

TFMASf
17,3 mg

a

Substancia 12
4,2 mg

(7

3,8 mg

Substancias 15 e 16

J

TFMASg
1,7 mg

TFMAS8g3
0,9 mg

TFMAS8g
1,2mg

1,3

mg

TFMAS8g2 TFMAS8g
2,1 mg

TFMAS8g6
1,4 mg

TFMAS8g7
1,0 mg

TFMAS8g9
5,7 mg

TFMAS8g8
1,9 mg

a

Substancia 20

5,7 mg

J

MAS8g

TF
20,

1mg

d

[

TFMA8al
1,1 mg

[

0,7 mg

TFMA8a’3]

1,2 mg

[

TFMA8aEﬂ

2,0mg

[

TFMA8a7]

2,4 mg

[

TFMA8a9]

[

TFMAS8all
2,1 mg

[

TFMAS8al3
3,2mg

[

0,8 mg

TFMA8a2

J |

T

FMA8a4
1,9 mg

TFMAS8a6
1,0 mg

TFMAB8a8
0,9 mg

2

TFMA8al10
.7 mg

) |

5,3mg

TFMA8a12]

\

TFMAS8al

1,7 mg

)

a

Substancia 11
5,3mg

\
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Fluxograma 3.13: Fracionamento de TFMAS.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 5um
- eluicao isocratica: MeOH 100%

- fluxo: 4 mL/min

- detector UV 254, 217 nm

b: cromatografia por adsorcao:

- coluna de vidro (¢ x h =1,7 x 11,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)
- gradiente isocratica: AcOEt:Acetona (2:3)

c: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 3.1)
- coluna C18 Phenomenex-Luna 10 pm (¢ x h = 1,0 x 29,0 cm)
- eluicao isocratica: MeOH:H,O (2:8) com 0,1% de acido acético
- fluxo: 3,0 mL/min

- detector UV 330, 254 nm

d: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 3.2)
- coluna C18 Phenomenex-Luna 10 pm (¢ x h = 1,0 x 29,0 cm)
- eluigdo isocréatica: MeOH:H,O (3:7) com 0,1% de &cido acético
- fluxo: 3,0 mL/min

- detector UV 330, 254 nm
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Figura 3.1: Cromatograma da fragg; TFMA8c modo analitico. Equipamento
Cromatografico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex®-Luna (150 x 4,6 mm, 5 pm)
com coluna de seguranca Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 pm), fase movel
MeOH:H,O (2:8) com 0,1% de acido acético; vazdo de 1,0 mL/min e detector

ultravioleta 254 e 310 nm.
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Figura 3.2: Cromatograma da fracdo TFMA8g modo analitico. Equipamento
Cromatogréfico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex®-Luna (150 x 4,6 mm, 5 pm)
com coluna de seguranca Phenomenex C18 (4x3 mm id., 5 pm), fase movel
MeOH:H,O (3:7) com 0,1% de acido acético; vazdo de 1,0 mL/min e detector
ultravioleta 254 e 310 nm.
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3.6.3.2.3 - Estudo da fracdo TFMA9

TFMA9
450,6 mg

a

TFMA9a
94,3 mg

—
| TFMA9b
2,0 mg

TFMA9c
42,3 mg

TFMA9e TFMA9g
63,3 mg 101,2 mg

TFMA9d TEMAOf | TFMASh |
69,4 mg 27,4 mg 44,3 mg

a

Substancia 18
42,3 mg

N

=
Substancia 17
2,0 mg

Substancias 18 e 19
69,4 mg

TFMA9el TFMA9e3
1,4 mg 1,2mg
)
TFMA9e4 TEMA9e6 TFMA9e8
0.8 mg 0,7 mg 0,6 mg

TFMA9e2
2,3mg

Substancia 18
1,2mg

pE—
TFMA9e5 TEMAO9e7 TF3N2|A999 I
0,7 mg 1,1 mg ___><Mg

4 \
Substancia 20
3,2mg

Substancia 19
0,8 mg

2\

Fluxograma 3.14: Fracionamento de TFMA®Q.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com reciclo:

- coluna polimérica Shodex Asahipak GS-310 2Ga, 400 x 25 mm, 5um
- eluicdo isocratica: MeOH 100%

- fluxo: 4 mL/min

- detector UV 254, 217 nm

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Figura 3.3)
- coluna C18 Phenomenex-Luna 10pum (¢ x h = 1,0 x 29,0 cm)

- eluicao isocratica: MeOH:H,O (3:7) com 0,1% de acido acético
- fluxo: 3,0 mL/min

- detector UV 330, 254 nm
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Figura 3.3: Cromatograma da frac;h;';cn)es TFMA9e modo analitico. Equipamento
Cromatografico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex-Luna (150 x 4,6mm, 5um) com
coluna de seguranca Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase movel MeOH:H,0
(3:7) com 0,1% de é&cido acético; vazdo de 1,0 mL/min e detector ultravioleta 254 e

310 nm.

3.6.3.2.4 - Estudo da fracdo TFMA12

TFMA12
12,4 mg
a
TFMA12a TFMA12a TFMA12a | TFMA12a I
1,3mg 1,2 mg 0,9 mg 1,1 mg
TFMA12a TFMA12a TFMA12a
2,1 mg 2,2mg 2,4 mg

=
Substancia 18 ]]

2,2mg

Fluxograma 3.15: Fracionamento de TFMA12.

a: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)(Figura 3.4)
- coluna C18 Phenomenex-Luna 10pum (¢ x h =1,0 x 29,0 cm)

- eluicao isocratica: MeOH:H,O (3:7) com 0,1% de acido acético
- fluxo: 3,0 mL/min

- detector UV 254 nm
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Figura 3.4: Cromatograma da fracdo TFMA12 modo analitico. Equipamento
Cromatografico: Shimadzu, coluna C18 Phenomenex-Luna (150 x 4,6mm, 5um) com
coluna de seguranca Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase mével MeOH:H,O
(3:7) com 0,1% de &cido acético; vazdo de 1,0 mL/min e detector ultravioleta 254 e
310 nm.

3.6.4 - Estudo do extrato diclorometanico do galho de Trichilia elegans (TGD)

O extrato diclorometanico do galho de Trichilia elegans (TGD) foi

fracionado por cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria silica do
tipo “flash” (230-400 mesh) e como fase mdvel um sistema gradiente de eluicédo
como demonstrado resumidamente no Fluxograma 3.16. Obteve-se 36 fracdes de
150 mL, as quais, de acordo com as semelhancas apresentadas na analise por

CCDC foram reunidas em 13 fracdes.

TGD
12,59

a

TGD1 TGD3 TGD5 TGD7 TGD9 TGD11 TGD13
275,8 mg 2,09 21g 834,5mg 233,9 mg 275,6 mg 1,8¢g

[ TGD2 ] [ TGD4 ] [ TGD6 ] [ TGDS ] [ TGD10 ] [ TGD12 ]

980,5 mg 269 85,6 mg 122,6 mg 75,8 mg 119
Fluxograma 3.16: Fracionamento de TGD.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =5,0 x 32,0 cm)

- fase estacionéria: silica comum (70-230 mesh)

- gradiente de eluicdo: Hex 100%, Hex: CH,CI, (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), CH,Cl, 100%, CH,Cl,: AcOEt (4:1/
3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt 100%, MeOH 100%
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3.6.5 - Estudo do extrato metandlico do galho de Trichilia elegans (TGM)

O extrato TGM (38,3 g) foi submetido a uma particdo liquido-liquido
utilizando como fase hidroalcodlica, MeOH:H,O (1:3). Em um funil de separacgéo
adicionou-se o extrato solubilizado em 200 mL de metanol e 600 mL de agua. Em
seguida as extracOes foram feitas com solventes em ordem crescente de polaridade
(hexano, diclorometano e acetato de etila). Ao final de cada extracédo, as fracoes
obtidas foram concentradas em rotaevaporadores obtendo-se quatro fragdes,

conforme mostra o Fluxograma 3.17.

TGM
38,3 ¢

a

[ Fracdo Hexanica ] [Fra(;éo Hidroalcodlica ]

(TEMH)
2649 b
Frac&o Diclorometénica [ Frac&o Hidroalcodlica ]
(TFMD)
894d c
Fracdo AcOEt Fracdo Hidroalcodlica

(TEMA) (TEMI)

38¢g 10,3 g

Fluxograma 3.17: Particdo liquido-liquido dos extratos metandlico do caule de
Trichilia elegans (TGM)

(a) Extracdo com hexano (cinco extracdes de 300 mL cada).
(b) Extracao com diclorometano (cinco extracdes de 300 mL cada).

(c) Extracdo com acetato de etila (cinco extracdes de 300 mL cada).
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3.7 - Estudos dos extratos brutos de Trichilia catigua.

3.7.1 - Estudos do extrato diclorometano do arilo de Trichilia catigua.

O extrato bruto diclorometanico do arilo de Trichilia catigua (TAD) foi
fracionado utilizando-se silica gel 230-400 mesh como fase estacionaria e como fase
movel uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade, como mostra
resumidamente no Fluxograma 3.18. Foram obtidas 96 fracdes de 100 mL, as quais,
de acordo com as semelhancas apresentadas na andlise por CCDC e/ou RMN H,
foram reunidas em 12 fracdes. A fragdo TADS foi recristalizada obtendo-se 323,4 mg

do limondide cedrelona puro.

TAD
7,79

TAD1 TAD2 TADS TAD7 TAD9 TAD11

84,9 mg 5.4 ma 391,2 m 511,6 mg 1,479 1,23 mg
TAD2 TAD4 TADG6 TADS8 TAD10 TAD12
5,4 mqg 0,6 mg 397,9 mg 423,49 467,3 mg 2.3 mag

Substancia 21 ]]

423,4 mg

Fluxograma 3.18: Fracionamento de TAD.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =5,0 x 20,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de eluicdo: Hex 100%, Hex: CH,CI, (4:1/ 3:1/ 2:1/ 1:1), CH,Cl, 100%, CH,Cl,: AcOEt (4:1/
3:1/ 2:1/ 1:1), AcOEt 100%, MeOH 100%
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3.7.1.1 - Estudo da fracao TAD9
A fracdo 9 (TAD9) foi submetida a cromatografia por exclusdo em
coluna de vidro utilizando Sephadex® LH-20 como fase estacionaria e MeOH:CH,Cl,

(1:1) como fase mével (Fluxograma 3.19).

TAD9
1,47 g

a

TAD9a TAD9c TAD9e TAD9g TADO9I TAD9k TAD9mM TAD90
5,7 mg 25,3 mg 51,2 mg 141,2 mg 42,4 mg 87,5 mg 73,1 mg 25,6 mg
TAD9b TADO9d TADOf TADSh TADYj TADIL TAD9Nn
15,2 mg 70,4 mg 61,2 mg 10,7 mg 43,1 mg 92,2 mg 616,6 mg

Fluxograma 3.19: Fracionamento de TAD?9.
a: cromatografia por exclusao:

- coluna de vidro (¢ x h = 3,0 x 72,0 cm)

- fase estacionaria: Sephadex LH-20

- eluicdo isocratica: MeOH:CH,Cl, (1:1)

3.7.1.2 - Estudo da fracdo TAD9n

A fracdo TAD9n foi estudada utilizando diversas técnicas
cromatograficas. Deste estudo foi possivel isolar o limondide 6a-O-acetil-7-
deacetilnimocinol (22) relatado pela primeira vez nessa espécie. O Fluxograma 3.20)

mostra de forma resumida como este estudo foi realizado.

42



TAD9N
616,6 mg

JE—
TAD9n1 TAD9Nn3 TAD9N5 TADON7
11,6 mg 58,2 m 214,4 mg 27,1 mg

TAD9Nn9
92,8 mg

—
TAD9N2 b TAD9n4 TAD9N6 TAD9Nn8
42,1 mg 38,7 mg 51,2 mg 62,3 mg

)
TAD9n3a TAD9Nn3c [ TAD9n3e] [ TAD9n3g] TADIN3i
10,4 mg 2,1 mg 4,1 mg 1,6 mg 2,8 mg

—
TAD9n3b TAD9n3d TAD9IN3f TAD9Nn3h TAD9N3;j
12,4 mg 4.3 m 1,3 mg 2,0 mg 3,3mg

TAD9n3k
3,1 mg

Substancia 22
3,3mg

2\

Fluxograma 3.20: Fracionamento de TAD9n.
a: cromatografia por adsorcgéo:

- coluna de vidro (¢ x h = 3,0 x 25,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de eluicdo: CH,Cl,: Acetona (4,5:0,5), aumento gradativo até Acetona 100% (62 fracdes

de 20 mL, reunidas ap6s CCDC)

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
- coluna propildiol (¢ x h = 0,78 x 30,0 cm)

- eluicdo isocratica: Hex:CH,Cl, (9:1)

- fluxo: 3,5 mL/min

- detector UV 222 nm

43



3.7.1.2.1- Estudo da fracdo TAD9Nn5

A fragcdo TAD9n5 foi fracionada utilizando-se cromatografia por
adsorcdo em silica gel (230-400 mesh) como fase estacionaria e como fase movel
uma mistura de solventes em ordem crescente de polaridade (CH,Cl, - acetona),
obtendo-se 77 fracdes de 3 mL, que foram reunidas em 13 fragbes de acordo com
as semelhancas apresentadas na analise por CCDC. A fracdo TAD9n5j foi entdo
submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se coluna
propildiol e eluicdo isocratica Hex:CH,Cl, (9:1) (Fluxograma 3.21). Deste estudo foi

possivel isolar o limondide (23) inédito na literatura.

[ TAD9N5 ]

214,4 mg

a

TAD9n5a ] TAD9Nn5c TAD9n5e TAD9Nn5g TAD9NS5i TAD9Nn5k [ TAD9N5m ]
16,2 mg 2,6 mg 32,1 mg 8,9 mg 10,2 mg 9,3 mg 23,4 mg

J

TAD9Nn5b TAD9n5d TADON5f TAD9n5h TADIN5j TAD9n5L
13,4 mg 24,8 mg 14,4 mg 18,1 mg 11,7 mg 8,7 mg

TADO9N5L1 TADO9N5L3 TADO9N5L5
1,7mg 2,5mg 1,2mg
TAD9N5L2 |TAD9n5L4 I TAD9N5L6
1,4mg 2,1m 0,9m

Substancia 23 ]]

1,2mg

Fluxograma 3.21: Fracionamento de TAD9N5.

a: cromatografia por adsorcéo:

- coluna de vidro (¢ x h =2,3 x 30,0 cm)

- fase estacionaria: silica do tipo “flash” (230-400 mesh)

- gradiente de elui¢do: CH,Cl, 100% - CH,Cl,/Acetona - Acetona 100% (77 fracBes de 3 mL, reunidas
ap6s CCDC)

b: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE):
- coluna propildiol (¢ x h = 0,78 x 30,0 cm)

- eluicdo isocratica: Hex:CH,CI, (9:1)

- fluxo: 3,5 mL/min

- detector UV 222 nm
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3.8 — Preparo dos extratos e Isolamento das substancias encapsuladas:
ricinina, xantiletina e rauianina

3.8.1 - Obtencé&o dos extratos bruto das folhas de Ricinus communis L.

As folhas de Ricinus communis L. foram coletadas no Jardim
Experimental do Instituto de Biociéncias da UNESP - Rio Claro.

As folhas foram secas em estufas de circulacdo de ar por 3 dias a 40
°C e moidas em moinho do tipo Willey. O pulverizado (956,0 g) foi extraido a
temperatura ambiente e em repouso com etanol, durante 72 horas por trés vezes.
Apos este tempo os extratos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador,
obteve-se o extrato bruto (50,4 g). O extrato obtido foi analisado via RMN 'H e
atraves de placas de cromatografia.

3.8.2 - Obtencao dos extratos bruto das raizes de Citrus sinensis sobre Citrus
limonia

As raizes de Citrus sinensis sobre Citrus limonia foram coletadas na
Estacdo Experimental de Citricultura do Instituto Agrondmico de Campinas, cuja
fazenda experimental encontra-se em Cordeirépolis-SP.

As raizes da planta foram secas em estufa de circulacdo de ar por 5
dias a 40 °C e em seguida foram moidas em moinho tipo Willey. O pulverizado
(467,0 g) foi extraido a temperatura ambiente e em repouso com solventes
organicos (3,0 L de cada) em ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano
e metanol, durante 216 horas, sendo substituido a cada 72 horas. Em seguida,
evaporou-se o0 solvente sob pressao reduzida, obtendo-se os extratos brutos (Tabela
3.4).

Tabela 3.4: Extratos brutos das raizes de Citrus sinensis sobre Citrus limonia

Citrus sinensis sobre Citrus Extrato Massa (9)
limonia
Raiz (467,0 g) Hexanico 5,73
Diclorometanico 7,60
Metandlico 17,64
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Os extratos obtidos foram analisados via RMN *H e através de placas
de cromatografia.

3.8.3 - Obtencéao dos extratos brutos do caule de Rauia resinosa

O caule de Rauia resinosa foi coletado em Linhares (Espirito Santo), na
Estrada Rio Bananal — Fazenda Santo Antonio — e devidamente identificada por
Kallunki et al. (nimero de herbario 693).

O caule foi secado em estufa de circulacéo de ar por 3 dias a 40 °C e
moidas em moinho do tipo Willey. O material seco e moido foi submetido a trés
extracdes consecutivas com um intervalo de trés dias entre cada uma delas
utilizando-se os solventes (5,0 L de cada) hexano, diclorometano, metanol, ( nesta
ordem de polaridade. Apds este tempo os extratos foram filtrados e concentrados

em evaporador rotativo (Tabela 3.5).

Tabela 3.5: Extratos brutos do caule de Rauia resinosa.

Citrus sinensis sobre Citrus Extrato Massa (Q)
limonia
Caule (1,15 Kg) Hexanico 2,71
Diclorometéanico 13,07
Metandlico 50,39

3.9 - Isolamento de ricinina, xantiletina e rauianina por HSCCC

Existem diversos tipos de cromatografias em contracorrente, dentre as
mais conhecidas estdo a Cromatografia Contracorrente de Goticulas (DCCC);
Cromatografia Contracorrente de Rotagcdo Locular (RLCC); 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 3.5).

Os extratos etandlico das folhas de Ricinus communis, diclorometanico
das raizes enxerto de Citrus sinensis sobre Citrus limonia e diclorometanico do caule

de Rauia resinosa foram submetidos ao fracionado utilizando ao HSCCC.
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Figura 3.5: High-speed counter-current chromatography (HSCCC).

A instrumentacdo da HSCCC € composta por uma bobina de tubo de
teflon enrolado de forma espiral, que realiza um movimento planetario em torno de
um eixo central. Nesta técnica, a fase estacionaria € mantida no equipamento
através da forca centrifuga e a fase médvel é bombeada em alta velocidade
permitindo, assim, menor tempo de andlise (ITO & CONWAY, 1995, ITO, 2005,
LEITE et al., 2005).

O sucesso do fracionamento por HSCCC depende da escolha correta
do sistema de solvente. Os sistemas de solventes testados foram baseados na
consulta de lista de solventes para classes especificas de produtos naturais
encontrados na literatura. Para a determinacdo do coeficiente de particdo foi
utilizada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foi
adicionado cerca de 1,5 mg de extrato em um tubo de ensaio que continha 2 mL de
cada fase pré-equilibradas. O tubo de ensaio foi agitado vigorosamente durante 5
min em vortex. Entdo a mistura foi separada por centrifugacéo a 4000 x g durante 15
min. Apds a centrifugacdo, uma aliquota de 200 pL de cada fase foi seca no speed-
vac e ressuspendidas. As fases superiores e inferiores foram analisadas por CLAE
para determinar o coeficiente de particdo (k). O valor k foi expresso com a
concentragdo da substancia analisada na fase inferior dividido pela concentracéo
desta na fase superior.

O aparelho utilizado foi o CCC Quik Prep/Lab Prep MK 5 com quatro

colunas. Inicialmente a coluna foi preenchida com a fase estacionaria e em seguida,
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0 equipamento foi submetido & rotacdo de 800 rpm, enquanto a fase movel foi
bombeada para a coluna a um fluxo de 3,0 mL/min.

Todas as fracBes obtidas foram analisadas por cromatografias em
camada delgada analitica (CCDA) e/fou RMN 'H. Posteriormente as fracdes

semelhantes foram agrupadas.

3.9.1- Isolamento de ricinina

O HSCCC foi utilizado para o isolamento de ricinina a partir do extrato
etanodlico das folhas de Ricinus communis. Foram testados diferentes misturas de
solventes para fase mével, Hex/EtOH/ACN/H,O (10:8:1:1, v/v), AcOEt/EtOH/H,O
(2:1:2, viv), Hex/AcOEt/MeOH/H,O (3:7:5:5, v/v), Hex/AcOEt/MeOH/H,O (1:1:1:1,
viv), MeOH/CH,Cl,/H,O (5:4:3, vIv), CHyCl,/MeOH/H,O (7:13:9, V),
CH,CI/EtOH/H,0 (93:35:72, v/v), CH,Cl,/MeOH/H,0 (93:35:72, viv), Hex/EtOH/H,0O
(6:5:5, viv) (CAZAL et al. 2009a).

3.9.2- Isolamento de xantiletina

O HSCCC foi utilizado para o isolamento de xantiletina do extrato
diclorometénico das raizes enxerto de Citrus sinensis sobre Citrus limonia. Foram
testados diferentes misturas de solventes para fase mével, CHCIl3/MeOH/H,0 (5:4:3,
v/v), CH,Cl,/MeOH/H,0O (4:5:3, viv), Hex/ACN/ MeOH (8:5:2, v/v), Hex/EtOH/H,O
(6:5:5, viv), Hex/EtOH/ACN/H,0 (10:8:1:1, v/v), Hex/AcOEt/MeOH/H,0 (1:1:1:1, v/v),
Hex/AcOEt/MeOH/H,O (3:7:5:5, v/v), Hex/EtOH/MeOH/H,O (10:7:10:8, V/v),
Hex/EtOH/MeOH/H,0 (10:10:9:11, vIV), Hex/MeOH/H,0 (6:5:5, V),
Hex/CHCI3/MeOH/H,0 (3:6:3:2, v/v) (CAZAL et al. 2009b).

3.9.3- Isolamento de rauianina
O HSCCC foi utilizado para o isolamento de rauianina do extrato
diclorometanico do caule de Rauia resinosa. Foram testados 39 sistemas de

solventes descritos na Tabela 3.6.
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Sistemas de solvente
Hex/EtOH/ ACN /H,0O
Hex/EtOH/ ACN /H,O
Hex/EtOH/ ACN /H,0O
Hex/EtOH/ ACN /H,0O
Hex/EtOH/ ACN /H,O
Hex/EtOH/ ACN /H,O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0
Hex/AcOEt/ MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,O
Hex/AcOEt/ MeOH /H,O
AcOEt /H,0
Hex/MeOH/H,O
Hex/MeOH/H,O

Hex /MeOH /H,0O
Hex/AcOEt/H,0
Hex/AcOEt/H,0
Hex/AcOEt/EtOH/H,0
AcOEt/MeOH/H,O
AcOEt/EtOH/H,0O
AcOEt/EtOH/H,0
AcOEt/EtOH/H,0
CH,Cl,/MeOH /H,0
CH,Cl,/MeOH /H,0
CH,CI,/MeOH /H,0
CH,CI,/MeOH /H,0
CH,CI,/EtOH /H,O

Hex /EtOH /H,0

Proporc¢des (v/v)
10:8:1:1
10:8:2:1
10:8:3:1
10:8:4:1
10:8:5:1
10:5:5:1
4:6:4:6
5:5:5:5
4:5:4:5
2:5:2:5
5:5:6:4
3:7:5:5
6:4:5:5

1:1:0,85:1,5
1:1:0,60:1,4
1:1:0,52:1,47
1:1:0,45:1,55
1:1:0,3:1,70
0,6:4:0,05:1
0,6:4:0,7:1
1:0,9:1:0,9
1:5:1:5
5:5
5:5:5
5:7:3
35:30:3
1:5:6
5:5:10
5:5:4:6
8:3:8
50:1:50
2:1:2
10:1:10
5:4:3
7:13:9
8:13:7
93:35:72
93:35:72
6:5:5

Tabela 3.6: Sistemas de solventes testados e suas proporgoes.

Referéncias

YAN et al., 2006
YAN et al., 2006
WEI et al., 2004
CHEN et al., 2009
YAN et al., 2006
MA et al., 2006
MA et al., 2006
MA et al., 2006
MA et al., 2006
MA et al., 2006

PENG et al., 2005

LIU et al., 2005
LIU et al., 2004
LIU et al., 2004

YAN et al., 2006
YAN et al., 2006
LI & CHEN, 2005
MA et al., 2006
YAN et al., 2006

YAN et al., 2006

LEITE et al., 2005
CAZAL et al., 2009
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Foram injetadas 2,0 gramas de extrato solubilizadas em 5 mL da
mistura do solvente utilizada. As 4 colunas foram inicialmente preenchidas com a
fase estacionaria (fase hidroalcodlica, fase inferior), sendo o modo de aplicacéo
cauda - cabeca. Em seguida, o equipamento foi submetido a rotacdo (800 rpm),
enquanto a fase mével (fase orgéanica) foi bombeada a um fluxo de 3,0 mL/min.

Foram coletadas aliquotas de 10 mL totalizando 71 fra¢cBes. Todas as
fracOes obtidas foram analisadas por cromatografias em camada delgada analitica

(CCDA) e/ou RMN *H. Posteriormente as fracdes semelhantes foram agrupadas.

3.10- Anélise cromatografica de ricinina, xantiletina e rauianina

A ricinina, xantiletina e rauianina foram analisadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia ap6s desenvolvimento e validacgdo do método
cromatografico.

ApoGs diversos experimentos de ajustes a melhor seletividade e
sensibilidade foram alcancadas utilizando coluna analitica Luna fenil hexil, (250 x
4,60 nm, 5um) acoplada a uma coluna de seguranca C18 (Phemonemex® - 4x3

mm) e as condi¢des descritas na Tabela 3.7 de acordo com cada substancia.

Tabela 3.7: Condi¢des para andlise cromatografica de ricinina, xantiletina e rauianina

Substéancia Fase movel Vazao Volume de Comprimento

mL.min? injecdo (L) de onda (nm)

‘Ricinina ACN:CH;COOH 08 10 310
0,1% (45:55 v/v)
Xantiletina  ACN : H;O (6:4 v/v) 1,0 20 263
Rauianina  ACN : H20 (6:4 v/v) 1,0 20 297

3.10.1- Validacd o do método analitico para quantificacdo de ricinina,
xantiletina e rauianina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

O método foi validado apos a investigacao da faixa linear de trabalho,
seletividade, sensibilidade, exatiddo e precisdo, limite de quantificacdo e de

deteccéo.
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3.10.1.1- Preparo das solugdes padrdes para construcdo da Curva analitica

As faixas lineares de trabalho foram estabelecidas entre 0,15 e 8,0
Mg/mL. As solucdes estoque (1.000 pg/mL) foram preparadas diluindo-se 2 mg de
cada padrao (ricinina, xantiletina ou rauianina) em 2 mL de acetonitrila. A partir da
solucéao estoque foram preparadas as solu¢des de trabalho, diluindo 1 mL de cada
solucdo para um volume total de 100 mL, obtendo-se uma solucdo de concentragéo
de 10 pg/mL. Desta solucdo foram preparadas oito solu¢cdes nas concentracfes
0,15; 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 8 ug/mL. Todos os pontos da curva de calibragcdo foram

preparadas e analisadas em triplicata.

3.10.1.2- Preparo das solucbes padrdoes para determinacdo da exatiddao e
precisdo do método

Para a determinacéo da exatidao e precisdo do método analitico foram
preparados solucbes em trés diferentes concentracdes abrangendo toda a faixa
linear de trabalho. O primeiro ponto representou 120% (0,18 pug/mL, para xantiletina
e rauianina e 0,36 pg/mL para a ricinina) da menor concentracao da curva analitica.
O segundo e o terceiro foram localizados entre 40 e 60% (4,5 pg/mL) e 90 e 100%
(7,5 ng/mL) respectivamente para a concentracdo do ultimo ponto da curva analitica.
Estes valores foram selecionados por possuirem concentracdes dentro da faixa
linear utilizada, porém em concentracdes diferentes das utilizadas nas curvas de
calibracéo. Para determinacao da precisdo e exatiddo, cada ponto foi preparado em

quintuplicata e analisados por trés dias ndo consecutivos.

3.10.1.3- Limites de Deteccédo e quantificacdo do método analitico
A sensibilidade do método foi definida pelos limites de deteccédo (LD) e
de quantificacdo (LQ). Os limites foram calculados através dos parametros da curva
analitica por padronizacéo externa.
O LD foi expresso como LD= 3,3*(s/a)

O LQ foi expresso como LQ= 10*(s/a)

Sendo:
s = Desvio padréo do intercepto,
a = Coeficiente angular da curva de calibracdo
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3.11- Coeficiente de particao

Os coeficientes de particdo foram determinados pelo método de
agitacao em frasco de acordo com as normas da OECD (1995).

Inicialmente foram preparadas solucées de ricinina, xantiletina e
rauianina 500 pg/mL na fase oleosa (octanol, Myritol® 812, miristato de isopropila,
Oleo de ricino e oleato de isodecila). Em seguida cada solucao foi misturada a fase
aguosa nas proporcoes de 1:1, 1:2 e 2:1 (v/v). A mistura foi mantida sob agitacao
por 24h a temperatura ambiente. Depois deste tempo, procedeu-se a separacao das
fases por centrifugacdo a 2000 rpm, durante 10 minutos. A quantificacao de ricinina,
xantiletina e rauianina nas fases oleosa e aquosa foi determinada utilizando os

métodos analiticos desenvolvidos e validados por CLAE.

3.12- Método de preparo das Nanoparticulas

Para a obtencéo das nanoparticulas foram investigadas quatro técnicas
de preparacdo. Para as nanoparticulas de xantiletina e rauianina foi utilizado o
método de nanoprecipitacdo: deposicao interfacial de um polimero pré-formado e
para ricinina além desse método foram avaliados outras quatro técnicas: Dupla-
emulsdo, Gelificacdo i6nica: nanoesferas de quitosana e Deposicéo

interfacial/deslocamento do solvente.
3.12.1- Preparo das nanoparticulas de xantiletina e rauianina

3.12.1.1- Método de nanoprecipitacao

As nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS) foram preparadas baseadas
na técnica de deslocamento do solvente descrita por FESSI et al. (1988a, 1988b,
1989).

Inicialmente foi preparada uma fase orgéanica contendo o biopolimero, o
principio ativo, 6leo (somente para nanocapsulas), tensoativo de baixo EHL
(equilibrio hidrofilo-lipéfilo) e o solvente organico. Em seguida esta fase foi vertida,
sob agitacdo constante, sobre uma fase aquosa contendo um tensoativo de elevado
EHL, mantendo-se a agitacdo magnética durante 10 minutos para estabilizacdo. Na
sequéncia, o solvente organico e parte da agua foram eliminados via um evaporador

rotativo a 45 °C ajustando para um volume final conhecido. A composi¢cdo das
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nanoparticulas encontra-se listada na Tabela 3.8 e uma representagdo esquematica

do método para preparo das nanoparticulas é mostrado na Figura 3.6.

Tabela 3.8: Composicéo das nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacao

Formulagéo Quantidades

Fase organica

Polimero PLGA (poli(acido latico-co-acido 50 mg
glicdlico) ou PCL  (poli-E-
(caprolactona) e/ou PHB (poli-B-
(hidroxibutirato))

Tensoativo de baixo EHL  Lecitina de soja ou Span® 60 100 mg

Oleo Myglyol-812 ou Miristato de 60 mg
isopropil ou Oleato de isodecila

Solvente Acetona e/ou etanol 10 mL

Substancia ativa Xantiletina ou rauianina 10 mg

Fase aquosa

Tensoativo de alto EHL Pluronic® F-68 ou Tween 80 100 mg
Solvente H,O 20 mL
Folimero
Solvente

Tensoativo baixo EHL
Composto ativo
Oleo®
EBomba peristaltica

heio aguoso
Tensoativo Alto EHL

i o Precipitacéo i
(_ [_ Evaporacéo do Solvente

& excesso de agua

Suspensao
coloidal

Figura 3.6: Esquema de preparo de nanoparticulas pelo método de

nanoprecipitagao.*somente no caso das nanocapsulas.

De posse dos resultados de caracterizagdo das nanoparticulas,
chegou-se a composicao da formulacdo em que obtive-se as melhores propriedades

e vantagens economicas. Estas continham: PCL, Span® 60, Oleato de isodecila,
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Acetona e Tween 80. Todavia, foi também preciso verificar a melhor concentracéo
de cada componente na formulacdo. Para tal, realizou-se um planejamento
experimental com objetivo de se conseguir o maximo de informacgfes Uteis a partir
de poucos experimentos, proporcionando economia de tempo e de reagentes.

Em um planejamento fatorial cada variavel € denominada de fator e
cada fator varia em quantidade de niveis. Normalmente os planejamentos sao
estudados em dois niveis, porque dependendo da quantidade de fatores, o niUmero
de experimentos € grande e o planejamento torna-se inviavel. O numero de
experimento é calculado pela expressdo N¥ onde n é o nimero de niveis e k o
namero de fatores.

Neste caso, foi realizado um planejamento fatorial 2° centrado na
meédia. As variaveis observadas foram a quantidade de principio ativo xantiletina ou
rauianina, PCL e oleato de isodecila em cada formulacdo. Estes componentes foram
selecionados por exercerem maiores influéncias sobre as caracteristicas das
nanoparticulas. Os niveis escolhidos para cada variavel pode ser observado nas
Tabelas 3.9 e 3.10.

Tabela 3.9: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial 2° centrado na

média.
Fatores Niveis
-1 0 1
Xantiletina/rauianina
(mg/mL) 1,0 2,0 3,0
PCL (9) 0,05 0,10 0,15
Oleo () 0,0 0,5 1,0

O planejamento fatorial 2° centrado na média foi executado com um
total de 11 experimentos, sendo trés utilizados para investigacdo da
reprodutibilidade da técnica de nanoencapsulamento, avaliada pelo desvio padréao

dos experimentos, ou seja, pelos ensaios 9 a 11 descritos na Tabela 3.9.
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Tabela 3.10: Planejamento fatorial 2° centrado na média.

Ensaios Fatores
Xantiletina/rauianina PCL Oleo
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Nesses experimentos a concentracdes de Span® 60 e Tween 80 foram
mantidas constantes em 100 mg.

Estabelecidas as melhores condi¢cdes, um segundo planejamento
fatorial foi realizado considerando o efeito que os tensoativos podem exercer sobre
as caracteristicas das nanoparticulas. Neste caso foi realizado um planejamento

fatorial 22, duas variaveis, em dois niveis, como descrito nas Tabelas 3.11 e 3.12.

Tabela 3.11: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial 2°.

Fatores Niveis
-1 1
Span 60 (mg) 50 150
Tween 80 (mQ) 50 150

Tabela 3.12: Planejamento fatorial 2°.

Ensaios Fatores
Span 60 Tween 80
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
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3.12.2 - Preparo das nanoparticulas de ricinina
O preparo de nanocépsulas e nanoesferas de ricinina foi investigada
através do uso de quatro diferentes técnicas. Todas as nanoformulacdes

desenvolvidas utilizaram polimeros pré-formados.

3.12.2.1- Método de nanoprecipitacao

As nanocapsulas e nanoesferas foram preparadas com base na técnica
de deslocamento do solvente introduzida por FESSI et al. (1988a, 1988b, 1989),
como descrita no item 3.10.1.1. Para o preparo de nanocépsulas foram utilizados
como fase oleosa, myglyol-812, miristato de isopropil, oleato de isodecila, 6leo de
ricino e 6leo de neem.

Modificagbes no meétodo foram propostas visando a melhoria da
eficiéncia de encapsula¢do. Foram utilizados na fase orgénica acidos graxos de
cadeia longa, &cidos laurico (Ci2H2402) e caprilico (CgH1602), na razdo molar
ricinina:acido graxo (1:1, 1:2, 1:4, 1.5 e 1:6).

Utilizou-se também, solucdes de cloreto de calcio (CaCl,) e tampéo,
substituindo a 4gua deionizada. O CaCl; foi utilizado na razdo molar de (1:1, 2:1, 4:1
e 6:1) com a ricinina. Foram utilizados os tampdes glicina (0,2 mol L™ (pH 9,2 e
10,6), carbonato de sédio (0,2 mol L) (pH 9,2 e 10,6) e fosfato de sédio (0,2 mol L™)
(pH 6,0; 7,0; 8,0 € 9,0).

3.12.2.2- Método de Dupla-Emulséao

O método de dupla-emulsédo de solvente (emulsificacdo-evaporacdo do
solvente) é normalmente aplicado ao nanoencapsulamento de substancias
hidrofilicas.

As nanocapsulas agua/6leo/agua (A/O/A) foram preparadas com base
na técnica de dupla-emulsdo desenvolvida por COHEN-SELA et al. (2009) com
algumas modificagdes. O método consiste no preparo e uso de trés fases. A fase 1,
solucdo aquosa de ricinina, foi adicionada sob agitagdo com auxilio do ultra-turrax a
fase 2, PCL e Tween 80 em acetato de etila, formando a emulsdo A/O. Em seguida,
essa emulsdo (A/O) foi adicionada com auxilio do ultra-turrax a fase 3, agua
deionizada ou solucdo de cloreto de calcio (1,0; 1,5; 2,5; 3,5; 5,5; 6,5 mg/mL),

formando a emulsao A/O/A.
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Em seguida, o solvente organico e parte da agua foram eliminados em
evaporador rotativo a 45 °C ajustando o volume final conhecido. A Tabela 3.13,

mostra a composicao usada no preparo das nanocapsulas.

Tabela 3.13: Composi¢cdo das nanocdpsulas preparadas pelo método de Dupla-

Emulsao.
Composicéo Quantidade
Ease 1
Agua deionizada 1,0 mL
Ricinina 2,0mg
Fase 2
PCL 90,0 mg
Tween 80 90,0 mg
Acetato de etila 3 mL
Fase 3
Agua destilada ou solugédo de CaCl, 10,0 mL

A Figura 3.7 ilustra o esquema do método de dupla-emulséo.

& &
Fase 1 AIO
H20 AIOIA
Ricinina
o [ =]
(=]

Fase 2 a ©

®

Suspenséo
coloidal

Figura 3.7: Esquema de preparo das nanocapsulas pelo método de dupla-Emulséo.

3.12.2.3- Gelificagao ibnica: nanoesferas de quitosana

As nanoparticulas de quitosana (CS, grau de desacetilacdo 87%) foram
preparadas de acordo com o procedimento previamente descrito por CALVO et al.,
1997, baseados na gelificacdo ionotrépicos da CS com os anions trifosfato
pentassodico (TPP).
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A quitosana foi dissolvida em solugédo aquosa de &cido acético 1% (5,0
mg/mL). A essa solucéo foi adicionado 2,0 mL da solugéo aquosa de PEG (50,0
mg/mL) e 1 mg de ricinina. As nanoparticulas de CS sao formadas
espontaneamente pela adicdo de 1,2 mL da solucdo aquosa de TPP (5,0 mg/mL),
sob agitagdo magnética constante. As nanoparticulas produzidas foram isoladas por
centrifugagdo a 16.000 rpm por 40 min. A Figura 3.8 mostra a representacao

esquematica do método para nanoparticulas de CS.

Solucao de CS,
PEG e ricinina

h

Figura 3.8: Representacdo esquematica do método para nanoparticulas de

Solugéo
de TPP

Nanoparticulas
de CS

il

quitosana (CS).

3.12.2.4- Método deposicédo interfacial/ deslocamento do solvente

As nanoparticulas foram preparadas por uma nova metodologia
desenvolvida no laboratério de Produtos Naturais, conforme mostra a Figura 3.9. O
método consiste em trés fases, onde a chamada fase 1, solugdo de PCL em
acetona, foi adicionada com auxilio de uma bomba peristéltica (rotor a 10%) sob
agitacdo magnética moderada a fase 2. A fase 2 € uma nanoemulsdo agua/éleo
preparada inicialmente pela homogeneizacéo sob agitacdo vigorosa (Ultra-turrax®
IKA T10, 16.000 rpm, 2 min) de agua, ricinina e oleato de isodecila. As vesiculas da
nanoemulsdo da fase 2, foram ent&o revestida com o polimero dissolvido na fase 1
através do movimento de dispersao do solvente pela fase agquosa. Em seguida, as
nanocapsulas da mistura (fase 1 e 2) foram estabilizadas vertendo-se a fase 3,
solucdo aquosa de Tween® 80, com auxilio de uma bomba peristéltica (rotor a 10%).

Na sequéncia, o solvente organico e parte da agua foram eliminados via um
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evaporador rotativo a 45 °C, ajustando o volume final. Com a adi¢do da solucao de

polimero na fase aquosa (meio de dispersdo), ocorre a difusdo do solvente

posicionando o polimero na interface 6leo/agua. Com a evaporacéo do solvente e do

excesso de agua num evaporador rotativo ocorre a formacdo das nanocapsulas. O

tensoativo da fase 3 se localiza na interface nanocapsula/adgua estabilizando a

suspensao coloidal.

Polimero
Solvente

Fase 1

Fase 2

Meio aquoso

Composto ativo

Oleo

Tensoativo de baixo EHL

Bomba peristaltica

Meio aquoso
Tensoativo de alto EHL

Fase 3

®

Suspensao coloidal

Evaporagao do solvente

e excesso de agua

Figura 3.9: Representacao

interfacial/deslocamento do solvente para preparo das nanocapsulas.

esquematica do método de deposicdo

A composicao das nanoparticulas pode ser observada na Tabela 3.14.
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Tabela 3.14: Composicado das suspensdes preparadas pelo Método de deposicdo

interfacial/deslocamento do solvente.

Composicéao Quantidade
Fase 1

PCL 100,0 mg
Acetona 20,0 mL
Fase 2

Ricinina 10 mg
Agua deionizada 50,0 mL
Span 60 100,0 mg
Oleato de isodecila 500,0 mg
Fase 3

Agua deionizada 20,0 mL
Tween 80 100,0 mg

3.13- Preparo dos produtos secos por aspersao
As suspensdes contendo nanocapsulas e nanoesferas foram secas
pelo método da secagem por aspersao (Mini Spray-Dryer Bichi B290) utilizando

como suporte de secagem o dioxido de silicio coloidal (Figura 3.10).

Nanoparticulas

‘ Substancia

Suporte de secagem e SiO,
(SiOy) X
8 —— Sio
(S107) YN . i
WY 2 <«
= TVistet ] 1]

coo /
e @
l
T outlet
\

s

j/—
b’c‘

Emulsao Nanoparticulas
—— Spray-dryer .
. em po
Nanoparticulas Spray-dryer )
em po

Figura 3.10: Esquema de preparo de microparticulas em po.
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Alguns estudos foram desenvolvidos avaliando o rendimento do
processo em funcéo da quantidade do suporte de secagem usado, volume do meio
de dispersdo e os parametros operacionais. A Tabela 3.14 mostra os parametros

operacionais ajustados para um maior rendimento.

Tabela 3.15: Parametros operacionais Mini Spray-Dryed:

Parametros Valor
Fluxo de alimentacao 7,5 mL/min
Fluxo de ar 530 L/h
Presséo de ar comprimido 0,55 bar

Temperatura de entrada do ar 125°C +£5°C
de secagem

Temperatura de saida do ar 50°C x+5°C

de secagem
Diametro do atomizador 0,7 mm
Sistema de aspiracao 96 % (38 m/h)

3.14 - Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas

3.14.1-Determinacéo do pH

Os valores de pH das suspensdes foram determinados diretamente nas
suspensdes através do potencidmetro (Qualxtron Mod. 8010), previamente calibrado
com solucBes tampéao pH 4,0 e pH 7,0. O pH foi medido apds o preparo e durante 4
meses num intervalo de 15 dias para avaliacao da estabilidade das suspensfes. Os

resultados representam a média de trés amostras.
3.14.2 - Diametro meédio

O didametro das particulas em suspenséo foi determinado em Diametro
BI-FOQELS (Fiber Optic Quase Elastic Light Scattering) da Brookhaven Instruments
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Corporation. As amostras, soluc¢des coloidais, foram diluidas em &gua deionizada (5
%, v/v) e analisadas em quintuplicada.

3.14.3 - Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado no Zeta Potencial Analyzer
(Brookhaven Instruments Corporation) logo apds o preparo das suspensdes. As
amostras foram diluidas em agua deionizada (5 %, v/v) e analisadas em

quintuplicada.

3.14.4 - Determinacéo da quantidade total de ricinina, xantiletina e rauianina
A quantidade total de ricinina, xantiletina e rauianina foram
determinadas mediante a dissolu¢cdo das nanoparticulas em acetonitrila e analisadas

em triplicata por CLAE utilizando os métodos analiticos desenvolvidos e validados.

3.14.5 - Determinacdo da quantidade de ricinina, xantiletina e rauianina
encapsuladas

Para avaliar o teor de ricinina, xantiletina e rauianina encapsulados, foi
necessario quantificar o teor destas livres, ou seja, ndo encapsulada.

Utilizou-se a técnica filtracdo-centrifugacao, utilizando tubos com filtros
de acetato de celulose com poros de 0,22 um (Spin-X, Corning®) em centrifuga
Eppendorf® Mod. 8210R a 8.000 rpm. Um volume de 0,5 ml da suspenséo coloidal
foi adicionado ao tubo spin e centriugado por 40 min. Neste procedimento, as
nanoparticulas foram retidas pela membrana, enquanto que o meio de dispersao, a
fase aquosa, foi filtrada e analisada por CLAE, para a determinacdo do total de
substéancia livre (Figura 3.11). Consequentemente, a eficiéncia de encapsulamento
(EE%), em porcentagem, pode ser foi determinada pela diferenca entre a quantidade
de substancia total e a quantidade de substancia livre através do uso da seguinte
equagao:

(B-A)

EE% = *100

onde A é a concentragdo da ricinina, xantiletina ou rauianina no ultrafiltrado (ug/mL)

e B é a concentragéo total (ug/mL).
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= | Nanoparticulas

Suspensao
Nanoparticulas

=i Ultrafiltrado

Figura 3.11. Determinacdo da quantidade de ricinina, xantiletina e rauianina

encapsuladas.

3.14.6 — Morfologia

Para avaliar a homogeneidade e morfologia das nanoparticulas, gotas
da suspensdo coloidal foram evaporadas diretamente em suportes metélicos ou
depositadas em fitas de carbono quando se tratavam de nanoparticulas em po.
Depois disso, as amostras foram metalizadas com ouro e submetidas a anélise de
Microscopia Eletrénica de Varredua (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 @ maquina com pasta de diamante.

3.14.7 — Estudos de estabilidade

3.14.7.1- Tempo de armazenamento

Para o estudo da avaliacdo fisico-quimica das nanocapsulas em
suspensao durante o armazenamento, estas foram conservadas em frascos de vidro
a 4°C, ao abrigo da luz, durante 4 meses. Em intervalos de tempo previamente
estabelecidos avaliou-se o aspecto macroscopio, diametro de particula, potencial

zeta e pH das suspensdes de nanocapsulas.
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3.14.7.2- Degradacgéo acelerada pela luz UV

Os estudos de degradacédo acelerada pela luz UV das substancias
encapsuladas foram realizados em uma camara de envelhecimento acelerado por
Ultravioleta (Figura 3.12) construida com conjunto de quatro lampadas especiais
(Philipps 40 cm, 15 W, quartzo) que simulam a radiacdo no espectro do UV-A e UV-
B com comprimentos de onda entre 400-320 e 320-280 nm, respectivamente.

A camara de degradacdo foi revestida com espelhos para maior
aproveitamento da radiacdo. Os espelhos apresentam uma superficie altamente
refletora com perdas minimas de luminosidade. O sistema foi mantido com
temperatura controlada a 25,0 + 2,0°C por um sistema de circulagdo de ar
termostatizado.

As amostras de nanoparticulas (1 mL por vial) foram colocadas na
camara e monitoradas por CLAE de tempos em tempos para avaliar estabilidade das
substancias encapsuladas. Os resultados representam a média de trés amostras.

Figura 3.12: Camara de envelhecimento acelerado por Ultravioleta.

3.14.7.3- Degradacéo térmica (65 °C)

O estudo de degradacéo térmica das substancias encapsuladas foi
realizado em estufa a 65 °C.
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As amostras de nanocapsulas (1,0 mL em vial) eram colocadas na
estufa e monitoradas por CLAE de tempos em tempos para avaliar estabilidade das

nanoparticulas.

3.14.8 — Estudos de liberagéo

O estudo do perfil de liberacdo in vitro da ricinina, xantiletina ou
rauianina a partir das nanocapsulas foi realizado através da técnica de dialise
inversa (MAGENHEIM & BENITA, 1991).

O estudo de liberacdo consiste na dispersdo das nanoparticulas no
meio de liberacdo, onde foram imersos previamente varios sacos de didlise, com um
volume aproximado de 1,0 mL, contendo no seu interior o mesmo meio de disperséo
(Figura 3.13).

Adicionou-se um determinado volume da suspensao das nanocapsulas
contendo xantiletina, rauianina ou ricinina a 200 mL de agua (meio de liberacdo)
onde havia adicionado previamente varios sacos de didlise (membrana de celulose
MM 12000D, Sigma-Adrich Quimica, Sintra, Portugal) contendo 1,0 mL de agua. O
volume da suspensdo de cada nanocapsulas foi adicionado obedecendo as
condi¢Bes sink (GIBALDI & FELDMAN, 1967), de modo a corresponderem de 10 -
20% da respectiva solubilidade no meio.

O sistema foi mantido sob agitacdo magnética em banho de agua
termostatizado a 30 °C. Em intervalos de tempo previamente estabelecidos
procedeu-se a remocao dos sacos de dialise do meio de liberacéo e a quantificacéo

do composto liberado utilizando o método desenvolvido por CLAE.

=
<

Figura 3.13: Representagdo esquematica da técnica de dialise inversa.
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3.15 - Metodologia dos ensaios Bioldgicos

3.15.1 — Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras

Os ensaios por ingestdo com as operdrias de Atta sexdens rubropilosa
foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) UNESP — Rio
Claro/SP com a colaboracdo das alunas poOs-graduacdo Tais Garcia Freitas e
Marcela Ceccato sob orientacdo do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

Nestes ensaios as formigas operarias foram retiradas aleatoriamente
de formigueiros mantidos em laboratorio. Para manutencéo das formigas isoladas do
formigueiro foi utilizada dieta solida artificial constituida por: 5,0% glicose, 1,0%
peptona bacteriologica, 0,1% extrato de levedura e 1,5% Agar bacteriolégico
dissolvidos em 100 mL de agua destilada. No caso das nanoparticulas foi utilizado
dieta liquida ou seja sem a presenca de Agar.

As amostras submetidas ao ensaio com as operarias foram
incorporadas na dieta na concentracdo de 2 mg/mL (extrato bruto) ou 0,1 mg/mL
(substancia pura) (BUENO et al.,1997). Em seguida essa mistura foi levada ao forno
de microondas por 4 minutos e entdo autoclavada por 15 minutos a uma
temperatura de 120°C e 1,0 atm. A dieta ainda liquida foi transferida para placas de
Petri de 10 cm de didametro 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 manutencao
das formigas (controle) ou a dieta acrescida do substrato a ser testado (tratamentos)
foi colocada em papel aluminio na quantidade de 0,4 a 0,5 g/placa. A cada 24 horas
a dieta era renovada.

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% e examinadas diariamente para retirada e anotacdo do
namero de formigas mortas. A andlise estatistica foi realizada através do teste nao
paramétrico logrank (p < 0,05), utilizando-se o software GraphPad, aplicativo Prisma
3.0.
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3.15.2 - Ensaios Bioldgicos com o Fungo Simbionte

Os ensaios biolégicos com o fungo simbionte, Leucoagaricus
gongylophorus, foram realizados com a colaboracdo da doutora Ana Paula Terezan
e a técnica Sonia P. Cardoso.

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e dissolvidas em agua destilada, obtendo
concentracdo final igual a 100 pg/mL para substancias puras. Em seguida, essa
mistura foi autoclavada nas condicbes 120 °C, 1,0 atm por 20 minutos. Apds a
esterilizagdo 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 amostra foi
preparada em quintuplicata, havendo um numero idéntico de réplicas para o controle
geral (meio de cultura e fungo simbionte). Apds o tempo de incubacéo de 30 dias, a
25 °C foram realizadas as medidas de cinco diametros diferentes em cada placa das
amostras testadas (adaptacdo MIYASHIRA, 2007). As porcentagens de inibicao
foram calculadas a partir da comparacédo 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.
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4- Resultados e discussao

4.1- Substéancias isoladas
Os estudos fitoquimicos das plantas Trichilia elegans e T. catigua levou
ao isolamento e identificacdo de 23 metabdlitos secundarios.

Campesterol (1)

Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 22

Identificagdo: p. 74

Estigmasterol (2)

Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 22

Identificagdo: p. 74

p-sitosterol (3)

Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 22

Identificacdo: n. 74

CH30 EscopoAIet?na 4)
N Procedéncia: caule e folhas de
Trichilia elegans
Isolamento: p. 25
H O S Identificac&o: p. 78
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Ascontina (5)

Procedéncia: caule e folhas de
Trichilia elegans

Isolamento: p. 26

Identificacdo: p. 81

4-hidroxi-3-metoxi-cinamaldeido (6)
Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 23

Identificac&o: p. 83

4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido (7)
Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 23

Identificagéo: p. 86

T
o
T
4
@)
T

3,5-dimetoxi-4-hidroxi-cinamaldeido (8)
Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 24

Identificagcéo: p. 88

Acido vanilico (9)

Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 29

Identificacéo: p. 90
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3-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
propan-1-one (10)

Procedéncia: caule de Trichilia elegans
Isolamento: p. 27

Identificagdo: p. 92

Acido gentisico (11)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 34

Identificacdo: p. 96

Acido caféico (12)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 34

Identificagcéo: p. 98

4-hidroxifenilacético (13)
Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 33

Identificac&o: p. 100

3-(4'-hidroxifenil) 2-propendico de (4"-

carboxil) fenil (14)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 33

Identificacdo: p. 102
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trans-p-cumarato de a-glicose (15)
Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 34

Identificacdo: p. 108

cis-p-cumarato de a-glicose (16)
Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 34

Identificag&o: p. 108

Inédito (17)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 37

Identificag&o: p. 112

Isovitexina (18)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 37

Identificacdo: p. 117

71




Vitexina (19)

Procedéncia: folhas de Trichilia elegans
Isolamento: p. 37

Identificag&o: p. 124

OH OH
OH
]
Kaempferol 3-O-(6”-O-a-raminopiranosil)-B-
O glicopiranosideo (20)
oH Procedéncia: folhas de Trichilia elegans

Isolamento: p. 37
Identificag&o: p. 130

Cedrelona (21)

Procedéncia: arilo de Trichilia catigua
Isolamento: p. 41

Identificag&o: p. 136
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6a-O-acetil-7-deacetilnimocinol (22)
Procedéncia: arilo de Trichilia catigua
Isolamento; p.43

Identificacdo: p. 141

6a-0O-acetil-7-deacetil-14,15-dihidro-
15-oxo-nimocinol (Inédito, 23)
Procedéncia: arilo de Trichilia catigua
Isolamento: p. 44

Identificacdo: p. 154
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4 .2- Esterdides

4.2.1- ldentificacdo estrutural do campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol

3)

2 ©)

Os esteroides sao triterpenos modificados contendo o sistema de anéis
tetraciclicos do lanosterol, mas sem a presenca das metilas nas posi¢cdoes C-4 e C-
14. Originados das fracdes lipidicas de vegetais e animais o sitosterol e o
estigmasterol sdo os esterdides mais freqiientemente encontrados no reino vegetal
(DEWICK, 2001).

Os esterbides campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3) foram
obtidos em mistura no extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans e
caracterizados por RMN de *H, *C (Figuras 4.1 e 4.2) e por CG/EM (Figura 4.3). Os
dados obtidos foram concordantes com a literatura (WERLI & NISHIDA, 1979; SUGA
& KONDO, 1974; SAKAKIBARA et al., 1983).

Os sinais nas regifes de 5 0,67 a 2,36 (RMN de 'H) e & 12,6 a 57,6
(RMN™C) referentes aos prétons metinicos, metilénicos e metilicos indicam a
existéncia de um esqueleto esteroidal. O dubleto largo em 65.34 (J = 5,0 Hz) e um
multipleto em 6 3,50 foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-3, respectivamente.
Os sinais de multipletos em 65,02 e 65,14 foram atribuidos aos hidrogénios vinilicos
da cadeia lateral do estigmasterol.

A mistura do campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3) foi
confirmada por CG-EM (Figura 4.3), onde os picos dos ions moleculares em m/z
414, 412 e 400 conferiram com as férmulas moleculares CygHs0O, CooHssO €
CogH4s0, respectivamente (Figuras 4.4 a 4.6). A Figura 4.7 apresenta propostas de

fragmentacao para o sitosterol.
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Figura 4.1: Espectro de RMN'H da mistura do campesterol (1), estigmasterol (2) e

sitosterol (3) (CDCl3, 200MHz)
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Figura 4.2: Espectro de RMN*C da mistura do campesterol (1), estigmasterol (2) e
sitosterol (3) (CDCl3z, 50MHz)
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Figura 4.3 - Cromatograma obtido no GC para a mistura de campesterol (1),
estigmasterol (2) e sitosterol (3). Condi¢cbes: Gas de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 150° C; tempo inicial de 1,0 min.; a temperatura da coluna

aumentou de 6° C/min. até 280° C, permanecendo nesta temperatura por 20,0 min.
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Figura 4.5: Espectro de massas do estigmasterol (2, IE =70 e.V)
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Figura 4.6: Espectro de massas do sitosterol (3, IE = 70 e.V)
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m/z =273

m/z = 381

Figura 4.7: Proposta de Fragmentacao do sitosterol (1).

4.3- Cumarinas

4.3.1- Determinacéao Estrutural da Substancia 4

As cumarinas quando analisadas por CCDA e expostas a luz
ultravioleta (254 nm) apresentam uma fluorescéncia azulada caracteristica para essa
classe de substancias. As cumarinas apresentam caracteristicas bastante comuns
em seus espectros de RMN de 'H, facilitando sua caracterizagédo. Quando néo estéo
substituidas nas posicdes C-3 e C-4, estas apresentam dois dubletos em
aproximadamente 6 6,30 e 7,60 (J = 9,5 — 10 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-3 e
H-4, caracteristico de hidrogénios de ligacdo dupla cis conjugada com grupo
lactbnico e com o anel aromético.

O hidrogénio H-4 encontra-se sempre mais desblindado que o H-3
devido a contribuicdo da estrutura de ressonancia na qual se verifica uma deficiéncia
eletrbnica sobre o carbono a que este se encontra ligado.

A substéncia 4 foi isolada do extrato diclorometanico do caule e do
extrato metanolico particdo diclorometano das folhas de Trichilia elegans e
caracterizados por RMN de 'H e EM.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.8) da substancia 4 apresentou
sinais caracteristicos de esqueleto cumarinico. Os sinais em 6 6,25 (1H, d, J = 9,5
Hz) e & 7,57 (1H, d, J = 9,5 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-4 do
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esqueleto cumarinico, respectivamente (MURRAY et al.,, 1982). O espectro
apresenta ainda dois singletos em & 6,92 (1H) e & 6,85 (1H) que foram atribuidos
aos hidrogénios H-8 e H-5 do anel aromatico respectivamente. O singleto em & 3,96
indica a presenca de uma metoxila, sugerindo que uma das posi¢cdes tem uma
hidroxila como substituinte. Deste modo duas estruturas podem ser propostas a 7-
hidroxi-6-metoxicumarina (escopoletina) ou o seu isbmero a 6-hidroxi-7-

metoxicumarina (isoescopoletina).

CH30 HO
O )G BN
H (oo CH30 oo
escopoletina isoescopoletina
EE 8 g8 88 g
bl I [ [ i

1

1

[

|

1

1.00 1.10 1.15 280
L | - -]
T T

L e o e o o B T T T e L e o o o e o L L e e o e o e e B
7.5 7.0 8.5 G0 55 5.0 4.5 4.0

ppm
Figura 4.8: Espectro de RMN *H da substancia 4 (200 MHz, CDCls)

Para diferencia-las foi necessario fazer uma analise através de

espectrometria de massas. A escopoletina apresenta o pico de m/z 177 com
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intensidade de aproximadamente 70 % que € maior do que o da isoescopoletina

devido a estabilizacdo adicional deste fragmento (JANUARIO, 1995).

—0 @)
CHs A *CHj S o A
—_— <>
HO RS HO oo HO S0 o
+

escopoletina
miz 192 m/z 177
HO HO
E—
isoescopoletina m/z 177
m/z 192

A andlise do espectro de massas obtido mostra o pico m/z=177 com

intensidade de 70% o que indica que a substancia 4 é a escopoletina (Figura 4.9).

Os dados RMN H da substancia 4 assim como os dados descritos na literatura

(MAFEZOLI et al., 2001) estéo dispostos na Tabela 4.1.
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Figura 4.9: Espectro de massas (ESI = 70 eV) da substancia 4.

Tabela 4.1: Dados de RMN *H da escopoletina (4).

H O ou ppm, Jem Hz MAFEZOLI et al., 2001
(CDCl3, 200 MHz) (CDCl3, 400 MHz)
3 6,25 (d, 9,5) 6,28 (d, 9,5)
4 7,57 (d, 9,5) 7,61 (d, 9,5)
5 6,85 (s) 6,84 (s)
8 6,92 (s) 6,91 (s)
OCHg; 3,96 (s) 3,95 (s)
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4.3.2- Determinagao Estrutural da Substancia 5

A substéncia 5 foi isolada isolada do extrato diclorometéanico do caule e
do extrato metandlico particdo diclorometano das folhas de Trichilia elegans e
caracterizados por RMN de *H, EM e ponto de fus&o.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.10) da substancia 5 apresentou
sinais em & 6,23 (1H, d, J =10 Hz) e 6 7,91 (1H, d, J = 10 Hz) que foram atribuidos
aos hidrogénios da dupla ligacdo conjugada a carbonila lacténica H-3 e H-4,
respectivamente. O singleto em & 6,97 foi atribuida ao hidrogénio H-5, indicando que
0 anel aromatico encontra-se substituido nas posi¢cdes C-6, C-7 e C-8. Os singletos
em 6 4,03 e & 3,98, tipicos de metoxilas, sugeriram serem estas, juntamente com um
grupo hidroxila, os substituintes do anel aromatico.

O espectro de massas da cumarina 5 (Figura 4.11) exibiu o pico do ion
molecular m/z 222, confirmando os substituintes propostos para a estrutura.

Esses dados juntamente com a medida do ponto de fusdo (pf = 190
°C), permitiram identificar a cumarina 5 como sendo a arscontina, diferenciando-a
dos seus isémeros isofraxidina (PF = 148-149 °C) e isofraxidina (pf = 196-197 °C)
(AHLUWALIA et al., 1978).

HO CH30 CH:0

A S N
CHs o~ Y0 H e g CHs o~ Y0
OCH3 OCH3; OH
Arscontina Isofraxidina fraxidina
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Figura 4.10: Espectro de RMN 'H da substancia 5 (200 MHz, MeOD)
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Figura 4.11: Espectro de massas (IE = 70 eV) da substancia 5.

Os dados experimentais de RMN de *H da substancia 5 assim como os

descritos na literatura (AHLUWALIA et al., 1978) estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Dados de RMN *H da arscontina (5).

H O ou ppm, Jem Hz AHLUWALIA et al., 1978
(MeOD, 200 MHz) (MeOD, 100 MHz)
3 6,23 (d, J=9,4) 6,19 (d, J =9,5)
4 7,91 (d,J=9,4) 7,84 (d, J=9,5)
5 6,97 (s) 6,90 (s)
6-OH - -
7-OCH3 4,03 (s) 3,94 (s)
8-OCHj; 3,98 (s) 3,90 (s)

A Figura 4.12 apresenta propostas de fragmentacao para a substancia

5.
+ +
HO, _| HO _| : HO,
N\ -CO N “CH3 A
-—  —
CHsy ©) CH3s @) O h O @]
OCH,q OCHjs OCHjs
m/z 194 m/z 222 m/z 207
l—'CH?;
HO
A\
@)
>
OCHj

m/z 179
Figura 4.12: Proposta de fragmentacédo para a substancia 5.

4.4- Compostos fendlicos

4.4.1- Determinacdo Estrutural da Substancia 6

A substéncia 6 foi isolada do extrato diclorometanico do caule de
Trichilia elegans e caracterizados por RMN de *H e HMBC.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.13) da substancia 6 apresentou um

duplo dubleto em & 6,60 (1H, d, J = 15,8 Hz e 7,7 Hz) e dois dubletos em & 7,40 (1H,
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d, J = 15,8 Hz) caracteristicos de hidrogénios olefinicos em relacéo trans e & 9,66
(1H, d, J = 7,7 Hz) caracteristicos de hidrogénios aldeidicos. Observam-se ainda
dubletos em & 7,07 (1H, d, J =1,8 Hz) e 6 6,97 (1H, d, J = 8,2 e um duplo dubleto &
7,13 (1H, dd, J = 8,2 e 1,8 Hz), que sugerem a presenc¢a de um anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido. Observa-se um singleto em & 3,96 atribuido a metoxila, o que sugeriu

ser esta, juntamente com um grupo hidroxila, os substituintes do anel aromético.
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Figura 4.13: Espectro de RMN *H da substancia 6 (200 MHz, CDCls)

A analise do mapa de contorno de HMBC (Figura 4.14) mostra as
correlacdes entre hidrogénios e os carbonos a trés ligagces. O sinal dos hidrogénios
da metoxila em & 3,96 mostra correlacdo com um sinal em 6 147,0 atribuido ao
carbono C-3’. O sinal do hidrogénio H-2 (6 6,60) mostra correlacdo com o C-1" em &
127,0. O sinal do hidrogénio aromético H-5" mostra correlagdo com os sinais do C-1’
e do C-3’. O sinal do hidrogénio aromatico H-2’ mostra correlagdo com os sinais do
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C-6’em 6 124,0, do C-4’ em & 148,0 e de um sinal em ¢ 153,0 atribuido ao carbono
C-3. O sinal do hidrogénio H-6' mostra correlagédo com os sinais do C-2’ em 6 108,0,
do C-4’ e do C-3. Ainda € possivel observar para o sinal do hidrogénio H-3 a
correlacdo com os sinais de C-2’, de C-6’ em 6 124,0 e da carbonila em & 193,0.

Com estas informacdes foi possivel atribuir as posi¢cdes dos substituintes.
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Figura 4.14: Mapa de contorno de HMBC de 6 (400 MHz, CDClI3)

A analise dos dados obtidos e a comparacdo com os dados da
literatura indicam que a substancia 6 € conhecida como 4-hidroxi-3-metoxi-
cinamaldeido isolada anteriormente de Melia azedarach L. (CARPINELLA et al.,
2003). Entretanto as atribuicdes indicadas por esses autores estdo erroneamente
atribuidas. Os dados de RMN de *H da substancia 6 assim como os dados descritos

na literatura estao representados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Dados de RMN *H da substancia 6.
H O ou ppm, Jem Hz CARPINELLA et al., 2003
(CDCl3, 200 MH2z) (CDCl3, 200 MH2z)
1 9,66 (1H,d,J=7,7) 9.65(1H,d,J=7.7)
2 6,60 (dd, J=15,8e 7,7) 6.59(1H,q,J=7.8)
3 7,91 (d, J =15,8) 7.35(1H,t,J=17.9)
2’ 7,07 (1H, d, 1,8) 6.96 (1 H, d,J =8,6)
3’-OCHj; 3,96 (3H, s) 3.94 (3 H,s).
4’-OH -

5 6,97 (1H,d, J=8,2) 7.07(1H,d,J=1,8)
6’ 7,13 (1H,dd, J=8,2e 1,8) 7.12(1H,dd,J=8.1,1.8)

4.4.2- Determinacao Estrutural da Substancia 7

A substancia 7 foi isolada do extrato diclorometanico do caule de
Trichilia elegans e caracterizada por RMN de *H e EM.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.15) da substancia 7 apresentou
sinais em & 9,82 (1H, s) caracteristicos de hidrogénios aldeidicos e & 7,15 (2H, s)
atribuida aos hidrogénios H-2 e H-6, indicando que o anel aroméatico encontra-se
substituido nas posi¢des C-1, C-3, C-4 e C-5. O singleto em & 3,82 (6 H) tipicos de
metoxilas, sugeriram serem estas, juntamente com um grupo hidroxila, o0s

substituintes do anel aromatico.
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Figura 4.15: Espectro de RMN 'H da substancia 7 (200 MHz, CDCls)

O espectro de massas da substancia 7 (Figura 4.16) exibiu o pico do
ion molecular m/z 182, confirmando os substituintes propostos para a estrutura.

Esses dados permitiram identificar a substéancia 7 como sendo a 4-
hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido. Os dados de RMN de 'H da substancia 7 assim

como os dados descritos na literatura estdo dispostos na Tabela 4.4.

o) H

CH30 OCHj
OH
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Figura 4.16: Espectro de massas (ESI = 70 eV) da substancia 7.

Tabela 4.4: Dados de RMN *H da substancia 7.

H 7 PETTIT et al., 2009
(CDCls, 200 MHz) (CDCI3, 300 MHz)
2/6 7,15 (2H, s) 7,15 (2H, s)
3/5-OCHs 3,96 (6H, s) 3,97 (6H, s)
7 9,82 (1H,s) 9,82 (1H,s)

4.4.3- Determinagao Estrutural da Substancia 8

A substancia 8 foi isolada do extrato diclorometanico do caule de

Trichilia elegans e caracterizada por RMN de 'H e EM.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.17) da substancia 8 apresentou um
duplo dubleto & 6,64 (1H, d, J = 16 Hz e 7,7 Hz) e dois dubletos em & 7,40 (1H, d, J

= 16 Hz) caracteristicos de hidrogénios olefinicos em relacéo trans e 6 9,66 (1H, d, J

= 7,7 Hz) caracteristicos de hidrogénios aldeidicos. O singleto em & 6,81 (2H, s)

sugere a presenca de um anel aromatico 3,4,5-trissubstituido. Observou-se ainda

um singleto em & 3,94 (6H, s) atribuido a duas metoxilas, o que sugeriram ser estas,

juntamente com um grupo hidroxila, os substituintes do anel aromatico.
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Figura 4.17: Espectro de RMN *H da substancia 8 (200 MHz, CDCls)

O espectro de massas da substancia 8 (Figura 4.18) exibiu o pico do
ion molecular m/z 208, confirmando os substituintes propostos para a estrutura.
Esses dados permitiram identificar a substancia 8 como sendo a 3,5-
dimetoxi-4-hidroxi-cinamaldeido. Os dados de RMN de 'H dessa substancia assim
como os dados obtidos na literatura estao descritos na Tabela 4.5.
O
CH30 N

OCHs
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Figura 4.18: Espectro de massas (ESI = 70 eV) da substancia 8.

Tabela 4.5: Dados de RMN *H da substancia 8.

H O ou ppm, Jem Hz SAKAKIBARA et al., 2007
(CDCl3, 200 MHz) (CDCl3, 400 MHz)
1 9,66 (1H,d, J=7,7) 9,65 (1H, d, J =7,6)
2 6,64 (1H,dd,J=16e 7,7) 6,60 (1H,dd, J =15,8e 7,8)
3 7,40 (1H,d, J =16) 7,38 (1H,d, J = 15,8)
2'[6’ 6,81 (2H, s) 6,80 (2H, s)
3'/5’-OCH3 3,94 (6H, s) 3,93 (6H, s)
4’-OH - -

4.4.4- Determinagao Estrutural da Substancia 9

A substancia 9 foi isolada da fracdo diclorometano do extrato
metandlico do caule de Trichilia elegans e caracterizados por RMN de’H e EM.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.19) da substancia 9 mostra um
multipleto em & 7,64 integrando para dois hidrogénios e dubleto em & 6,93 (J= 8,6
Hz) integrado para um hidrogénio na regido aromatica. Observa-se também um

singleto integrando para trés hidrogénios em & 3,98 que pode ser atribuido a uma
metoxila.
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Figura 4.19: Espectro de RMN *H da substancia 9 (200 MHz, MeOD)

O espectro de massas da substancia 9 (Figura 4.20) exibiu o pico do
ion quase molecular m/z 168, confirmando os substituintes propostos para a
estrutura.

A andlise dos dados e a comparacdo com dados da literatura (SOUZA,
2003) indicam que a substancia 9 é um composto fendlico conhecido com o acido
vanilico, que é amplamente distribuido no reino vegetal. Os dados RMN de 'H da

substancia 9 assim como os dados da literatura estdo representados na Tabela 4.6.

o)
CH30
OH

HO
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Tabela 4.6: Dados de RMN *H da substancia 9.
H 0 ou ppm, J em Hz SOUZA, 2003
(MeOD, 200 MH2z) (CDCl3, 200 MHz)
2 7,64 (m) 7,58 (1H, d, J =1,8)
5 6,93 (1H,dd, J = 8,6) 6,96 (1H,d, J =8,3)
6 7,64 (m) 7,70 (1Hdd, J =8,3 e 1,8)
3-OCH3 3,98 (6H, s) 3,94 (3H, s)

4.4.5- Determinacao Estrutural da Substancia 10

A substancia 10 foi isolada do extrato diclorometano do caule de
Trichilia elegans, sendo a primeira vez relatada neste género. Sua estrutura foi
determinada com base em espectros de RMN de *H, *C, HMBC, HSQC como
também através da comparacdo com dados da literatura (BADERSCHNEIDER &
WINTERHALTER, 2001).

O espectro de RMN de *H da substancia 10 (Figura 4.21) mostra dois
tripletos em & 3,18 (2H, t, J= 5,2 Hz) e 6 4,02 (2H, t, J= 5,2 Hz) referentes aos
hidrogénios metilénicos H-2 e H-3, respectivamente. Em 6 3,96 (3H, s) observa-se o
sinal de metoxila. Em & 6,95 (1H, d, J= 8,8 Hz), 6 7,53 (1H, d, J= 2,0 Hz) e 5 7,54
(1H, dd, J= 2 e 8,8 Hz) observam-se sinais referentes aos hidrogénios aromaticos H-
5, H-2’ e H-6’ respectivamente.

O espectro de RMN **C (Figura 4.22) apresenta sinais de 10 carbonos,

cujos valores podem ser observados na Tabela 4.7.
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Figura 4.22: Espectro de RMN *3C da substancia 10 (100 MHz, CDCls)
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O espectro de HSQC (Figura 4.23) mostra correlacdo a J* de H-2 em §
3,18 com C-2 em & 39,7 e de H-3 em & 4,20 com C-3 em 6 58,3. A metoxila ligada ao
carbono C-3’' mostra correlagdo a J' com o carbono em & 56,0. Os sinais dos
hidrogénios aromaticos H-5', H-2’ e H-6' mostram correlagdo a J* com os carbonos
em 6 114,0 6 109,6 e & 123,6 respectivamente.

L J

T T T T T T T T T

Figura 4.23: Mapa de contorno de HSQC da substancia 10 (400 MHz, CDCl5)

No espectro de HMBC (Figura 4.24) o sinal do hidrogénio H-3 (5 4,20)
mostra correlacdo com os sinais de C-2 em ¢ 39,7 e com o da carbonila em & 199,1
e o sinal do hidrogénio H-2 (5 3,18) mostra correlacdo com os de C-3 em & 58,3 e
com a carbonila em 3 199,1. O sinal dos hidrogénios da metoxila em & 3,95 mostra
correlagdo com um sinal em & 146,7 atribuido ao carbono C-3'. O sinal do hidrogénio

aromatico H-2’ mostra correlagao com os sinais de C-3’ em & 146,7, de C-6’ em 3
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123,6, da carbonila em 5 199,1 e com um sinal em 6 129,6 atribuido ao carbono C-1'.
O sinal do hidrogénio aromatico H-5" mostra correlagdo com os sinais do C-1" em &
129,6, do C-3’ em & 146,7 e de um sinal em 6 150,8 atribuido ao carbono C-4’. Ainda
€ possivel observar para o sinal do hidrogénio H-6’ a correlagdo com os sinais de C-
2’em 6 109,6, de C-4’ em 6 150,8 e da carbonila em 5 199,1.

Dessa forma foi possivel determinar a substancia 10 como sendo a 3-
hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-propan-1-one. Os dados RMN de 'H e *C da

substancia 10 assim como os da literatura estdo representados na Tabela 4.7.
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Figura 4.24: Mapa de contorno de HMBC da substéancia 10 (400 MHz, CDCls)
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Tabela 4.7: Dados de RMN *H e **C da substancia 10.

H O ou ppm, Jem Hz d ou ppm (BADERSCHNEIDER &
(400 MHz, CDCls) (400 MHz, CDCl3) WINTERHALTER., 2001)
(300 MHz, CDCly)

1 - 199,1 -
2 3,18 (2H, t, J =5,2) 39,7 3,16 (2H, t, J = 6,5)
3 4,03 (2H, t, J = 5,2) 58,3 3,94 (2H, t, J = 6,5)
1 - 129,6 -

2’ 7,53 (1H, d, J = 2,0) 109,6 7,55 (1H, d, J = 2)

3 - 146,7 -

4 - 150,8 -

5 6,95 (1H, d, J = 8,8) 114,0 6,87 (1H,d, J=8)
6 7,54 (1H, dd, J=2,0 e 8,8) 123,6 7,58 (1H, dd, J =2 e 8)

3-OCHs 3,96 (3H, s) 3,91 (3H, s)

4.4.6- Determinagao Estrutural da Substancia 11

A substéncia 11 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI3) da substancia 11 (Figura
4.25) mostra trés sinais integrando para um hidrogénio cada na regido hidrogénios
ligados a anel aromatica. Um duplo dubleto em & 6,56 (1H, dd, J =8,4 e 3,2 Hz), um
dubleto em 6 7,11 (1H, d, J = 3,2 Hz) e um dubleto em & 6,42 (1H, d, J = 8,4 Hz). O
espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCI3) (Figura 4.26) mostra sinais referentes a 7

carbonos. O sinal em & 171,12 sugere a presenca de uma carbonila.
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Figura 4.25: Espectro de RMN *H da substancia 11 (400 MHz, DMSO)
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A andlise dos dados e a comparagdo com dados da literatura (BELLES
et al., 1999) indicam que a substancia 11 € um composto fendlico conhecido como
acido gentisico. Os dados RMN de *H da substancia 11 assim como os dados da

literatura estdo representados na Tabela 4.8.

OH O

OH

OH

Tabela 4.8: Dados de RMN *H da substancia 11.

H S ou ppm, J em Hz BELLES et al., 1999
(DMSO, 200 MHz) (MeOD, 300 MHz)

3 6,42 (1H, d, J = 8,4) 6,82 (1H, d, J = 8,3)

4 6,56 (1H, dd, J = 8,6 € 3,2) 7,01 (1H, dd, J = 8,8 e 3,0)

6 7,11 (1H,d, J=3,2) 7,30 (1H, d, J = 3,0)

4.4.7- Determinacao Estrutural da Substancia 12

A substancia 12 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.27) da substancia 12 apresentou
dois dubletos em & 6,27 (1H, d, J = 15,8 Hz) e em & 7,52 (1H, d, J = 15,8 Hz)
caracteristicos de hidrogénios olefinicos em relacéo trans. Observam-se ainda um
dubleto em & 6,86 (1H, d, 8,1 Hz), um duplo dubleto & 7,07 (1H, dd, J=8,1 e 1,8 Hz)
e um dubleto em & 7,14 (1H, d, J = 1,8) que sugerem a presenca de um anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido.

O espectro de RMN *C (100 MHz, DMSO) (Figura 4.28) mostra sinais

referentes a 9 carbonos.
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Figura 4.27: Espectro de RMN *H da substancia 12 (200 MHz, DMSO)
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Figura 4.28: Espectro de RMN *3C da substancia 12 (100 MHz, DMSO)
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A analise dos dados obtidos e a comparacdo com dados da literatura
indicam que a substancia 12 é conhecida como acido caféico. Os dados de RMN de
'H e C da substancia 12 assim como os dados descritos na literatura estdo

descritos na Tabela 4.9.

O
HO L
OH

HO
Tabela 4.9: Dados de RMN *H da substancia 12.
H O ou ppm, Jem Hz O ou ppm FLAMINI et al.,2001

(DMSO, 200 MHz) (DMSO, 100 MHz) (MeOD, 200 MHz)

1 - 168,1
2 6,27 (1H, t, J = 15,8) 115,7 6,22 (1H, t, J = 15,6)
3 7,52 (1H, t, J = 15,8) 1455 7,51 (1H,t,J = 15,6)
1’ - 125,7
2’ 7,14 (1H,d,J=1,8) 114,6 7,03 (1H,d,J=2,0)
3 - 148,1
4 - 144,3
5 6,86 (1H,d, J=8,1) 115,4 6,77 (1H,d, J =8,2)
6 7,07 (1H,dd,J=8,1e1,8) 1211 6,94 (1H, dd, J=8,2 e 2,0)

4.4.8- Determinacéao Estrutural da Substancia 13

A substancia 13 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN de *H (Figura 4.29) da substancia 13 apresentou
dois dubletos em 6 6,75 (2H,d, J =9 Hz) eem 6 7,12 (2H, d, J = 9 Hz) que sugere a
presenca de um anel aromético 1,4-dissubstituido. Observa-se ainda um singleto em

6 3,37 referentes aos hidrogénios metilénicos.
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Figura 4.29: Espectro de RMN *H da substancia 13 (200 MHz, DMSO)

O espectro de massas da substancia 13 (Figura 4.30) exibiu o pico do

ion molecular m/z 152, confirmando a férmula molecular proposta para a estrutura.

A analise dos dados e a comparacao com dados da literatura (DIB et

al., 2010)

indicam que a substancia 13 é o composto fendlico acido 4-

hidroxifenilacético. Os dados RMN de *H da substancia 13 assim como os da de

RMN 'H da literatura estdo dispostos na Tabela 4.10.

OH
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Figura 4.30: Espectro de massas (IE = 70 eV) da substancia 13.

Tabela 4.10: Dados de RMN 'H da substancia 13.

H 0 ou ppm, J em Hz DIB et al., 2010
(DMSO, 200 MHz) (MeOD, 200 MHz)
2 3,37 (s) 3,30 (s)
2'[6’ 7,12 (2H,d, J=9) 7,10 (2H,d, J = 8,8)
3’15’ 6,75 (2H,d, J =9) 6,70 (2H,d, J = 8,8)

4.4.9- Determinacao Estrutural da Substancia 14

A substancia 14 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.31) da substancia 14 mostra dois
dubletos em 6 7,38 e 6 6,28 (1H, J= 16,0 Hz), caracteristico de hidrogénios olefinicos
em relacao trans, quatro dubletos em 6 7,75 e 6 6,77 (2H,J=8,6 Hz) eem 6 7,44 e §
6,78 (2H, J= 8,6 Hz) que sugerem a presenca de dois anéis aromaticos para
substituidos.

O espectro de RMN *3C (Figura 4.32) mostra 13 sinais sendo que os
sinais em & 131,0; & 129,0; & 114,7 e ® 115,3 sao referentes a dois carbonos
equivalentes cada. Observa-se também os sinais em & 168,0 e 6 169,0 que sugere a

presenca de duas carbonilas.

102




| \"! \

2% 533 8 SERE g3
S, NP ccooo © <
| TR N/ | |

"
i\
‘ / U\
__J \—«» — PR L ) b k‘_ - _ PSSy SRSt S S i '\\M / \
————— ~—— ]
me \N/lw A L L

3 2 8 : g

% =R I g

Y ™ T T T T T —— TS —— | e
78 7.7 76 7.5 74 73 72 7.1 7.0 69 B.‘B 67 ;TG 65 5‘4 63 ;pm

Scale: 0.08155 ppm/cm, 32.64 Hz/em

Figura 4.31: Espectro de RMN 'H da substancia 14 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.32: Espectro de RMN *°C da substancia 14 (100 MHz, DMSO)
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Ao analisar o espectro de COSY *H-'H 45° (Figura 4.33) observou-se
qgue o dubleto em & 7,75 (J= 8,6 Hz) acopla com o sinal em & 6,77 (2H, J= 8,6 Hz), o
sinal em & 7,44 (J= 8,6 Hz) acopla com o sinal em & 6,78 (2H, J= 8,6 Hz) e o sinal
em 0 7,38 (J= 16,0 Hz) acopla com o sinal em & 6,28 (2H, J= 16,0 Hz).

O mapa de correlagbes de HSQC (Figura 4.34) mostra a correlagao
dos sinais de hidrogénios em & 7,75, 6 7,44, 6 7,38, 8 6,77, © 6,78 e 6 6,28 com 0s
dos carbonos em & 131, & 129,0, & 1420, & 114,7, & 1153 e & 118,
respectivamente.

O mapa de correlagbes HMBC (Figura 4.35) mostra que o sinal em &
7,75, atribuido aos hidrogénios H-3" e H-5", correlaciona-se com os dos carbonos
em & 160,7, & 114,7 e d 168 sugerindo estes sinais para os carbonos C-1’, C-2/6” e

C-7’, respectivamente.

O dubleto em 7,38 atribuido ao hidrogénio H-3 correlaciona-se com 0s
carbonos em & 169,0, & 118,0, & 125,7 e ® 129,0 sugerindo estes sinais para 0s

carbonos C-1, C-2, C-1’ e C-2'/6’ respectivamente.

O dubleto em & 6,78 atribuido aos hidrogénios H-3' e H-5 mostrou
correlacdo os sinais de C-1’ e C-2'/6’ e com o do carbono em & 159,0 atribuido ao

carbono C-4'.
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A estrutura da substéncia 14 foi definida como sendo 3-(4'-hidroxifenil)
2-propenoato de (4"-carboxil) fenila relatado pela primeira vez na familia Meliaceae.
Este éster foi relatado pela primeira vez na literatura em 2006 por NIU

et al, entretanto as atribuicbes e correlacbes indicadas pelo autor estéo

erroneamente atribuidas.
Os dados RMN de 'H e *C da substancia 14 assim como os dados da

literatura estdo dispostos na Tabelas 4.11 e 4.12, respectivamente.

Tabela 4.11: Dados de RMN'H da substancia 14.

H ® ou ppm, J em Hz (NIU et al., 2006)
(DMSO, 400 MHz) (acetona-ds, 500 MHz)
2 6,28 (1H, d, J = 16) 6,32 (1H, d, J = 15,5)
3 7,38 (1H, d, J = 16) 7,60 (1H, d, J = 15,5)
2'[6’ 7,44 (1H, d, J = 8,6) 6,91 (1H, d, J =7,0)
3’15’ 6,78 (1H, d, J = 8,6) 6,88 (1H, d, J =7,0)
2°/6” 6,77 (1H, d, J = 8,6) 7,54 (1H,d, J =7,0)
37/5” 7,75 (1H, d, J = 8,6) 791 (1H, d,J=7,0)
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Tabela 4.12: Dados de RMN *3C da substancia 14.

C d ou ppm (NIU et al., 2006)
(DMSO, 100 MHz) (acetona-ds, 500 MHz)
1 169,0 168,0
2 118,0 115,7
3 142,0 145,5
1 125,7 127,1
2’6’ 129,0 116,6
3'/5 115,3 115,8
4’ 159,0 160,4
1” 160,7 162,4
2°/6” 1147 130,9
37/5” 131,0 132,7
4” 1243 129,7
7 168,0 167,3
[ iy
; ‘t.,ll‘“ ;"J ¥  ' \-, 0
[ |
L

Figura 4.33: Espectro de COSY 'H-'H 45° da substancia 14 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.34: Mapa de contorno de HSQC da substancia 14 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.35: Mapa de contorno de HMBC da substéncia 14 (400 MHz, DMSO)
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4.4.10- Determinagdao Estrutural das Substéancias 15 e 16

As substancias 15 e 16 foram isoladas do extrato metandlico das folhas
de Trichilia elegans e determinadas em misturas.

O espectro de RMN *H (Figura 4.36) da substancia 15 apresenta dois
dubletos em & 6,28 (1H, d, J = 16,0 Hz) e & 7,47 (1H, d, J = 16,0 Hz) caracteristicos
de hidrogénios olefinicos em relacdo trans. JA a substancia 16 apresentou dois
dubletos em & 5,71 (1H, d, J = 12,6 Hz) e 6 6,70 (1H, d, J = 12,6 Hz) caracteristicos
de hidrogénios olefinicos em relacéo cis.

Observam-se ainda dois dubletos em 6 6,78 (2H, d, J =8,0 Hz) e em &
7,50 (2H, d, J = 8,0 Hz) para a substancia 15 e mais dois dubletos em & 6,73 (2H, d,
J=84Hz)eemd 7,62 (2H, d, J = 8,4 Hz) para a substancia 16, que sugerem a
presenca de um anel aromatico 1,4-dissubstituido para ambos os compostos. Ao
analisar o espectro de COSY 'H-'H 45° (Figura 4.38) observou-se o acoplamento
dos dubletos.

O espectro de RMN *3C (50 MHz, CDCls,Figura 4.37) mostra sinais

referentes ao anel aromatico e a carbonos de unidades de glicose.
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Figura 4.36:

Espectro de RMN *H da substancia 15 e 16 (400 MHz, DMSO).
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Figura 4.37: Espectro de RMN *3C da substancia 15 e 16 (100 MHz, DMSO).
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Figura 4.38: Espectro de COSY 'H-'H 45° da substancia 15 e 16 (400 MHz, DMSO)
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O espectro de HSQC (Figura 4.39) mostra correlacdo a J* de H-2 em §
6,28 com C-2 em 6 114,8 e de H-3 em & 7,47 com C-3 em § 143,7. Os sinais dos
hidrogénios arométicos H-2'/6" e H-3'/5° mostram correlacdo a J* com os carbonos
em 6 130,0 e 8 115,7 respectivamente.

No espectro de HMBC (Figura 4.40) o sinal do hidrogénio H-3 (6 7,47)
mostra correlagdo com os sinais de C-2’/6’, C-2 e com o da carbonila em 6 168,2 (C-
1) e o sinal do hidrogénio H-2 (5 6,28) mostra correlagcdo com um sinal em 6 125,4
atribuido ao carbono C-1’ e com a carbonila em & 168,2. Os sinais dos hidrogénios
aromaticos H-2’/6’ mostra correlacdo com os sinais de C-3'/5’, C-3 e com um sinal
em & 158,3 atribuido ao carbono C-4’ e os hidrogénios H-3'/5 mostra correlagdo com
os sinais de C-2'/6’, C-1’ e C-4’

A presenca de residuo de acuUcar na estrutura desta substancia foi
confirmada devido ao sinal em & 5,0 (d, J = 4,0 Hz) que é caracteristico de
hidrogénio anomérico atribuido a de uma unidade de glicose. Os demais hidrogénios
carbindlicos da unidade glucosidica estdo entre & 3,10-3,90. Para se determinar a
posicdo na qual o glicosideo esta ligado, utilizou-se a correlacdo no espectro de
HMBC (Figura 4.40) do hidrogénio anomérico da glicose (H-1") com um carbono em
0 168,2 que foi atribuido ao C-1 do &cido cinamilico.

A configuragao a-glicose (J = 4,0 Hz) foi determinada de acordo com a
constante de acoplamento e comparacdo com dados da literatura (HARBONE,
1994). No espectro de HSQC (Figura 3.39) observa-se que o dubleto em & 5,0
referente a a-glicose se correlaciona com o carbono em & 93,2 caracteristico de

ligacdo O-glicosilada.
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As estruturas das substancias foram definidas como sendo o trans-p-

cumarato de a-glicose (15) e cis-p-cumarato de a-glicose (16).
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Figura 4.39: Mapa de contorno de HSQC da substancia 15 e 16 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.40: Mapa de contorno de HMBC da substancia 15 e 16 (400 MHz, DMSO)

4 .5- Derivado de oxazole

4.5.1- Determinacéao Estrutural da Substancia 17

A substéncia 17 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN *H (Figura 4.41) da substancia 17 mostra dois
dubletos em & 6,92 e & 5,23 (1H, J= 8,4 Hz) e um singleto & 5,79 integrado para 2
hidrogénios.

O espectro de RMN **C (Figura 4.43) apresenta 4 sinais, sendo que os
sinais em & 156,7, & 157,3 e ® 173,6 sao referentes a trés carbonos de carbonilas
presentes na estrutura.

Ao analisar o espectro de COSY 'H-'H 45° (Figura 4.44) observou-se
gue o dubleto em & 6,92 (J= 8,4 Hz) acopla com o sinal em 8 5,23 (1H, J= 8,4 Hz).

No espectro de HSQC (Figura 4.45) mostra que apenas o hidrogénio

em & 5,23 correlaciona com o carbono em & 62,0. O experimento de RMN de 'H
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adicionando ao tubo de ressonancia gotas de D,O (Figura 4.42), faz com que o
dubleto em & 5,23 transforme em singleto e os demais sinais do espectro
desaparecam. Isso sugere que os sinais em & 6,92 e & 5,79 sejam de hidrogénios
ligados a nitrogénio. O HMBC (Figura 4.46) mostra um sinal em & 5,23 correlaciona-
se com os dois carbonos em & 157,3 (tipo de amida) e 6 173,6 (tipo de éster).
Através da analise do modelo de 17, foi possivel propor a existéncia de
uma ligacdo de hidrogénio entre NH-3 e a carboxamida fixando H-3 de forma que a
estereoquimica entre NH-3 e H-4 (constante de acoplamento 8,4 Hz) esteja numa

relacdo trans entre eles conforme mostrado em 17a.

A estrutura da substéncia 17 (4 carboxamida 2,5 dioxooxazolidina),
possivelmente um derivado de oxazole, € inédito na literatura de acordo com
levantamento bibliografico realizado. Outra possibilidade € que ela tenha origem a
partir do acido 2-aminopropanodidico ou de biotransformacdo de oxazole presente
nos metabdlitos primarios das plantas. Futuros estudos deverdo ser realizados para

determinar sua origem biossintética.
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Figura 4.44: Espectro de COSY 'H-'H 45° da substancia 17 (400 MHz, DMSO)

115



A

T
f.4

Figura 4.45: Mapa de contorno de HSQC da substancia 17 (400 MHz, DMSO)

A

[

Figura 4.46: Mapa de contorno de HMBC da substancia 17 (400 MHz, DMSO)
116



4 .6- Flavonoides

4.6.1- Determinacéao Estrutural da Substancia 18

A substancia 18 foi isolada do extrato metandlico das folhas de
Trichilia. elegans.

O espectro de RMN de 'H (Figura 4.47) da substancia 18 mostra dois
dubletos em & 7,89 e & 6,90 (2H, J = 8,8 Hz) que possuem constante de
acoplamento orto, confirmada pela correlacdo apresentada no espectro de COSY
(Figura 4.49), atribuidos aos hidrogénios H-2’ e H-6’, H-3’ e H-5". A presenga de um
singleto em & 6,74 (1H) evidencia a presenca de uma flavona, sendo este um sinal
caracteristico do hidrogénio H-3. Ainda no espectro de RMN 'H observou-se a
presenca de um hidrogénio anomérico (H-1") de glicosideos em & 4,58 (d, J = 8,8,
1H).

O espectro de RMN *3C (Figura 4.48) apresenta 21 sinais sendo que o
sinal em & 182,3 é referente a carbonila (C-4) da flavona.

No espectro de HSQC (Figura 4.50) verificaram-se correlagbes dos
hidrogénios & 7,89 (H-2'/H-6’) e & 6,90 (H-3'/H-5’) com os carbonos & 128,9 e &
116,5, respectivamente. No espectro de HMBC (Figura 4.51) foi observada a
correlacéo do sinal 6 6,90 (H-3'/H-5’) com os sinais em & 161,7, 6 163,9, 6 116,5e &

121,5 que foram atribuidos aos carbonos C-4’, C-2, C-3'/C-5’, C-1’ respectivamente.

O singleto em & 6,74 (H-3) correlaciona-se com os carbonos C-1’, C-2
e com os sinais em & 103,2 e & 182,3 que foram atribuidos aos carbonos C-10 e C-
4.
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A posicdo na qual o glicosideo estd ligado a aglicona foi atribuida
através de suas correlacdes no espectro de HMBC, no qual o hidrogénio H-1” se
correlaciona com os carbonos em & 71,0; & 79,4; 6 81,9; 6 109,3 6 161,1 e 6 164,2
correspondentes a C-27, C-3”, C-5”, C-6, C-5 e C-7, através de uma ligacdo C-
glicopiranosideo, evidenciada pelo deslocamento de C-6 em & = 109,3, valor muito
baixo para ser um O-glicosideo e muito alto para ser uma ligagdo C-H que é
esperado entre 6 94,0 e 6 99,0.

A estrutura proposta acima foi também confirmada pelas correlagdes
do singleto em & 6,48 (1H), correspondente ao H-8, com o carbono em & 94,2 no
espectro HSQC e com os carbonos 6 103,2, & 109,3, 6 163,1 e d 156,7 referentes a
C-10, C-6, C-7 e C-9 respectivamente.

OH O

Através dos experimentos de RMN 1D e 2D, pode-se atribuir todos os

hidrogénios e carbonos da substancia 18 que com a analise do conjunto de dados
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em comparacdo com a literatura (PENG et al., 2008; Tabelas 4.13 e 4.14) indicaram

ser a flavona Isovitexina.
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Figura 4.47: Espectro de RMN *H da substancia 18 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.49: Espectro de COSY 'H-'H 45° da substancia 18 (400 MHz, DMSO).
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Figura 4.51: Mapa de contorno de HMBC da substéancia 18 (400 MHz, DMSO)
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Tabela 4.13: Dados de RMN'H da substancia 18.

H ® ou ppm, J em Hz (PENG et al., 2008)
(DMSO, 400 MHz) (DMSO, 500 MHz)
3 6,74 (1H, s) 6,78 (1H, s)
5 (OH) - 13,55 (1H, s)

8 6,48 (1H, s) 6,51 (1H, s)
2,6 7,89 (2H, d, J =8,8) 7,91 (2H, d, J =8,8)
3,5 6,90 (2H, d, J =8,8) 6,91 (2H, d, J = 8,8)

6-C-Glc 3,85- 3,21(6H, m)

17 4,58 (1H,d,J=8,8) 4,58 (1H, d, J=9,0)
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Tabela 4.14: Dados de RMN *3C da substancia 18.

C d ou ppm
(DMSO, 100 MHz)

2 163,9
3 103,7
4 182,3
5 161,7
6 109,3
7 164,2
8 94,2
9 156,7
10 103,3
1 1215
2,6 128,9
3,5 116,5
4 161,7
6-C-Glc
1” 73,5
2’ 71,0
3” 79,4
47 70,7
5 81,9

6" 61,9

(PENG et al., 2008)
(DMSO, 125 MHz)

163,5
102,8

181,9
161,2
108,9
163,3
93,6

156,2
103,4
121,1
128,5
116,0
160,7

73,6
71,2
78,9
70,6
81,6
61,5
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4.6.2- Determinacgao Estrutural da Substéancia 19

A substancia 19 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN H (Figura 4.52) da substancia 19 apresentou dois
dubletos em & 8,02 e & 6,89 (2H, J = 8,8 Hz) que possuem constante de
acoplamento orto, atribuidos aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-3’/H-5’, confirmados pela
correlacéo apresentada no espectro de COSY (Figura 4.54)

A presenca de um singleto em & 6,77 (1H) evidencia a presenca de
uma flavona sendo este sinal caracteristico do hidrogénio H-3. Observou-se um sinal
em 6 13,16 (s, 1H) caracteristico de hidroxila quelada, posicionada no C-5 de
flavonodides. Ainda no espectro de RMN 'H observou-se a presenca de um
hidrogénio anomérico (H-1") de glicosideo em & 4,69 (d, J = 9,6, 1H).

OH

O espectro de RMN *3C (Figura 4.53) apresenta 21 sinais sendo que o
sinal em & 181,9 é referente a carbonila (C-4) da flavona. Os deslocamentos
quimicos dos carbonos ndo hidrogenados foram estabelecidos pelo mapa de
correlagcdes de HMBC por meio das correlacdes heteronucleares.

Pelo HSQC (Figura 4.55) observaram-se as correlacbes dos
hidrogénios & 8,02 (H-2'/H-6’) e & 6,89 (H-3'/H-5’) com os carbonos & 128,8 e &
115,8, respectivamente. No espectro de HMBC (Figura 4.56) foi observada a
correlacéo do sinal 6 6,89 (H-3’/H-5’) com os sinais em 6 161,1, 6 162,8, 6 1158 e

121,5 que foram atribuidos aos carbonos C-4’, C-2, C-3’/C-5’, C-1’, respectivamente.
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O sinal do H-3 em & 6,77 correlaciona-se com os carbonos C-1’, C-2 e

com os sinais em ©103,9 e 6 181,9 que foram atribuidos aos carbonos C-10 e C-4.

A posicdo na qual o glicosideo esta ligado a aglicona foi atribuida
através de suas correlagbes no espectro de HMBC, no qual o hidrogénio H-1" se
correlaciona com os carbonos em & 70,8; & 78,6; 6 81,7; 6 104,6, & 155,9 e 6 163,9
correspondentes a C-2”, C-3”, C-5”, C-8, C-9 e C-7. O deslocamento apresentado
para este hidrogénio é caracteristico de uma ligacdo 8-C-B-D-glicopiranosideo.

De acordo com a analise do conjunto de dados em comparacao com a
literatura (PENG et al., 2008; Tabelas 4.15 e 4.16) pode-se atribuir todos os valores
dos deslocamentos quimicos dos carbonos da substancia 19, os quais indicaram ser

a flavona vitexina em mistura com seu isdmero isovitexina (18).
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Figura 4.52: Espectro de RMN *H da substancia 19 (400 MHz, DMSO)
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Figura 4.56: Mapa de contorno de HMBC da substéancia 19 (400 MHz, DMSO)
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Tabela 4.15: Dados de RMNH da substancia 19.

H 6 ou ppm, J em Hz (PENG et al., 2008)
(DMSO, 400 MHz) (DMSO, 500 MHz)
3 6,77 (1H, s) 6,76 (1H, s)
5 (OH) 13,16 (1H, s) 13,15 (1H, s)

6 6,26 (1H, s) 6,27 (1H, s)
2,6 8,02 (2H, d, J = 8,8) 8,01 (2H,d, J=8,7)
3,5 6,89 (2H, d, J = 8,8) 6,88 (2H, d, J=8,7)

6-C-Glc 3,85- 3,21(6H, m) 3,85-3,22 (6H, m)

17 4,69 (1H,d, J=9,6) 4,58 (1H, d, J=9,0)

Tabela 4.16: Dados de RMN **C da substancia 19.

C O ou ppm (PENG et al., 2008)
(DMSO, 100 MHz) (DMSO, 125 MHz)
2 162,8 164,0
3 102,4 102,5
4 181,9 182,2
5 160,3 160,5
6 98,2 98,3
7 163,9 162,7
8 104,6 104,1
9 155,9 156,1
1o 103,9 104,7
1’ 121,5 121,7
2,6 128,8 129,0
3,5 115,8 115,9
4 161,1 161,2
6-C-Glc
17 73,4 73,5
2’ 70,8 70,9
3’ 78,6 78,7
4> 70,6 70,6
5” 81,7 81,7

6" 61,2 61,4
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4.6.3- Determinacgdao Estrutural da Substancia 20

A substancia 20 foi isolada do extrato metandlico das folhas de Trichilia
elegans.

O espectro de RMN H (Figura 4.57) da substancia 20 apresentou dois
dubletos em & 8,07 e & 6,90 (2H, J = 8,8 Hz) que possuem constante de
acoplamento orto, atribuidos aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-3'/H-5’.

Pelo HSQC (Figura 4.59) foram observadas as correlacdes dos
hidrogénios & 8,07 (H-2'/H-6’) e & 6,90 (H-3'/H-5’) com os carbonos & 130,8 e &
115,8 respectivamente. No espectro de HMBC (Figura 4.60) foi observada a
correlacdo do sinal ® 6,90 (H-3'/H-5) com os sinais em 6 160,0 & 156,8 e & 120,9

que foram atribuidos aos carbonos C-4’, C-2 e C-1’ respectivamente.

Ainda no espectro de RMN *H (Figura 4.57) observou-se dois singletos
largos em &6 6,41 e 6 6,21. O espectro de HSQC (Figura 4.59) mostrou a correlacao
dos sinais dos hidrogénios em & 6,41 e & 6,21 com os carbonos em 6 93,9 e 6 99,0,
respectivamente. Através do espectro de HMBC (Figura 4.60) pode-se verificar a
correlagdo do hidrogénio em & 6,41 com os carbonos em & 103,7; & 156,57 e &
164,9 correspondentes aos carbonos C-10, C-9 e C-7, respectivamente. O sinal do
hidrogénio em & 6,21 se correlaciona com os carbonos em 8 93,9; 6 103,7; 6 161,1 e
0 164,9 correspondentes aos carbonos C-8, C-10, C-5 e C-7, respectivamente. A
observacéo destas correlagBes permite atribuir estes sinais aos hidrogénios 8 e 6 do

anel A de uma flavona.

130



O espectro de RMN *3C (Figura 4.58) apresenta 27 sinais sendo que o
sinal em & 177,3 é referente a carbonila (C-4) da flavona. Os deslocamentos
quimicos dos carbonos nao hidrogenados foram estabelecidos pelo mapa de
correlacdes de HVIBC.

A presenca de dois aclUcares na estrutura desta substancia foi
confirmada devido a presenca dos sinais em & 4,52 (s) e & 5,13 (d, J = 8,8 Hz) que
sdo caracteristicos de hidrogénios anoméricos atribuidos a de uma unidade
raminone (H-1"") e uma unidade glicose (H-1"), respectivamente. Os demais
hidrogénios carbinolicos da unidade glucosidica estdo entre & 3,15-3,90 e o dubleto
em & 1,11 (3H, H-6”, J = 6,0 Hz) foi atribuido a metila de uma unidade de raminose.

Para se determinar a posicdo na qual o glicosideo esta ligado na
aglicona, utilizou-se a correlagédo no espectro de HMBC (Figura 4.60) do hidrogénio
anomerico da glicose (H-1") com um carbono em 6 133,2 que foi atribuido ao C-3 do
anel C da flavona. O hidrogénio anomérico da raminose (H1”) correlaciona com o
sinal em & 67,4 ppm referente ao sinal do carbono C-6" do residuo de glicose
indicando que os glicosideos estéo ligados entre si.

A configuracdo das unidades glicosidicas foi determinada de acordo
com as constantes de acoplamento e comparacdo com dados da literatura
(HARBONE, 1994), sendo entdo uma B-glicose (J = 8,8 Hz) e uma a-raminose
devido a baixa constante de acoplamento entre o hidrogénio anomérico e o H-2".

No espectro de HSQC (Figura 4.59) observa-se que o dubleto em &
5,11 referente a B-D-glicose e o sinal em & 4,48 se correlacionam com os carbonos
em 6 101,5 e 101,2, respectivamente, caracteristicos de flavondide O-glicosilado.

O espectro de massas por electrospray (ESI) no modo negativo (Figura
4.61) da substancia 20 apresentou um pico em m/z 593,0 correspondente ao ion

molecular.
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De acordo com a analise do conjunto de dados em comparagdo com a
literatura (SLIMESTAD et al., 1995; Tabelas 4.17 e 4.18) pode-se atribuir todos os
valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos da substancia 20 os quais
indicaram ser o flavonol Kaempferol 3-O-(6”-O-a-raminopiranosil)-B-glicopiranosideo

ou Kaempferol-3-rutinosideo.

OH OH

OH

e T

—B.556
8092
8.068
6913
6896

—B8411
—B.218

— 5503

522

—d.
k]
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
1
5
1
1
]

=
iy
548

J __LJ | \_J

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 3.0 7.5 7.0 8.5 5.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.‘5 I ppmy

Figura 4.57: Espectro de RMN *H da substancia 20 (400 MHz, MeOD)
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Figura 4.60: Mapa de contorno de HMBC da substancia 20 (400 MHz, DMSO)

Tabela 4.17: Dados de RMN*H da substancia 20.

H 0 ou ppm, J em Hz (SLIMESTAD et al., 1995)
(DMSO, 400 MHz) (MeOD, 400 MHz)

6 6,21 (1H, sl) 6,27 (1H,d, J=1,8)

8 6,41 (1H, sl) 6,45 (1H,d, J =1,8)
2,6 8,07 (2H, d, J =9,0) 8,15 (2H,d, J =8,9)
3,5 6,90 (2H, d, J =9,0) 6,98 (2H, d, J =8,9)

3-0O-Glc-6"-0O-Rha 3,90- 3,15(6H, m) 3,85-3,09 (6H, m)

17 511 (1H,d, J=8,8) 5,20 (1H,d, J=7,0)

1” 4,48 (1H, s) 4,60 (1H, s)

6” 1,11 (3H,d, J=6,0) 1,22 (3H,d,J=6,1)
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Tabela 4.18: Dados de RMN *3C da substancia 20.

~ C  odouppm  (SLIMESTADetal., 1995)
(DMSO, 100 MHzZ) (MeOD, 100 MHz)
2 156,8 156,8
3 133,2 135,7
4 177,3 179,3
5 161,1 161,8
6 99,0 98,9
7 164,9 167,0
8 93,9 94,1
9 156,5 158,9
10 103,7 104,2
1 120,9 123,1
2', 6 130,8 132,6
3,5 115,8 116,4
4 160,0 160,1
3-0-Glc
1” 101,4 105,0
2 74,1 76,0
3" 76,4 78,4
4" 70,7 71,7
5" 75,8 77,5
6" 66,9 68,8
6"-O-Rha
17 100,7 102,7
2" 70,3 72,3
3" 69,9 70,9
4" 71,9 72,5
5" 68,3 70,0

6” 17,7 18,2
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Figura 4.61: Espectro de massas (ESI) no modo negativo [M-H]" como ion molecular

da substancia 20.

4.7- Limondides

4.7.1- Determinagao Estrutural da Substéncia 21

A substancia 21 foi isolada do extrato diclorometanico do arilo de
Trichilia catigua.

A anélise do espectro de RMN *H (Figura 4.62) indicou a presenca de
um limonédide. Foram observados cinco singletos a & 0,75; 1,12; 1,29; 1,49 e 1,57
atribuidos a cinco metilas. Os sinais em & 7,36 (t, J = 1,3 Hz), 8 7,14 (m) e 6 6,18 (m)
foram atribuidos aos hidrogénios do anel furano, H-23, H-21 e H-22
respectivamente. Um singleto em & 3,79 foi atribuido ao H-15 do grupo epoxido
localizado entre C-14/C-15 e o singleto em & 6,52 foi atribuido a hidroxila do grupo
diosfenol no C-6. Observam-se ainda dois dubletos em & 6,92 (d, J =10 Hz) e 6 6,10
(d, J =10 Hz) atribuidos aos H-1 e H-2, respectivamente.

Através da anélise de RMN **C (Figura 4.63) observaram-se 26 4tomos
de carbono. Sendo dois carbonilicos em & 203,5 atribuido ao C-3, um outro em &

197,9, valor de deslocamento quimico caracteristico de grupamento diosfenol, foi
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atribuido ao C-7. Os sinais em 0 69,8 e 55,0 foram atribuidos aos carbonos do
epoxido C-14 e C-15, respectivamente. Os sinais em & 152,3 e 127,2 foram

atribuidos aos carbonos C-1 e C-2, respectivamente.
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Figura 4.62: Espectro de RMN *H da substancia 21 (400 MHz, CDCls)
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Figura 4.63: Espectro de RMN *3C da substancia 21 (100 MHz, CDCls)

A andlise dos dados obtidos e a comparacdo com dados da literatura

indicam que a substancia 21 é conhecida como cedrelona. Os dados de RMN de *H

e 3C da cedrelona assim como os dados descritos na literatura estdo representados

nas Tabelas 4.19 e 4.20, respectivamente.
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Tabela 4.19: Dados de RMNH da substancia 21.

H ® ou ppm, J em Hz (LUO et al., 2000)
(CDCl3, 400 MH2z) (CDCl3, 400 MHz)

1 6,92 (1H, d, J =10 Hz) 6,86 (1H, d, J = 9,8 Hz)
2 6,10 (1H, d, J =10 Hz) 6,05 (1H, d, J = 9,8 Hz)
9 2,68 (2H, dd, J = 9,6; 3,2 Hz) -

11 1,85 -

12 2,08 (m) -

15 3,79 (1H, s) 3,74 (1H, s)

16a 1,94 (dd) -

16b 2,30 (dddd) -

17 2,76 (2H; dd, J = 6,4 €10 Hz) -

18 0,75 (3H, s) 0,69 (3H, s)

19 1,12 (3H, s) 1,06 (3H, s)

21 7,14 (1H, s) 7,09 (1H, s)

22 6,18 (1H, s) 6,12 (1H, s)

23 7,36 (1H,t,J=1,3 Hz) 7,31 (1H,t,J=1,5Hz)
28 1,49 (3H, s) 1,43 (3H, s)

29 1,57 (3H, s) 1,51 (3H, s)

30 1,29 (3H, s) 1,23 (3H, s)

OH 6,52 (1H, s) 6,46 (1H, s)
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Tabela 4.20: Dados de RMN *3C da substancia 21.

H O ou ppm (LUO et al., 2000)
(CDCl3, 100 MHz) (CDCl3, 100 MHz)

1 152,3 152,2
2 127,2 127,2
3 203,5 203,3
4 48,5 48,5
5 133,8 133,9
6 141,2 141,2
7 197,9 197,8
8 46,8 46,8
9 43,6 43,2
10 40,2 40,2
11 19,4 19,4
12 35,1 35,1
13 42,0 41,9
14 69,8 69,7
15 55,0 55,0
16 31,9 31,9
17 41,7 41,7
18 23,8 23,8
19 20,1 20,1
20 123,2 123,2
21 139,3 139,3
22 110,6 110,6
23 1429 142,9
28 26,7 26,7
29 21,8 21,2
30 23,0 22,9
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4.7.2- Determinacgao Estrutural da Substéancia 22

A substancia 22 foi isolada do extrato diclorometanico do arilo Trichilia
catigua.

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figuras 4.64 e 4.65) indicou a
presenca de um limondide. Foram observados seis singletos a & 0,80; 1,15; 1,17;
1,26, 1,29 e 2,16 atribuidos a seis metilas, sendo esta ultima referente aos
hidrogénios da metila do grupo acetato. Os sinais em 6 7,36 (t, J = 1,2 Hz), 6 7,23
(dd 1,6, 0,9) e 6 6,26 (dd 1,2, 0,9) foram atribuidos aos hidrogénios do anel furano,
H-23, H-21 e H-22 respectivamente. Os dubletos em & 7,08 (d, J = 9,6 Hz) e 6 5,86
(d, J = 9,6 Hz) atribuidos aos H-1 e H-2, respectivamente confirmam a presenca do
anel 1-en-3-one do sistema mimocinol (SIDDIQUI et al., 1984 e 2000, Tabela 4.21).

Na andlise do Espectro de RMN™C (Figura 4.66, Tabela 4.22)
observou-se 28 4tomos de carbono. A ligacdo dupla conjugada a carbonila em C-3
(205,0) foi caracterizada pelos sinais em 6 157,0 (C-1) e & 126,0 (C-2). Além dos
sinais de carbonos olefinicos C-1 e C-2, os sinais em & 160,0 e & 120,0 foram
atribuidos a ligacao dupla entre C-14 e C-15 dos limondides com o anel D intacto. O

carbono carbonilico do grupo acetato foi caracterizado pelo sinal em & 170,4.
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Tabela 4.21: Dados de RMN*H da substancia 22.

H 0 ou ppm, Jem Hz (SIDDIQUI et al., (SIDDIQUI et al.,
(CDCl3, 400 MHz) 2000) 1984, 1986)
(CDCl3, 300 MHz) (CDCl3, 100 MH2z)
1 7,08 (1H, d, J=9,6) 7,10 (1H,d,J=10,1) 7,06 (1H, d, J=10,1)
2 5,86 (1H, d, J = 9,6) 5,90 (1H,d,J=10,1) 5,82 (1H, d, J=10,1)
5 2,72 (1H, d, J=12,4) 2,75(1H,d, J=12,3) 2,17 (1H,d, J=11,2)
6 543 (1H, dd, J=12,4,2,4) 548 (1H,dd, J=12,3, 4,30 (1H, dd, J =112,
2,5) 2,5)
7 4,00 (1H, d, J = 2,4) 4,07 (1H, d, J = 2,5) 5,30 (1H, d, J = 2,5)
9 2,26 (1H,dd, J=12,8, 6,8) 2,30 (1H, dd, J=12,6, 2,00-2,35 (m)
6,5)
11 1,70 e 1,90 (2H, 2 m) 2,00-2,25 e 2,20-2,39 2,00-2,90 (m)
(2H, m)
12 1,60 e -1,90 (2H, 2 m) 2,41-2,45 e 2,00-2,25 2,55-2,90 (m)
(2H, m)
15 5,55 (1H,dd, J=3,2,1,6) 557 (1H,,J=36,1,7) 5,37 (1H, m)
16a 2,41 (1H,ddd,J=14,4,7,2,e 2,41 (2H, ddd, J =144, 2,00-2,35 (m)
3,2) 7.2, 3,3)
16b 2,50 (1H, ddd, J = 14,4, 10,8, - 2,00-2,35 (m)
e 1,6)
17 2,84 (1H, dd, J = 7,2, 10,8) 2,46 (1H, dd, J = 7,2, 2,00-2,35 (m)
3,3)
18 0,80 (3H, s) 0,82 (3H, s) 1,07 (3H, s)
19 1,15 (3H, s) 1,17 (3H, s) 1,18 (3H, s)
21 7,23 (1H, dd, J=1,2,0,9) 7,25 (1H, dd, J = 1,6, 7,30 (1H, m)
0,9)
22 6,26 (1H, dd, J=1,2, 0,9) 6,27 (1H, dd, J = 1,6, 6,22 (1H, m)
0,9)
23 7,36 (1H,t,J=1,2) 7,37 (1H,1, J=1,6) 7,18 (1H, m)
28 1,29 (3H, s) 1,19 (3H, s) 1,21 (3H, s)
29 1,17 (3H, s) 1,24 (3H, s) 1,25 (3H, s)
30 1,26 (3H, s) 1,31 (3H, s) 1,35 (3H, s)
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OCOCH3 2,16 (3H, s) 1,95 (3H, s) 1,97 (3H, s)
?
Tabela 4.22: Dados de RMN *°C da substancia 22.

~  H  B0uPPM  (SIDDIQUIetal., 2000)  (SIDDIQUI et al., 1984)
(CDCls, 100 MHz) (CDCls, 125 MHz2) (CDCls, 25 MHz)
1 157,2 157,3 157,3
2 126,0 126,1 126,1
3 205,0 205,9 205,9
4 44,9 40,5 40,5
5 46,4 49,8 49,8
6 71,5 76,0 68,0
7 73,5 68,5 79,0
8 44,9 45,4 45,4
9 35,6 37,1 37,1
10 41,1 43,1 43,1
11 16,2 16,3 16,3
12 32,3 33,6 33,6
13 47,2 47,0 47,0
14 160,1 158,6 158,0
15 120,6 119,0 119,5
16 34,4 34,3 34,3
17 51,6 51,6 51,6
18 20,6 20,7 20,7
19 20,6 14,0 14,0
20 124,2 124,5 124,4
21 139,8 1425 1425
22 111,0 110,9 110,9
23 142,7 139,6 139,6
28 31,6 27,0 27,0
29 20,6 19,6 19,6
30 26,6 20,2 20,2
OCOCH; 170,4 171,9 171,9

OCOCHs 21,7 21,2 21,2
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O espectro de HSQC (Figura 4.68 e 4.69), mostra a correlacdo dos
hidrogénios H-21, H-22 e H-23 com os carbonos em & 139,8, 6 111,0, & 142,7
respectivamente e o espectro de HMBC (Figuras 4.70 - 4.72) mostra correlacdo dos
sinais de H-21 e H-23 com um carbono em & 124,2, atribuido ao C-20. O sinal do
hidrogénio em & 2,84 (s) foi atribuido ao H-17 do anel D, pois através do mapa de
correlagbes HMBC observa-se a correlacado deste sinal com o do carbono C-20 e
este sinal de hidrogénio também se correlaciona com os carbonos em 6 34,4 e 47,2,

sugerindo estes sinais para os carbonos C-16 e C-13 respectivamente.
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O acoplamento entre H-1 e H-2 foi evidenciado através do espectro de
COSY 'H-'H 45° (Figura 4.67). As atribuicdes dos deslocamentos quimicos H-1/C-1
e H-2/C-2 foram confirmadas através do mapa de correlagbes HSQC (Figura 4.68 e
4.69). Observou uma correlagdo entre o dubleto em & 7,08 (H-1) e o sinal em &
157,0 (C-1) e uma correlagao entre o dubleto em & 5,86 (H-2) e o sinal em & 126,0
(C-2).

O HMBC mostra um sinal de hidrogénio de metila em & 0,80 atribuido a
metila 18, pois observa-se a correlacdo deste com os sinais de C-13, C-17, e ainda
com os carbono em 6 32,3 e 6 160,1 sugerindo estes sinais para os carbonos C-12 e
C-14 respectivamente.
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O sinal em & 1,26 foi atribuido a metila 30 que correlacionou-se com o
sinal de C-14 (6 160,1) e com os dos carbonos em & 73,5, & 44,9, & 35,6 sugerindo
estes sinais para os carbonos C-7, C-8 e C-9 respectivamente.

12

O sinal em & 4,00 atribuido ao H-7 mostrou correlacdo com o sinal de

C-9 (6 35,7) e com os dos carbonos em & 46,4 e & 71,5 sugerindo estes sinais para
os carbonos C-5 e C-6 respectivamente.
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O sinal em & 1,15 foi atribuido a metila 19 que correlacionou-se com 0s
sinais de C-1, C-5, C-9 e com o carbono em & 41,1 atribuido ao C-10.

Dois outros singletos relativos a grupos metila foram observados em &
1,17 (Me-29) e © 1,29 (Me-28). A correta atribuicdo da posicéo de cada grupo metila
foi efetuada com auxilio dos mapas de correlacdes HSQC e HMBC. As correlacdes
a longa distancia do sinal em & 1,17 (Me-29) com os sinais de carbonos C-3 (&
205,0), C-4 (6 44,9) e C-28 (6 31,6) e, por fim, o sinal em & 1,29 (Me-28) com 0s
sinais de carbonos C-3 (6 205,0), C-4 (d 44,4), C-5 (0 46,4) e C-29 (© 20,6),

puderam ser observados no mapa de correlacdes HVIBC.

Ao analisar o espectro de COSY *H-'H 45° (Figura 4.67) observou-se
que o sinal em & 2,84 (dd, J = 7,2 e 10,8 Hz), que foi atribuido ao H-17, acopla com
os sinaisem 2.41 (ddd, J=14,4; 7,2 e 3,2Hz) e 6 2,50 (ddd, J = 14,4; 1,6 e 10,8 Hz)
(H-16a e b), os quais acoplam entre si. Além disso, foi possivel confirmar o sinal do
H-11 (6 1,70, m e 1,90, m) que acoplam com o sinal em & 2,26 (dd, J = 12,8 e 6,8)
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atribuido ao H-9 e com os sinais em 61,90 m e 1,60 m.atribuidos aos hidrogénios H-
12.

O espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo (Figura
4.73) da substancia 22 apresentou um pico em m/z 453,2 correspondente ao ion
quasimolecular. Essa informacéo, associada as analises de RMN realizadas, indicou
que o limondide é o 6a-O-acetil-7-deacetilnimocinol.

Tendo em vista as diferencas observadas nos espectros de RMN *C e
RMN *H para a substancia 22 e aquelas propostas por SIDDIQUI et al. (1984, 22a e
2000, 22b), verifica-se que provavelmente SIDDIQUI publicou os mesmos dados de
RMN C para as duas substancias (Tabela 4.22) e os dados de RMN *H (Tabela
4.21) ndo foram analisados adequadamente, assim como as correlacdes HMBC (por
exemplo H-1 e H-29 correlacionarem com C-6). As principais alteragcdes verificadas
ao comparar os dados de RMN *3C, do composto isolado e aquelas da literatura, sdo
os valores de C-19, 28 e 30, que foram causadas provavelmente pela localiza¢do do
grupo acetato em C-6 e ndo em C-7. As alteracdes de RMN *H entre os limondides
isolados por SIDDIQUI et al.,(1984 e 2000) referem-se principalmente aos dados da
metila 18. Os dados de RMN *H entre estes limondides e o isolado no presente
trabalho, diferem principalmente entre os sinais dos hidrogénios 11, 12, 17, 28-30. A
analise desse conjunto de dados sugere que 0os compostos isolados por SIDDIQUI

et al.,(1984 e 2000) devem possuir o grupo acetato localizado em C-7, sendo um
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deles o isbmero 17-epi. Portanto, a substancia isolada neste trabalho deve ser

inédita.
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Figura 4.67: Espectro de COSY *H-'H 45° da substancia 22 (400 MHz, CDCls)
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Figura 4.69: Ampliacdo do mapa de contorno de HSQC da substancia 22 (400 MHz,
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Figura 4.73: Espectro de massas (ESI) modo positivo da substancia 22.
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4.7.3- Determinacgao Estrutural da Substéancia 23

A substancia 23 foi isolada do extrato diclorometanico do arilo de
Trichilia catigua.

A analise do espectro de RMN *H (Figura 4.74) indicou a presenca de
um limonédide. Foram observados seis singletos a & 0,81; 1,10; 1,17; 1,20; 1,27 e
2,18 atribuidos a seis metilas, sendo esta ultima referente aos hidrogénios da metila
do grupo acetato. Os sinais em 6 7,43 (t, J = 1,6 Hz), 8 7,29 (dd 1,6, 0,8) e d 6,29
(dd 1,6, 0,8) foram atribuidos aos hidrogénios H-23, H-21 e H-22 respectivamente do
anel furano. Os dubletos em & 7,08 (d, J = 10,0 Hz) e & 5,92 (d, J = 10,0 H2z)
atribuidos aos H-1 e H-2, respectivamente confirmam a presenca do anel 1-en-3-
one.

Na anélise do Espectro de RMN *C (Figura 4.75, Tabela 4.23) foram
observados 28 sinais para atomos de carbono. A ligacdo dupla conjugada a
carbonila em C-3 (205,0) foi caracterizada pelos sinais em & 157,6 (C-1) e 6 126,1
(C-2). O carbono carbonilico do grupo acetato foi caracterizado pelo sinal em &
169,7.

Os dados de RMN *H e **C da substancia 23 estéo listados na Tabela
4.23 juntamente com os dados descritos na literatura para os compostos 22 e 24 (7-
acetylneotrichilenone, CORTEZ et al. 1998).
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Tabela 4.23: Dados de RMN H e *C da substancia 23.

~ HIC RMN'™Hde23 @ RMN'Hde22  RMN®C RMN®C RMNTC

de 23 de 22 de 24

1 7,08 (1H, d, J = 10,0) 7,08 (1H, d, J=9,6) 157,6 157,2 157,8

2 5,92 (1H, d, J =10,0) 5,86 (1H, d, J =9,6) 126,1 126,0 125,9

3 - 205,0 205,0 204,4

4 - 44,4 44,4 44,1

5 2,68 (1H, d, J = 12,0) 2,72 (1H, d, J = 12,4) 45,6 46,4 452

6 5,46 (1H, dd, J =12,0, 5,43 (1H,dd, J=12,4, 2,4) 71,1 71,5 22,3
2,0)

7 3,91 (1H, dd, J = 2,0, 4,00 (1H,d,J=2,4) 72,4 73,5 73,3
4,0)

- 42,1 449 41,1

1,47 (1H, m) 2,26 (1H, dd, J = 12,8, 6,8) 44.4 35,7 47,1

10 40,7 411 39,6

11 1,69 e 2,00 (2H, 2m) 1,70 e 1,90 (2H, 2 m) 17,9 16,2 17,6

12 1,23 e 2,03 (2H, 2m) 1,60 e-1,90 (2H, 2 m) 34,3 32,3 34,5

13 - 42,1 47,2 42,1

14 2,87 (1H, s) 60,9 160,1 61,3

15 - 5,55 (1H, dd, J=3,6, 1,6) 220,0 120,6 218,6

16 255(2H,d, J=10,4) 2,41 (2H, ddd, J = 10,8, 7,2, 43,3 34,4 43,2

3,2)

17 3,48 (1H,t, J = 10,4) 2,84 (1H, dd, J = 7,2, 10,8) 37,9 51,6 38,0

18 0,81 (3H, s) 0,80 (3H, s) 27,6 20,6 27,9

19 1,10 (3H, s) 1,15 (3H, s) 21,1 20,6 19,3

20 - 122,7 124,2 122,9

21 7,29 (1H, dd, J=1,6, 7,23 (1H,dd, J=1,6,0,9) 140,2 139,8 140,3
0,8)

22 6,29 (1H, dd, J = 1,6, 6,26 (1H,dd,J=1,2,0,9) 110,7 111,0 110,8
0,8)

23 7,43 (1H,t,J =1,6) 7,36 (1H,t,J=1,2) 142,9 142,7 143,0

28 1,27 (3H, s) 1,29 (3H, s) 31,7 31,6 27,4

29 1,17 (3H, s) 1,17 (3H, s) 20,6 20,6 21,1

30 1,20 (3H, s) 1,26 (3H, s) 17,9 26,6 18,2

OH 2,26 (1H, d, J = 4,0) -
OCOCH;3 169,7 170,4 169,3
OCOCH; 2,18 (3H, s) 2,16 (3H, s) 21,7 21,7 21,1
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O mapa de contorno HSQC (Figura 4.77), mostra as correlagdes dos
sinais dos hidrogénios H-21, H-22 e H-23 com os dos carbonos em & 140,2, 6 110,7,
0 142,9 respectivamente e o de HMBC (Figura 4.78) mostra as correlacdes dos
sinais de H-21 e H-22 com um carbono em & 122,7, atribuido ao C-20. O sinal do
hidrogénio em & 3,48 (t) foi atribuido ao H-17, pois através do mapa de correlacdes
HMBC observa-se a correlacdo deste sinal com os carbonos C-20, C-21, C-22 e

com o carbono em 0 42,1 atribuido ao C-13.

O acoplamento entre H-1 e H-2 foi evidenciado através do espectro de
COSY 'H-'H 45° (Figura 4.76). As atribuicdes dos deslocamentos quimicos H-1/C-1
e H-2/C-2 foram confirmadas através do mapa de correlacdes HSQC (Figura 4.77).
Observou uma correlagao entre o dubleto em 6 7,08 (H-1) e o sinal em 6 157,6 (C-1)
e uma correlacdo entre o dubleto em 6 5,92 (H-2) e o sinal em 6 126,1 (C-2).

O HMBC mostra um sinal de metila em & 0,81 atribuido aos
hidrogénios da metila 18, pois este sinal correlacionando com os sinais de C-13, C-
17 e com os carbonos em & 34,3 e & 60,9 sugerindo estes sinais para 0s carbonos

C-12 e C-14 respectivamente.
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O sinal em & 1,27 foi atribuido aos hidrogénios da metila 30 que
correlacionou-se com o sinal em & 42,1, & 44,4, 6 60,9 e &0 72,4 atribuido aos

carbonos C-8, C-9, C-14 e C-7 respectivamente.

12

Dois outros singletos relativo a grupos metila foram observados em &
1,17 (Me-29) e © 1,27 (Me-28). A correta atribuicdo da posicdo de cada grupo metila
foi efetuada com auxilio dos mapas de correlacdes HSQC e HMBC. As correlacdes
a longa distancia do sinal em &H 1,17 (Me-29) com os sinais de carbonos C-3 (&
205,0), C-5 (6 45,6) e C-28 (6 31,7) e por fim o sinal em & 1,27 (Me-28) com 0s
sinais de carbonos C-3 (6 205,0), C-4 (5 44,9) e C-29 (d 20,6), puderam facilmente

ser observados no mapa de correlagdes HMBC.
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O sinal em & 2,68 atribuido ao H-5 mostrou correlacéo os sinais de C-
28, C-29 e com os carbonos em & 44,4, 6 45,6, e & 71,1 sugerindo estes sinais para

os carbonos C-4, C-5 e C-6 respectivamente.

O sinal em & 1,10 foi atribuido a metila 19 que correlacionou-se com os
sinais de C-1, C-10, C-5 e C-9 e com o carbono em & 40,7 atribuido ao carbono C-
10.
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Ao analisar o espectro de COSY *H-'H 45° (Figura 4.76) observou-se
que o sinal em & 3,48 que foi atribuido ao H-17 acopla com o sinal em & 2,55 (t, H-
16). O sinal em & 3,91 que foi atribuido ao H-7 acopla com o sinal do OH em & 2,26
e com o H-6 que por sua vez acopla também com o H-5.

O espectro de massas por electrospray (ESI) no modo positivo (Figura
4.79) da substancia 23 apresentou um pico em m/z 469,2 correspondente ao ion
quasimolecular. Essa informacdo, associada as analises de RMN realizadas e
levantamento bibliografico indicam que o limondide 23 (6a-O-acetil-7-deacetil-14,15-

dihidro-15-oxo-nimocinol) é inédito na literatura.

Figura 4.76: Espectro de COSY *H-'H 45° da substancia 23 (400 MHz, CDCls)
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Figura 4.77: Mapa de contorno de HSQC da substancia 23 (400 MHz, CDCl5)
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Figura 4.79: Espectro de massas (ESI) modo positivo da substancia 23.

4.8- Estudos do Sistema de solvente, fase movel e da identificac&o de ricinina,
xantiletina e rauianina isoladas por HSCCC para o microencapsulamento.

As substancias encapsuladas, ricinina, xantiletina e rauianina, foram
isoladas através do HSCCC, uma técnica mais simples e vantajosa que as
tradicionais utilizadas em outros trabalhos anteriormente. Esta técnica evita
problemas como a adsorcao irreversivel das amostras e a degradacdo de seus
constituintes, permitindo a injecdo de grande quantidade de amostra sem
necessidade de pré-purificacdo, com recuperacao total das amostras e com baixo

consumo de solvente.

4.8.1- Sistema de solvente, fase mével e a identificacdo de ricinina isolada por
HSCCC

A escolha de um bom sistema de solventes é importante para o
sucesso da separacdo no HSCCC. Um bom sistema de solvente deve atender a
algumas exigéncias tais como: solubilidade da amostra, tempos de decantagéo

rapido (< 30 s), volumes iguais de fase superior e inferior (ou pelo menos maior
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volume da fase que sera usada como fase modvel), sistemas que ndo formem
emulsdes e coeficiente de particdo proximo a 1.

Diversos sistemas de solventes foram testados (CAZAL et al. 2009a) e
o melhor sistema foi composto por CH,CI,/EtOH/H,0 (93:35:72 v/v). Neste sistema o
metanol foi substituido pelo etanol na mistura de solvente anteriormente proposto
por LEITE et al., 2005. Para o desenvolvimento da HSSCC foram utilizados injetor
de 5,0 mL, 800 rpm, fluxo de 3 mL/min e 4 colunas (443 mL). A substituicdo do
metanol para o etanol é importante por razées ambientais. O alcaldide ricinina foi
identificado por comparacdo de seus dados de RMN de'H e *3C, MS, UV e CG-MS
(Figura 4.80) (CAZAL et al. 2009a).

OCHj

\CN

I}I O
CHs3
Figura 4.80: Estrutura do alcaldide ricinina.

4.8.2- Sistema de solvente, fase movel e a identificacdo de xantiletina isolada
por HSCCC

O melhor sistema de solvente avaliado foi composto por
Hex/EtOH/ACN/H,O (10:8:1:1 v/ v). Para o desenvolvimento da HSCCC foram
utilizados loop de 5,0 mL, 800 rpm, fluxo de 3 ml/min e 4 colunas. Além da
xantiletina foi possivel isoladar outras 3 cumarinas, suberosina, seselina e
xantoxantiletina (Figura 4.81). Todas as substancias isoladas foram identificadas por
comparacdo de seus dados de RMN de *H e °C, MS, UV e GC-MS (CAZAL et al.
2009b).
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Figura 4.81: Estrutura das cumarinas isoladas do extrato diclorometénico das raizes
do enxerto de Citrus sinensis sobre Citrus limonia: xantiletina, suberosina, seselina,

xantoxiletina.

4.8.3- Sistema de solvente, fase mével e a identificacdo de rauianina isolada
por HSCCC

A Tabela 4.24 apresenta os sistemas de solventes testados bem como
seus valores do coeficiente de particdo (k) calculado pela equacéo da reta obtida na
curva de calibragéo (y= 84.953,7 x — 4.472,3). Avaliando estes valores, pbde-se
confirmar que o sistema de solvente numero 21 foi o que obteve o melhor valor do
coeficiente de particdo, mais proximo de 1, apresentando o equilibrio da amostra no
sistema de solvente, ou seja, 50 % da amostra esta presente na fase organica e 50
% na fase aquosa.

Num total de 39 misturas de solventes testadas, seis obtiveram valores
de k proximo de 1. O melhor sistema de solvente avaliado foi o Hex/AcOEt/ MeOH
/H,0 (1:0,9:1:0,9 v/iv).

Outros parametros também foram avaliados tais como numero de
colunas, taxa de fluxo, volume de fracdo coletada, volume e massa de amostra
injetada e velocidade de rotacdo. Quando a analise foi conduzida com 2 (250 mL) ou
3 (350 mL) colunas, a rauianina era eluida junto com outras substancias. Por outro
lado, quando utilizado 4 colunas (500 mL) a rauianina foi obtida com alto grau de

pureza. Foi utilizado 800 rpm e fluxo de 3 mL/min.
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Tabela 4.24: Sistemas de solventes testados e k calculado.

Sistemas de solvent (v/v) k
1 Hex/EtOH/ ACN /H,O (10:8:1:1) 0,01
2 Hex/EtOH/ ACN /H,O a (10:8:2:1) 0,01
3 Hex/EtOH/ ACN /H,0 (10:8:3:1) 0,01
4 Hex/EtOH/ ACN /H,0 (10:8:4:1) 0,01
5 Hex/EtOH/ ACN /H,O (10:8:5:1) 0,04
6 Hex/EtOH/ ACN /H,0 (10:5:5:1) 0,00
7 Hex/ACOEY/ MeOH /H20 (4:6:4:6) 5,20
8 Hex/AcOEY/ MeOH /H20 (5:5:5:5) 1,29
9 Hex/ACOEY MeOH /H,0 (4:5:4:5) 2,12
10 Hex/AcOEYt/ MeOH /H20 (2:5:2:5) 12,95
11 Hex/ACOEY MeOH /H20 (5:5:6:4) 0,77
12 Hex/AcOEt/ MeOH /H,0 (3:7:5:5) 3,89
13 Hex/AcOEt/ MeOH /H20 (6:4:5:5) 0,69
14 Hex/AcOEt/ MeOH /H,0 (1:1:0,85:1,5) 2,79
15 Hex/AcOEY/ MeOH /H20 (1:1:0,60:1,40) 5,59
16 Hex/AcOEYt MeOH /H,0 (1:1:0,525:1,475) 5,91
17 Hex/AcOEt/ MeOH /H,0 (1:1:0,45:1,55) 15,5
18 Hex/AcOEY/ MeOH /H20 (1:1:0,3:1,70) 13,0
19 Hex/AcOEY/ MeOH /H20 (0,6:4:0,05:1) 48,9
20 Hex/AcOEt/ MeOH /H20 (0,6:4:0,7:1) 14,9
21 Hex/AcOEY/ MeOH /H,0 (1:0,9:1:0,9) 0,99
22 Hex/ACOEY/ MeOH /H20 (1:5:1:5) 40,8
23 ACOEt /H,0 (5:5) 128,0
24 Hex/MeOH/H.0 (5:5:5) emuls&o
25 Hex/MeOH/H,0 (5:7:3) 0,02
26 Hex /MeOH /H,0 (35:30:3 V/v) 0,01
27 Hex/ACOEt/H,0 (1:5:6) 132,2
28 Hex/AcOEt/H,O (5:5:10) 78,9
29 Hex/ACOEY/EtOH/H20 (5:5:4:6) 135
30 ACOE/MeOH/H.0 (8:3:8) 15,6
31 ACOEY/EtOH/H,0 (50:1:50) 77,3
32 ACOEY/EtOH/H,0 (2:1:2) 5,74
33 ACOE/EtOH/H,0 (10:1:10) 97,0
34 CH2Cl2/MeOH /H,0 (4:5:3) 30,6
35 CH,Clo/MeOH /H,0 (7:13:9) 37,0
36 CH4Clo/MeOH /H,0 (8:13:7) 9,73
37 CH4Clo/MeOH /H,0 (93:35:72) 403,8
38 CH2CI2/EtOH /H,0 (93:35:72) 312,8
39 Hex /EtOH /H,0 (6:5:5) emulséo
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O estudo do extrato diclorometanico do caule de Rauia resinosa levou
ao isolamento da rauianina além de 2 cumarinas (umbiliferona e acetato de
murrangatina), 5 alcaldides (7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindersina, zantobungeanina,
N-metilflindersina, 8-hidroxi-N-metilflindersina, esquimianina) e 1 flavondide (3,7,4’-
trimetoxi-5-hidroxi flavona). A Figura 4.82 mostra a estrutura de cada uma dessas
substancias.

A estrutura da rauianina e de todas as substancias isoladas foram
identificadas por comparacéo de seus dados de RMN *H e *C, HMBC, HSQC e GC-
MS, com os dados da literatura (ALBARICI, 2006 e KAMPERDICK et al., 1999).

umbiliferona

| |
OCHj; CH3 OCH3 CHs
7-hidroxi-8-metoxi-N-metilflindersina zantobungeanina N-metilflindersina
OCH;
A
N CH30
~Z
CH3O N o
OCH;
OH CHg esquimianina OH O
8-hidroxi-N-metilflindersina 3,7,4°- trimetoxi-5-hidroxi flavona

Figura 4.82: Estrutura das substancias isoladas do extrato diclorometanico do caule
de Rauia resinosa: rauianina, umbiliferona, acetato de murrangatina, 7-hidroxi-8-
metoxi-N-metilflindersina, zantobungeanina, N-metilflindersina, 8-hidroxi-N-

metilflindersina, esquimianina e 3,7,4’- trimetoxi-5-hidroxi flavona.
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4.9- Andlise cromatogréfica de ricinina, xantiletina e rauianina

A validacdo de um método engloba todos os procedimentos
necessarios para demonstrar se 0 método empregado na quantificacdo de um ou
mais compostos em uma matriz € eficaz, reprodutivo e especifico para a aplicacao
desejada (RIBANI et al., 2004).

Os parametros necessarios para medir a aceitabilidade do
desempenho de um método analitico de acordo com a FDA (Food and Drug
Administration) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) sdo: preciséo,
exatidao, sensibilidade, seletividade, linearidade e recuperacao.

Os intervalos de concentracdo utilizados na curva de calibragao foram
selecionados baseando-se na faixa de concentracdo das amostras de

nanoparticulas estudadas.

4.9.1- Validacdo do método analitico para quantificacdo de ricinina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As curvas de calibracdo foram obtidas em funcdo das éareas das
bandas cromatogréficas, relativas as concentragdes 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 6 e 8 ug/mL. A
curva analitica para a ricinina obtida através da regressao linear, esta apresentada
na Figura 4.83. A equacdo da reta (y= 32.954,0 x - 1.446,8, onde y € a area da
banda cromatografica e x é a concentracdo da ricinina na solucdo em pg/mL) foi
linear (n= 3) na faixa de trabalho e o coeficiente de correlagéo linear () de 1,00.

A exatidao e precisao obtidas para cada concentracéo (n = 3) usada na

construcéo da curva de calibracdo se encontram descritas na Tabela 4.25.
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Figura 4.83: Curva de calibracdo por padronizacdo externa para analise de ricinina.

As analises cromatograficas foram realizadas no Equipamento Agilent 1200, coluna

Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 pm) com coluna de seguranca
Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase movel ACN : H,O (45:55) contendo

acido acético, 0,01 %, pH 3,6; vazao de 0,8 mL/min e detector ultravioleta 310 nm.

Tabela 4.25: Preciséo e exatiddo obtidas na construcdo da curva de calibragdo por

padronizacao externa.

Concentracao Médiadas Desvio Padrdo DPR (%) Exatidéo
Nominal areas (n=3) (Preciséo) (%)
(ng/mL)

0,3 9227,7 40,10 0,4 108,0
0,7 21343,7 273,5 1,3 108,0
1,0 32298,7 235,9 0,7 98,8
2,0 64418,3 131,1 0,2 102,4
4,0 128368,7 1144,3 0,9 99,9
6,0 195613,0 1899,5 1,0 98,5
8,0 263589,7 3696,4 1,4 99,7
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A exatiddo € a correlacdo entre os resultados obtidos e os admitidos
como verdadeiros (concentragcdo nominal) e a precisdo é a capacidade do método
em repetir o mesmo resultado, embora isso ndo implique em ser o resultado correto,
sempre que a analise é executada em uma amostragem multipla da mesma
amostra.

Na determinacdo da exatiddo e precisdo do método analitico foram
preparadas solucdes padrdo em trés niveis de concentracdes diferentes (0,36; 4,5 e
7,5 ug/mL) para abranger toda a faixa dindmica de trabalho. Entretanto, estes
valores foram selecionados por serem diferentes dos ja utilizados na curva de
calibracao.

Para determinagdo da precisdo {Desvio padrao relativo [DPR (%)] =
(desvio padrdo/média) x 100; n = 5} e exatiddo [Exatiddo = (média da
concentragéo/concentragcdo nominal) x 100, n = 15] intra e inter-dia, cada ponto foi
analisado em quintuplicata em trés dias ndo consecutivos. Os resultados encontram-

se ilustrados nas Tabelas 4.26 e 4.27.

Tabela 4.26: Precisdo [DPR (%)] de amostras de ricinina usadas na validacdo do

método analitico.

Concentracdo Intra-dia l Intra-dia 2 Intra-dia 3 Inter-dia
(pg/mL) (n =5) (n =5) (n =5) (n = 15)
0,36 1,4 1,1 1,4 1,3
4,5 1,0 0,7 0,5 0,7
7,5 0,2 1,2 2,3 1,2

Tabela 4.27: Exatidao (%) de amostras de ricinina usadas na validacdo do método

analitico.
Concentragao (ng/mL) Exatidao (n = 15)
0,36 101,6
45 102,4
7,5 1011
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O Limite de Deteccdo (LD) pode ser definido como a menor
concentracdo da substancia em uma amostra que pode ser detectada em
determinadas condi¢cBes por um método especifico. O Limite de Quantificacdo (LQ)
€ a menor concentracdo que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis. Neste trabalho, o limite de deteccao foi calculado de acordo com o desvio
padrdao do intercepto (716,2) e o coeficiente angular (32954,0) da curva de
calibragéo (0,3; 0,7; 1; 2; 4; 8 ug/mL). O LD e LQ foram estabelecidos em 0,07 e
0,22 ug/mL, respectivamente. O LQ calculado foi menor do que o primeiro ponto da
curva de calibracdo (< 0,30 mg/mL), provando que o método utilizado foi linear,
exato e preciso em toda a faixa de trabalho.

O tempo de retencéo da ricinina foi igual a 4,0 min. O cromatograma é
mostrado na Figura 4.84.

mAU

200
F1so
F100

=

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 a5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8,0
Minutes

Figura 4.84: Cromatograma da ricinina. Equipamento Agilent 1200, coluna
Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 um) com coluna de seguranca
Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase moével ACN : H,O (45:55) contendo
acido acético, 0,01 %, pH 3,6; vazao de 0,8 mL/min e detector ultravioleta 310 nm.
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4.9.2- Validacdo do método analitico para quantificacdo de xantiletina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Os mesmos procedimentos de validacdo da ricinina foram realizados
para a xantiletina e rauianina.

As curvas de calibracdo foram obtidas em funcdo das areas das
bandas cromatogréficas, relativas as concentragcbées 0,15; 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 6, 8
ug/mL. A curva analitica foi obtida através da regressédo linear e esta apresentada na
Figura 4.85. A equacéao da reta (y= 102.863,0 x — 3.147,2, onde y € a area da banda
cromatografica e x é a concentracdo da xantiletina na solucdo em pg/mL) foi linear
na faixa de trabalho e o coeficiente de correlacéo linear (r%) foi de 1,00.

A exatiddo e precisdo obtidas para cada concentracdo usada na
construcéo da curva de calibracdo se encontram descritas na Tabela 4.28.
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Figura 4.85: Curva de calibragcdo por padronizacdo externa para analise de
xantiletina. As analises cromatograficas foram realizadas no Equipamento Agilent
1200, coluna Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 ym) com coluna de
seguranga Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 pym), fase moével ACN: H,O (6:4 v/v),
vazéo de 1,0 mL/min e detector ultravioleta 263 nm.
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Tabela 4.28: Precisédo e exatiddo obtidas na construgao da curva de calibragéo por

padronizacao externa.

~ Concentracdo  Médiadas  Desvio  DPR (%) Exatiddo (%)

Nominal areas Padrao (n = 3) _

(ug/mL) (Precisao)
0,15 13582,6 378,8 2,8 108,4
0,3 28689,0 79,7 0,3 103,2
0,7 68874,0 194,2 0,3 100,0
1,0 98230,6 309,4 0,3 98,6
2,0 201420,3 252,2 0,1 99,4
4,0 409714,0 490,0 0,1 100,3
6,0 610955,6 766,7 0,1 99,5
8,0 821770,6 1486,4 0,2 100,1

Trés solucdes padrédo (0,18; 4,5 e 7,5 ug/mL) foram preparadas em
quintuplicata para a determinacdo da exatiddo e precisdo do método analitico. O
primeiro ponto, 0,18 pug/mL, representa 120% da concentragéo do primeiro ponto da
curva de calibracdo. O segundo, 4,5 ug/mL e o terceiro ponto 7,5 ug/mL, referem-se
a 56% e 94% do ponto de maior concentracdo da curva de calibragéo,
respectivamente. As tabelas 4.29 e 4.30 mostram os dados da precisédo e exatidao
determinados intra e inter-dia. Cada ponto foi analisado em quintuplicata em trés

dias ndo consecutivos.
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Tabela 4.29: Precisdo [DPR (%)] de amostras de xantiletina usadas na validacao do

método analitico

‘Concentragdo Intra-dial  Intra-dia2  Intra-dia3  Inter-dia
(ug/mL) (n=5) (n=5) (n=5) (n =15)
0,18 19 11 2,4 1,8
4,5 0,5 0,3 0,5 0,4
7,5 0,2 0,2 0,3 0,2

Tabela 4.30: Exatiddo (%) de amostras de xantiletina usadas na validagao

método analitico.

Concentragao (ng/mL) Exatidédo (n = 15)
0,18 100,6
4,5 99,3
7,5 100,0

do

Neste trabalho, o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacéo

(LQ) foram calculados de acordo com o desvio padréo do intercepto (954,8) e o
coeficiente angular (102863,0) da curva de calibracdo (0,15; 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 8

ug/mL). O LD e LQ foram estabelecidos em 0,03 e 0,09 ug/mL, respectivamente. O

LQ calculado foi menor do que o primeiro ponto da curva de calibragdo (< 0,15

mg/mL), provando que o método utilizado foi linear, exato e preciso em toda a faixa

de trabalho.

O tempo de retencao da xantiletina foi igual a 7,2 min. O cromatograma

esta mostrado na Figura 4.86.
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Figura 4.86: Cromatograma da xantiletina. Equipamento Agilent 1200, coluna
Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 um) com coluna de seguranca
Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase moével ACN : H,O (6:4), vazdo de 1,0

mL/min e detector ultravioleta 263 nm.

4.9.3- Validacdo do método analitico para quantificacdo de rauianina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A curva analitica foi obtida através da regressao linear, utilizando as
concentracoes 0,15; 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 6, 8 ug/mL (Figura 4.87). A equacéao da reta (y=
84.953,7 x —4.472,3, onde y é a area da banda cromatografica e x € a concentracao
da ricinina na solucdo em pg/mL) foi linear na faixa de trabalho e o coeficiente de
correlacdo linear () foi de 1,00.

A exatiddo e precisdo obtidas para cada concentracdo usada na

construcdo da curva de calibracdo se encontram descritas na Tabela 4.31.
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Figura 4.87: Curva de calibragcdo por padronizacdo externa para analise de
rauianina. As analises cromatograficas foram realizadas no Equipamento Agilent
1200, coluna Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 ym) com coluna de
segurangca Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase movel ACN: H,O (6:4 v/iv),

vazao de 1,0 mL/min e detector ultravioleta 297 nm.

Tabela 4.31: Preciséo e exatiddo obtidas na construcdo da curva de calibragéo por

padronizacao externa.

Concentracao Média das Desvio DPR (%) Exatidéao
Nominal (pg/mL) areas Padrdo (n = 3) (Preciso) (%)
0,15 9052,0 106,53 1,2 106,1
0.3 21577,3 121,53 0,6 102,2
0,7 54102,3 234,12 0,4 98,5
1,0 81742,0 415,45 0,5 101,5
2,0 164070,0 1045,10 0,6 99,2
4,0 336403,6 995,44 0,3 100,3
6,0 500834,0 1526,72 0,3 99,1
8,0 6781646 100,72 0,0 100,1
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Na determinacéo da exatidéo e precisdo do método analitico preparou-
se solucdes padrdo em trés niveis de concentragbes diferentes (0,18; 4,5 e 7,5
ug/mL) para abranger toda a faixa dindmica de trabalho.

As Tabelas 4.32 e 4.33 mostram os dados da precisdo e exatidao,
determinados intra e inter-dia. Cada ponto foi analisado em quintuplicata em trés

dias nao consecutivos.

Tabela 4.32: Precisdo [DPR (%)] de amostras de rauianina usadas na validacédo do

método analitico.

‘Concentragdo Intra-dial  Intra-dia2  Intra-dia3  Inter-dia
(ug/mL) (n=5) (n=5) (n=5) (n =15)
0,18 1,3 0,7 1,2 11
4,5 0,4 0,3 0,6 0,4
7,5 0,5 0,7 0,8 0,7

Tabela 4.33: Exatidao (%) de amostras de rauianina usadas na validacao do método

analitico.
Concentracgao (ng/mL) Exatidado (n = 15)
0,18 104,8
45 101,7
7,5 100,7

Neste trabalho, o limite de deteccdo foi calculado de acordo com o
desvio padréo do intercepto (1210,2) e o coeficiente angular (84953,7) da curva de
calibragéo (0,15; 0,3; 0,7; 1; 2; 4; 8 ug/mL). O LD e LQ foram estabelecidos em 0,04
e 0,14 pg/mL, respectivamente.

A Figura 4.88 apresenta um cromatograma da amostra padréo de

rauianina a 8 ug/mL em acetonitrila, cujo tempo de retencéo foi de 5,0 min.
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Figura 4.88: Cromatograma da rauianina. Equipamento Agilent 1200, coluna
Phenomenex® fenil hexil, Luna (250 x 4,6mm d.i., 5 um) com coluna de seguranca
Phenomenex C18 (4x3 mm i.d., 5 ym), fase moével ACN: H,0 (6:4 v/v), vazéo de 1,0

mL/min e detector ultravioleta 297 nm.

4.10- Coeficiente de particéo

O coeficiente de particdo (P) € a razdo entre a concentracdo de uma
substancia, em condi¢des de equilibrio em um sistema bifasico constituido por uma
fase oleosa e uma fase aquosa. Este valor é adimensional e por vias de regras é
dado na forma de logaritmo na base de 10 (log P).

O valor do coeficiente de particdo (log P) é um parametro
freqientemente usado como medida quantitativa da lipofilicidade de substancias
bioativas. O valor do log P de uma substancia pode ser interpretado como sendo a
somatoria de dois termos: um relacionado com volume (estéricos) e o0 outro com
interacOes intermoleculares (interacdes dipolo-dipolo e ligacbes de hidrogénio). A
investigacdo da natureza e grandeza destes termos pode contribuir para uma
compreensao do comportamento das substancias.

As Tabelas 4.34, 4.35 e 4.36 apresentam os valores dos coeficientes
de particido (log P) determinados para xantiletina, rauianina e ricinina,

respectivamente, em diferentes oleos.
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Tabela 4.34: Coeficientes de particdo (log P) Octanol, Myritol®812 e Miristato de

isopropila /Agua para xantiletina.

Log P Log P Log P Log P
Octanol/ 4gua Myglyol ®812/ Miristato de Oleato de
agua isopropila/ dgua  isodecila / &gua
3,39 £ 0,07 3,27 £ 0,20 3,26 +£0,12 3,01 +0,09

Os valores representam a media + 0 desvio padrao de seis amostras.

Tabela 4.35: Coeficientes de particdo (log P) Octanol, Miristato de isopropila/agua

para rauianina.

Log P Log P
Octanol/agua Oleato de isodecila /
agua
1,72 + 0,02 1,38 +£0,01

Os valores representam a media + o0 desvio padrdo de seis amostras.

Os resultados dos coeficientes de particdo nos 6leos usados indicam
gue a xantiletina apresenta uma lipofilia elevada, uma vez que obtive-se valores de
log P superiores a 3 (KIPP, 2007), enquanto a rauianina apresenta uma lipofilia

menor.

178



Tabela 4.36: Coeficientes de particdo (log P) Octanol, Myritol®812 e Miristato de

isopropila /Agua para a ricinina.

Log P Log P Log P Log P Log P
Octanol/ Myglyol®812/ Miristato de Oleo de ricino Oleato de
agua agua isopropila / / 4gua isodecila /
agua agua
-0,59 £ 0,05 -0,92 £ 0,03 -1,54 £ 0,08 -0,47 £0,13 -0,87 £ 0,11

Os valores representam a media + o desvio padréo de seis amostras.

Os resultados dos coeficientes de particdo nos cinco 6leos usados
indicam que a ricinina apresenta uma baixa lipofilia, sendo que o maior valor de

coeficientes de particdo da ricinina foi no 6leo de ricino.

4.11- Caracterizacéo fisico-quimica das Nanoparticulas

Todas as nanoformulacdes testadas foram caracterizadas observando
0S seguintes parametros: recuperacao, eficiéncia de encapsulacédo, pH, potencial
zeta e didmetro das particulas.

A medicdo do pH das suspensdes é um parametro importante para
avaliar a estabilidade das nanoparticulas, a alteracdo do pH pode estar relacionada
com a degradacdo do polimero utilizado ou de algum outro componente da
formulagdo. Em um trabalho realizado por SCHAFFAZICK e colaboradores (2002),
verificou-se a reducdo dos valores de pH, num periodo de 3,5 meses em
suspensdes coloidais de nanoparticulas preparadas com PCL. Este fato foi atribuido
a exposicado de maior numero de grupos acidos carboxilicos terminais, em funcéo do
tempo, promovida pela relaxacdo das cadeias poliméricas (processo de
entumessimento). Em outro trabalho (CALVO et al., 1996) foi verificada a diminui¢cao
da massa molar de PCL em suspensdes de nanocapsulas e de nanoesferas, apos 6
meses de armazenamento, com consequente diminuicdo do pH destas formulacoes.

O diametro médio e a polidispersao das particulas das suspensodes
coloidais estdo relacionados com o método de preparacdo e a composi¢cdo quali e

guantitativa das nanoparticulas poliméricas. Geralmente, as nanoparticulas, mesmo
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guando preparadas por diferentes métodos, apresentam diametros médios entre 100
e 300 nm, no entanto, podem ser obtidas nanoparticulas com diametros em torno de
50 a 70 nm (GOVENDER et al., 2000, MULLER et al., 2000, SEIJO et al., 1990).

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual
é influenciado pelas mudancgas na interface com o meio dispersante em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (MOSQUEIRA et al.,
2000). O potencial zeta pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de
suspensdes coloidais. Em modulo, quanto maior o potencial zeta mais provavel que
a suspensado seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras

e essa forca supera a tendéncia natural a agregacao.

4.11.1- Nanoparticulas de xantiletina e rauianina

O método de deslocamento do solvente (nanoprecipitacdo) permite a
preparacdo de nanoesferas e nanocapsulas a partir de uma variedade de polimeros,
tais como, poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA), polilactato (PLA), poli-E-
caprolactona (PCL) e copolimeros do poli &cido latico e do polietilenoglicol (PLA-
PEG). Este método apresenta inimeras vantagens, entre as quais, simples
execucdo da metodologia, envolve um Unico passo, a dispersao da fase organica na
fase aquosa. Além disso, o método utiliza solventes de baixa toxicidade, tais como
acetona e etanol. Adicionalmente, varios trabalhos tém sido publicados sobre a
transposicdo de escala deste método, tendo em vista a producdo a nivel industrial
(GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2005).

Diante de vérias vantagens do método de deslocamento do solvente,
bem como a particular aplicabilidade na incorporacdo de compostos lipofilicos, este
foi o método selecionado no presente trabalho para a preparacdo das
nanoparticulas.

Através do método de nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989), foram
preparadas suspensfes de nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS) contendo
xantiletina e rauianina, utilizando-se polimeros poli-E-(caprolactona) (PCL), poli-p-
(hidroxibutirato) (PHB) e poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA). A estrutura

desses polimeros é mostrada na Figura 4.89.
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Figura 4.89: Estrutura dos polimeros poli-E-(caprolactona) (PCL), poli-B-
(hidroxibutirato) (PHB) e poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA).

Estes polimeros foram escolhidos por suas propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e auséncia de toxicidade. Entende-se por
degradacdo de um polimero toda mudanca deletéria nas propriedades desse
polimero, devido a alteracdo na sua estrutura quimica. Essa mudanca pode ocorrer
através do relaxamento da cadeia polimérica, da quebra da unidade monomérica
localizada na extremidade da cadeia (eroséo) ou ainda através da cisdo aleatoria de
uma ligacdo em alguma posicdo ao longo da cadeia polimérica (degradacéo).
Polimero biodegradavel € o polimero em que a degradacdo é medida, total ou
parcialmente, por um sistema biolégico (RE & RODRIGUES, 2006; NOBES &
MARCHESSAULT, 1999).

Entre os polimeros biodegradaveis, o poli-p-(hidroxibutirato) (PHB) é
um dos que tem atraido mais a atencdo dos pesquisadores. Essa substancia é
produzida por micro-organismos como, por exemplo, a bactéria Alcaligenes
eutrophorus. O polimero é completamente degradado gerando CO, e &gua e é
convertido a biomassa por bactérias, fungos e leveduras. Ha muitas aplicacbes para
esse polimero biodegradavel, seja na industria de embalagens, na agricultura ou na
medicina. A poli(e-caprolactona) (PCL), um poliéster alifatico cuja aplicacdo esta
sendo investigada particularmente nos sistemas de liberagcdo de farmacos. Acredita-
se que, no solo, enzimas extracelulares sejam as responsaveis por quebrar as
extensas cadeias de PCL antes que os microorganismos tenham a capacidade de
assimilar o polimero (ROSA et al., 2000). PLGA é sintetizado por meio da
polimerizagdo via abertura dos dimeros ciclicos de acido glicolico e acido lactico.
Durante a polimerizagéo, as sucessivas unidades monoméricas (de acido glicolico e

latico) séo ligados em PLGA por ligagdes éster, obtendo um poliéster alifatico linear.
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A finalidade dos tensoativos em sistemas nanométricos, € proporcionar
estabilidade aos sistemas nanoparticulados. Sendo assim, o tensoativo de elevado
EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico) evita a sedimentacdo das particulas e a difusédo
da substéncia ativa encapsulada; por sua vez o de baixo EHL € necessario para a
obtencédo de uma populacao de tamanho pequeno e homogéneo (GUTERRES et al.,
1995). Nesse trabalho foi utilizado os tensoativos lecitina de soja, span® 60,
pluronic® F-68 e tween 80.

Iniciou-se os experimentos utilizando a xantiletina e a combinacéo dos
componentes das nanoparticulas baseados na experiéncia do grupo de pesquisa da
Universidade do Porto, Faculdade de Farmacia reportado por TEIXEIRA et al., 2005.
Para o preparo das nanoesferas foi utilizado PLGA e acetona como fase organica.
As nanocapsulas foram preparadas utilizando PLGA, lecitina de soja, Myritol® 812 ou
miristato de isopropila e acetona como fase orgéanica. Em ambas as formulagées
foram utilizadas a solucdo de Pluronic® F-68 como fase aquosa.

Para as nanoesferas de concentragdo 20, 100 e 200 ug/mL obteve-se
eficiéncia de encapsulacdo acima de 89%. J4 para as nanocapsulas na
concentracédo 200, 600 e 1400 pug/mL obteve-se eficiéncia de encapsulacdo acima
de 86%. Embora obtive-se alta eficiéncia de encapsulacdo e particulas estaveis,
resolveu-se testar a composicao utilizada por CRUZ et al., 2006, por se tratar de
formulagcbes com composicdo economicamente mais viaveis. Nessa formulacdo
utiliza-se o PCL, span® 60, acetona como fase organica e solugéo de tween 80 como
fase aquosa. Avaliou-se também a mistura dos polimeros PHB e PCL. O PHB por se
tratar de um polimero com ramificac6es poderia acelerar o processo de degradacéo.
Apesar de ter conseguido uma boa eficiéncia de encapsulagcédo tanto com o PCL
guanto com este em mistura com PHB, descartou-se a possibilidade de usar a
mistura devido a baixa solubilidade do PHB em acetona.

De posse dos resultados de caracterizagdo das nanoparticulas,
chegou-se a composicao da formulacdo em que obtive-se as melhores propriedades
e vantagens foram: PCL, span® 60, oleato de isodecila, acetona e tween 80.
Realizou-se um planejamento experimental com objetivo de investigar a melhor
concentracdo de cada componente na formulacdo, com poucos experimentos,
proporcionando economia de tempo e de reagentes.

A Tabela 4.37 mostra os fatores escolhidos e seus respectivos niveis.
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Tabela 4.37: Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial

Fatores Niveis
-1 0 1
Xantiletina/rauianina
(mg/mL) 1,0 2,0 3,0
PCL (9) 0,05 0,10 0,15
Oleo () 0,0 0,5 1,0

As Tabelas 4.38 e 4.39 representam os resultados da eficiéncia de

encapsulacdo (EE), pH, didametro de particula (DP), potencial zeta (PZ) e

recuperacdo para os 11 ensaios de nanoparticulas de xantiletina e rauianina pelo

planejamento fatorial 23 centrado na média.

Tabela 4.38: Resposta de eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH, diametro de

particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperacdo para os 11 ensaios de

nanoparticulas de xantiletina.

Ensaio/
amostras
NSX1
NSX2
NSX3
NSX4
NCX5
NCX6
NCX7
NCX8
NCX9
NCX10
NCX11

Concentracéo

pg/mL

1000,0
3000,0
1000,0
3000,0
1000,0
3000,0
1000,0
3000,0
2000,0
2000,0
2000,0

PCL (g) Oleo (g) EE (%)

0,050
0,050
0,150
0,150
0,050
0,050
0,150
0,150
0,100
0,100
0,100

0,0
0,0
0,0
0,0
1,0
1,0
1,0
1,0
0,5
0,5
0,5

91,6
74,1
92,3
79,4
98,5
98,3
89,5
97,8
98,5
96,3
96,0

pH

6,18
6,28
5,87
6,12
6,33
6,22
5,97
5,96
5,86
5,97
6,35

DP (nm)

185
178
201
200
295
261
294
283
292
300
310

PZ (MmV)

-26,9
-28,1
-24.,8
-27,0
-27,1
-32,3
-32,4
-32,4
-31,1
-33,1
-34,3

Recup. (%)

95,6
96,7
96,1
100,3
101,8
101,12
98,6
98,7
96,9
99,6
97,7

NS = nanoesferas, NC= nanocéapsulas

183



Tabela 4.39: Resposta de eficiéncia de encapsulacdo (EE%), pH, diametro de
particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperagdo para 0s 11 ensaios de

nanoparticulas de rauianina.

Ensaio/ Concentracdo

amostras /mL PCL Oleo EE (% H DP (nm) PZ (mV) Recup.(%
NSR1 1000,0 0,050 0,0 70,9 6,13 202 -26,5 96,5
NSR2 3000,0 0,050 0,0 76,9 5,96 200 -30,0 102,1
NSR3 1000,0 0,150 0,0 65,8 5,84 199 -29,2 94,3
NSR4 3000,0 0,150 0,0 75,8 5,70 195 -27,2 98,8
NCR5 1000,0 0,050 1,0 91,5 6,25 295 -30,0 97,3
NCR6 3000,0 0,050 1,0 90,6 6,00 291 -30,5 100,3
NCR7 1000,0 0,150 1,0 92,1 5,97 297 -33,6 97,6
NCRS8 3000,0 0,150 1,0 90,9 5,70 311 -26,2 101,5
NCR9 2000,0 0,100 0,5 89,5 6,09 313 -28,9 96,0
NCR10 2000,0 0,100 0,5 92,2 5,95 312 -31,1 97,9
NCR11 2000,0 0,100 0,5 88,8 5,90 305 -30,9 99,7

NS = nanoesferas, NC= nanocépsulas

Os dados referentes a cada resposta (EE%), pH, (DP), (PZ2) e
recuperacado foram processados pelo “software” Microsoft Excel (versao 2007), onde
foram realizados os calculos para obter os efeitos das varidveis e erros dos efeitos.

Em ambos os planejamentos fatoriais, apenas as respostas eficiéncia
de encapsulacdo e diametro de particula deram efeitos significativos. Dessa forma,
as Tabelas 4.40 - 4.43 trazem os efeitos e erros para os fatores estudados no
planejamento fatorial da xantiletina e rauianina tendo como resposta a (EE%) e o
(DP).
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Tabela 4.40: Efeitos e erros para os fatores estudados no planejamento fatorial da

xantiletina tendo como resposta a eficiéncia de encapsulacgéo.

Fatores Estimativa dos efeitos Relagéo t
* erro padréo

Média principal 92,0273+ 0,41 223,6
Xant -5,575 £ 0,96 5,77
PCL -0,875 + 0,96 0,90
Oleo 11,675+ 0,96 12,1
Interacdo 2% ordem

Xant x PCL 3,275 £ 0,96 3,39
Xant x Oleo 9,625 + 0,96 9,97
PCL x Oleo -3,875 + 0,96 4,01
Interagdo 3% ordem

Xant x PCL x Oleo 0,975 + 0,96 1,01

*Os efeitos destacados em vermelho foram significativos pelo teste t.

Tabela 4.41: Efeitos e erros para os fatores estudados no planejamento fatorial da

xantiletina tendo como resposta a diametro de particula.

Fatores Estimativa dos efeitos Relacao t
+ erro padrao

Média principal 254,47 + 2,69 94,59
Xant -13,25+6,31 2,10
PCL 14,75 + 6,31 2,33
Oleo 92,25 + 6,31 14,62
Interacdo 2% ordem

Xant x PCL 7,25+6,31 1,14
Xant x Oleo -9,25 + 6,31 1,46
PCL x Oleo -4,25 + 6,31 0,67
Interacdo 3% ordem

Xant x PCL x Oleo 4,25+ 6,31 0,67

*Os efeitos destacados em vermelho foram significativos pelo teste t.
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Tabela 4.42: Efeitos e erros para os fatores estudados no planejamento fatorial da

rauianina tendo como resposta a eficiéncia de encapsulagéo.

Fatores Estimativa dos efeitos Relagéo t

+ erro padrao

Média principal 84,09 + 0,54 155,3
RAU 3,47 + 1,26 2,737
PCL -1,32 +1,26 1,044
Oleo 18,92 + 1,26 14,91

Interacdo 2% ordem

RAU x PCL 0,92 +1,26 0,729
RAU x Oleo -4,52 + 1,26 3,564
PCL x Oleo 1,77 +1,26 1,398
Interagdo 3% ordem

RAU x PCL x Oleo -1,07 +1,26 0,847

*Os efeitos destacados em vermelho foram significativos pelo teste t.

Tabela 4.43: Efeitos e erros para os fatores estudados no planejamento fatorial da

rauianina tendo como resposta a diametro de particula

Fatores Estimativa dos efeitos Relacdo t

* erro padrao

Média principal 265,45 +1,31 202
RAU 1,00 + 3,08 0,324
PCL 3,50 + 3,08 1,136
Oleo 99,5 + 3,08 32,28

Interagdo 2% ordem

RAU x PCL 4,00 + 3,08 1,298
RAU x Oleo 4,00 + 3,08 1,298
PCL x Oleo 7,50 + 3,08 2,433

Interacdo 3% ordem

RAU x PCL x Oleo 5,00 = 3,08 1,622

*Os efeitos destacados em vermelho foram significativos pelo teste t.
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No planejamento fatorial da xantiletina observou-se que os fatores
xantiletina e 6leo influenciaram na eficiéncia de encapsulagéo. Pelos efeitos pode-se
observar que diminuindo a quantidade de xantiletina, aumenta a EE e aumentando o
Oleo, aumenta a EE. Entretanto a quantidade de xantiletina e 6leo devem estar no
mesmo nivel para que a EE aumente. (Tabela 4.40)

J& para a rauianina o unico efeito observado foi que aumentando o
0leo, aumenta a EE (Tabela 4.42).

Nos dois planejamentos fatoriais o 6leo € um fator importante para o
aumento da eficiéncia de encapsulacdo e valeria a pena manter na maior
concentragdo possivel. Entretanto todas as nanocépsulas que utilizaram 1,0 g de
oleato de isodecila (NCX5, NCX6, NCX7, NCX8, NCR5, NCR6, NCR7 e NCRS8)
apresentaram Oleo livre na superficie, resultante da coalescéncia de goticulas de
6leo quando este ndo se encontra recoberto pelo polimero.

Para ambas as substancias (xantiletina ou rauianina) o efeito mais
pronunciado foi do éleo no diametro das patrticulas. A presenca do 6leo faz com que
o tamanho das particulas aumente aproximadamente 100 nm (Tabela 4.41 e 4.43).

Nas amostras, NSX2 e NSX4 foram observadas a presenca de cristais
de xantiletina, indicando que nestas condi¢cdes a capacidade maxima de carga das
nanoesferas havia sido ultrapassada. No caso das nanoparticulas de rauianina, em
todas as formulacdes utilizando 3000 pg/mL (NSR2, NSR4, NCR6 e NCR8) foram
observadas a presenca de cristais de rauianina, indicando que nessa concentracao
a capacidade maxima de carga das nanoparticulas havia sido ultrapassada.

Além disso, as amostras (NSX1 e NSX3) e (NSR1 e NSR3) em
concentracfes acima de 1500 pg/mL e 1000 pug/mL, respectivamente, ja verificavam
a presenca de cristais. Assim, descartou-se a possibilidade de trabalhar com
nanoesferas, pois em ambos 0s casos, a capacidade maxima de carga destas eram
menores que nas nanocapsulas.

De posse dos resultados dos planejamentos fatoriais e das
observacdes, resolveu-se em ambos 0s casos, trabalhar no maior nivel para todos
os fatores. Entretanto era preciso diminuir a quantidade do 6leo. Assim, preparou-se
nanocapsulas vazias com diferentes volumes de nucleo oleoso (0,5; 0,6; 0,7 e 0,8

g). Todas as nanocipsulas preparadas foram submetidas a centrifugacdo. As
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amostras correspondentes as nanocapsulas preparadas com 0,7 e 0,8 g de oleato
de isodecila apresentaram pouco estaveis, observando-se 6leo livre na superficie.

Estes resultados sugerem que 0,6 g constitui 0 maximo de oleato de
isodecila possivel de ser usado para obtencdo de nanoparticulas estaveis,
considerando 150 mg de polimero.

Realizou-se experimentos aumentando a quantidade de xantiletina e
rauianina adicionada ao nucleo oleoso das nanocépsulas até verificar a ocorréncia
de precipitacdo. Com essa finalidade foram preparadas diferentes formulacdes de
nanocapsulas contendo xantiletina (3000 e 3300 pg/mL) e rauianina (2000, 2250 e
3000 pg/mL). Para tal fixou-se as quantidade do polimero (150 mg), dos agentes
tensoativos (100 mg de span 60 e tween® 80) e do 6leo (0,6 mL de oleato de
isodecila). Para as nanocapsulas de xantiletina na concentracdo igual ou superior a
3300 pg/mL observou-se a presenca de cristais, jA no caso das nanocapsulas de
rauianina as formulacdes preparadas com uma concentracdo 2250 pg/mL foi
detectada a presenca de cristais 0 que indica que, nestas condi¢des, a capacidade
maxima de cargas das nanocapsulas foram ultrapassadas.

A eficiéncia de encapsulacdo de uma substancia em nanocapsulas
poliméricas depende da sua solubilidade no nucleo oleoso (GUTERRES et al.,
1995). No presente estudo, os valores de eficiéncia de encapsulacdo da xantiletina e
rauianina apresentaram-se proximas (> 89%). No entanto, € importante ressaltar que
a concentracdo final de xantiletina nas nanocapsulas (3000 pg/mL) é 1,5 vezes
maior que a concentracdo final de rauianina (2000 pg/mL). Este resultado é
consequéncia da maior solubilidade apresentada pela xantiletina no nucleo oleoso
das nanocapsulas constituido por oleato de isodecila (Tabelas 4.34 e 4.35).

Estabelecidas as melhores condi¢cdes, fez-se um segundo
planejamento fatorial agora levando em conta os fatores tensoativos que séo fatores
que exercem menor influéncia sobre as caracteristicas das nanoparticulas.

As Tabelas 4.44 e 4.45 representam os resultados da eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), pH, didmetro de particula (DP), potencial zeta (PZ) e
recuperacdo para os 4 ensaios de nanoparticulas de xantiletina e rauianina pelo

planejamento fatorial 22.
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Tabela 4.44: Resposta de eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH, diametro de
particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperacdo para 0s 4 ensaios de

nanocapsulas de xantiletina.

Span 60 Tween 80

Ensaio m m EE (% H DP (nm) P.Z(mV) Recup. (%
NCX12 50 50 99,05 5,33 324 -29,33 102,69
NCX13 150 50 99,42 6,08 280 -35,05 97,23
NCX14 50 150 98,44 5,66 300 -25,39 103,99
NCX15 150 150 98,11 6,10 307 -32,09 91,64

Tabela 4.45: Resposta de eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH, diametro de
particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperacdo para 0s 4 ensaios de

nanocapsulas de rauianina.

Span 60 Tween 80 Zeta
Ensaio (mg) (mg) EE (%) pH DP (nm) (mV) Recup. (%)
NCR12 50 50 99,01 6,21 297,7 -28,07 101,14
NCR13 150 50 99,62 5,88 298,3 -33,35 96,67
NCR14 50 150 97,62 5,69 307,0 -24,28 93,55
NCR15 150 150 97,46 6,16 295,0 -32,77 110,02

Tratando-se os dados para ambas as substancias (xantiletina ou
rauianina) verificou-se que ndo houve diferenca significativa nos efeitos na avaliacéo
da eficiéncia de encapsulacdo, pH, diametro de particula, potencial zeta e
recuperacao para os diferentes niveis avaliados. Dessa forma resolveu-se trabalhar
utiizando o menor nivel de tensoativos (50 mg), que confere estabilidade as
nanoparticulas de xantiletina e rauianina sendo ecologicamente recomendado.

As nanocapsula de xantiletina (3000 pg/mL) e rauianina (2000 pg/mL)
finais (150 mg de PCL, 0,6 g de oleato de isodecila, 50 mg de span 60 e tween 80)
foram avaliadas quando a morfologia, estudos de estabilidade: tempo de
armazenamento, degradacdo acelerado na luz UV, degradacdo térmica (65 °C),
estudo de liberacdo in vitro e ensaios biolégicos realizados sobre as formigas

cortadeiras e seu fungo simbionte.

189



4.11.1.1 - Morfologia

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) ou de transmissao
(MET) tém sido muito empregadas na obtencédo de informacgdes relativas a forma e
ao tamanho das nanoparticulas.

A avaliacdo da morfologia das nanoparticulas de PCL foi realizada
utilizando a microscopia eletrénica de varredura (MEV).

A Figura 4.90 mostra fotomicroscopia de uma nanocépsula (A) e
nanoesferas (B) de PCL contendo xantiletina. Nessas fotomicroscopia pode-se notar
a diferenca na organizagdo estrutural entre as nanocapsula e nanoesferas. As
nanocapsulas (A) sédo constituidas por um ndcleo oleoso revestido por uma camada
polimérica sélida, j& as nanoesferas (B) sdo formadas por uma matriz polimérica

sélida, onde o principio ativo pode ficar retido ou adsorvido nesta.

AccV Spot Magn Det WD Exp F———— 100nm AccY Spot Magn Det WD Exp F— 1m
5.00kV 2.0 200000x SE 94 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 16.0kV 3.0 20000x SE 96 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 4.90: Fotomicroscopias obtidas por MEV, a partir das suspensfes de

nanocapsulas (A) e nanoesferas (B) de PCL contendo xantiletina.

Ao depositar-se as suspensdes de nanoparticulas no porta amostra,
com a evaporacdo da agua, observa-se a formacdo de um filme polimérico
resultante do agrupamento das nanoparticulas. A analise da superficie destes filmes
evidencia a presenca de nanoparticulas esféricas. A Figura 4.90 mostra as
fotomicroscopias de nanocapsulas e nanoesferas de xantiletina.

As formulacdes desenvolvidas, com xantiletina e rauinina de
nanocapsulas e nanoesferas, se apresentaram com diametros médios de 300 nm e
200 nm, respectivamente. A analise por MEV permitiu confirmar estes resultados e

possibilitou a observacédo de formas esféricas das nanoparticulas em suspensdes de
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xantiletina e rauianina (Figuras 491 e 4.93, respectivamente). Resultados
semelhantes de didmetro de particulas foram também reportados para nanocapsulas
e nanoesferas de PCL contendo indometacina ou éster etilico de indometacina
(CRUZ et al., 2006). E importante salientar que os diametros médios das
nanoparticulas vazias ndo diferiram significativamente do apresentado para as

nanocapsulas de xantiletina e rauianina.

¢

- - i ~
AccV Spot Magn Det WD Exp ——— 1 AccV Spot Magn Det WD Exp — 2 um
5.00kv 30 25000x SE 95 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 5.00kv 30 125600x SE 95 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG
3 £y - S
5 e =

Figura 4.91: Fotomicroscopias obtidas por MEV, a partir das suspensfes de

nanocapsulas (A) e nanoesferas (B) de PCL contendo xantiletina.

As suspensfes coloidais ndo possuem tendéncia a separagdo de
fases, pois 0 processo de sedimentacdo, nesses casos, € lento sendo minimizados
pelo movimento Browniano. Entretanto, com o tempo, pode ocorrer a aglomeragao
das nanoparticulas acompanhada de sedimentacao.

O uso industrial das nanoparticulas em suspensao se torna limitada por
periodos longos de armazenamento, devido aos problemas de estabilidade fisico-
quimico, tais como agregacdo das particulas, a estabilidade quimica do principio
ativo, do polimero e outros componentes da formulacdo. Além disso, as
nanoparticulas em suspensdo podem apresentar uma liberacdo prematura do
principio ativo e a proliferacdo microbiana.

Dessa forma esses problemas fisico-quimicos e microbiol6gicos podem
ser evitados através da secagem das suspensdes coloidais. A técnica de secagem
por nebulizagdo (spray-drying) tem sido aplicada na secagem de suspensdes de
nanoparticula (MULLER et al., 2000)
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A secagem por nebulizacdo, em equipamento de Spray-dried, consiste
na passagem da suspensdo de nanoparticulas, através de um orificio atomizador,
para a camara de secagem sob a forma de goticulas, em co-corrente, contracorrente
ou fluxo misto de ar quente, que promove a rapida secagem das goticulas. As
particulas sélidas secas sdo, separadas e recolhidas, podendo apresentar-se sob a
forma de pos finos, granulados ou aglomerados (POMBEIRO, 1998; BROADHEAD
et al,, 1992). Utillizando esta metodologia, a partir de suspensdes aquosas de
nanoparticulas pode-se obter produtos em pé.

As Figuras 4.92 e 4.94 mostram as fotomicroscopias de nanocapsulas
e nanoesferas secas de xantiletina e rauianina, respectivamente. Nessas
fotomicroscopias podem-se perceber as nanoparticulas adsorvidas a superficie do
adjuvante de secagem (dioxido de silicio coloidal), apés a secagem das suspensdes

atraves de nebulizagéo.

&7 Wl N . A :
AccY SpotMagn Det WD Exp T—| 200 pm
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Figura 4.92: Fotomicroscopias obtidas por MEV, a partir das nanocapsulas secas (A)

e nanoesferas secas (B) de PCL contendo xantiletina.
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Figura 4.93: Fotomicroscopias obtidas por MEV, a partir das suspensdes de
nanocapsulas (A) e nanoesferas (B) de PCL contendo rauianina.
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Figura 4.94: Fotomicroscopias obtidas por MEV, a partir das nanocapsulas secas (A)

e nanoesferas secas (B) de PCL contendo rauianina.

4.11.1.2- Estudos de estabilidade:

A estabilidade é definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante
0 qual um composto ativo ou mesmo a matéria-prima considerada, isoladamente,
mantém dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e
uso, as mesmas condi¢des e caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacéo (VADAS, 2000).

Diversos fatores podem alterar a estabilidade das suspensdes coloidais
como, por exemplo, a adsor¢cado de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas,
presenca de tensoativos adsorvidos e a estabilidade quimica dos polimeros

formadores dos coloides.
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Fatores extrinsecos, tais como temperatura, radiacéo, luz, ar, umidade
e local de acondicionamento e fatores intrinsecos, tais como incompatibilidades, pH,
hidrolise, racemizacao e oxidacao também alteram a estabilidade.

Na busca de conhecimento sobre como fendmenos extrinsecos podem
afetar no armazenamento das suspensdes coloidais, foram avaliados os efeitos da
temperatura e exposicéo ultravioleta sobre as nanoformulacdes.

O potencial zeta, tamanho de particula, a distribuicdo da massa molar
do polimero, o teor do principio ativo e o pH sdo geralmente os parametros fisico-
quimicos que podem ser utilizados para avaliar a estabilidade das suspensdes
coloidais poliméricas (CALVO et al., 1996; FESSI et al.,, 1989; GUTERRES et al.,
1995).

4.11.1.2.1- Tempo de armazenamento

As nanoparticulas coloidais apresentam tendéncia para sofrer
agregacédo ao longo do tempo, em especial quando séo conservadas sob a forma de
dispersbes aquosas, dessa forma, avaliou-se as dimensfGes das nanoparticulas
durante o armazenamento, a 4 °C durante 4 meses, com 0 objetivo de estudar a
estabilidade fisica (BALA et al., 2004, BODMEIER & MAINCEINT, 1998,
MAGENHEIM & BENITA, 1991).

Durante este tempo e nas condi¢cdes estudadas, ndo se verificou
diferenca significativa do diametro médio das nanocépsulas de xantiletina (NCXant)
e de rauianina (NCRau) (Figura 4.95).
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Figura 4.95: Variacdo do diametro médio das nanocapsulas de xantiletina (NCXant)
e de rauianina (NCRaui), ), em nanocépsulas armazenadas a 4°C durante 4 meses.
Cada barra representa os valores da média + desvio padrdo de trés lotes de

nanocapsulas.

De maneira semelhante ao didmetro de particulas, o potencial zeta das
nanoparticulas poliméricas também pode sofrer alteracbes durante o tempo de
armazenamento, em resultado da degradacdo de alguns dos componentes da
formulacdo. Novamente, ndo se verificou variacdes significativas nos valores do
potencial zeta (Figura 4.96).
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Figura 4.96: Variacdo do potencial zeta das nanocapsulas de xantiletina (NCXant) e
de rauianina (NCRaui), em nanocépsulas armazenadas a 4°C durante 4 meses.
Cada barra representa os valores da média + desvio padrdo de trés lotes de
nanocapsulas.
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A medida do pH é um dado importante na avaliacdo da estabilidade de
sistemas coloidais. Alteracbes neste parametro podem estar relacionadas a
degradacéo do polimero, uma vez que, a relaxacdo das cadeias poliméricas de PCL
poderia ocasionar uma exposicdo de um maior numero de grupos acidos
carboxilicos terminais, assim como o pH levemente &cido poderia ocasionar a
hidrolise do poliéster, o que alteraria o pH das suspensfes (LOPES et al., 2000,
SCHAFFAZICK et al., 2002).

Nesse trabalho, os valores de pH para nanocapsulas de xantiletina e
raunianina foram obtidos durante 4 meses de armazenamento (4 °C) néo
demonstrando uma significativa variagdo. Ou seja, nas condicdes em que foram
realizados os ensaios, ndo houve degradacao perceptivel do polimero (PCL) ou de

qualquer outro componente das nanocapsulas (Figura 4.97).
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Figura 4.97: Variagcdo do pH das nanocapsulas de xantiletina (NCXant) e de
rauianina (NCRaui), em nanocdpsulas armazenadas a 4°C durante 4 meses. Cada
barra representa os valores da média * desvio padrdo de trés lotes de

nanocapsulas.

As nanocapsulas de xantiletina e rauianina conservaram seus aspectos
visuais quase inalterados. Nao foi observado o surgimento de suspensdes cremosas
ou com odleo livre a superficie. No final dos 3 més, verificou-se a presenca de
pequenos cristais nestas suspensdes. De acordo com a literatura, a obtencéo destes

cristais estd associado a formacdo de nanocristais da substancia encapsulada,
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durante a preparagdo das nanocépsulas que, durante o armazenamento, tendem a
crescer e a precipitar (GUTERRES, et al., 1995; SCHAFFAZICK, et al., 2002).

4.11.1.2.2- Degradacéao acelerado na luz UV

Comumente, o principio ativo, quando aplicado em campo, se encontra
diretamente exposto a irradiagao solar, temperatura e umidade sendo este ambiente,
totalmente favoravel a sua degradacdo. Os processos de degradacdo podem ser
rapidos ou lentos, podendo refletir ou ndo nas caracteristicas inseticidas. Estas
alteracbes podem levar a perda parcial ou total da atividade ou a formacdo de
produtos cuja toxicidade é elevada. Desta forma, mecanismos de protecdo séo
fundamentais para o pleno funcionamento de inseticidas e/ou fungicidas.

Estudos de estabilidade acelerada por Ultravioleta foram realizados na
Céamara de degradacdo (UVA-UVB) sendo monitorados pelo contetdo de xantiletina
ou rauianina. Nestes estudos foram avaliados o ganho de estabilidade fotoquimica
destas substancias pela técnica de nanoencapsulacdo. Foram comparadas
amostras de xantiletina ou rauianina nanoencapsuladas com estas “in natura” (livres
em solugdo). Um controle foi preparado mantendo amostras de xantiletina ou
rauianina livres em solucdo e nanoencapsuladas, dentro da camara, porém revestida
ao abrigo da luz. As amostras foram analisadas no inicio do estudo (t=0) e durante
um periodo de 7 horas. Nado foi observado fenbmenos de degradacdo para as
amostras (xantiletina ou rauinina) protegida da irradiacao ultravioleta.

Analisando a Figura 4.98, observa-se que a xantiletina (sem nenhum
mecanismo de protecao) foi completamente degradada nos primeiros trinta minutos
de ensaio, ja a xantiletina encapsulada teve uma degradacdo mais lenta.

A Figura 4.99 apresenta o perfil de degradac¢ao da rauianina “in natura”
(sem nenhum mecanismo de protecdo) e encapsulada. Diferentemente da
xantiletina, a rauianina livre se degrada mais lentamente. A diferenga na velocidade
de degradacdo da rauianina livre e encapsulada é bastante consideravel. Ao final de
7h de ensaio, observou-se 73,1% de rauianina in natura degradada e apenas 20%
guando esta foi encapsulada.

Estes resultados disponibilizam a técnica de preparacdo de
nanoparticulas de PCL como um procedimento que pode ser aplicado no aumento

da estabilidade ultravioleta de xantiletina e raunianina.
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Figura 4.98: Estudo de degradacdo da luz da xantiletina livre (Xant. Livre) e
encapsulada (NC de Xant). Cada barra representa os valores da média + desvio

padrao de trés lotes de nanocapsulas.
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Figura 4.99: Estudo de degradacdo da luz da rauianina livre (Rau. Livre) e
encapsulada (NC de Rau). Cada barra representa os valores da média + desvio

padréo de trés lotes de nanocapsulas.
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4.11.1.2.3- Degradacéo térmica (65 °C)

O estudo da degradacdo térmica foi conduzido condicionando trés
amostras de nanocapsulas de xantiletihna ou rauianina em estufa térmica,
previamente ambientada e com temperatura média constante de 65 + 2°C.

As analises de xantiletina e rauianina livres, referentes a um periodo de
24 horas, apresentaram uma ligeira reducédo nos teores de aproximadamente 6 %.
Ja para estes compostos encapsulados, ndo houve alteracdes significativas nos
teores (Figuras 4.100 e 4.101). Este resultado € significativo para amostras
submetidas a estresses momentaneos de temperatura durante um periodo de

armazenagem, transporte, processo ou exposicdo em campo.
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Figura 4.100: Estudo de degradacdo da temperatura (65 °C) da xantiletina livre
(Xant. Livre) e encapsulada (NC Xant). Cada barra representa os valores da média +

desvio padréo de trés lotes de nanocéapsulas.
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Figura 4.101: Estudo de degradacao da temperatura (65 °C) da rauianina livre (Rau.
Livre) e encapsulada (NC Rau). Cada barra representa os valores da média *+ desvio

padrdo de trés lotes de nanocapsulas

4.11.1.3- Estudo da liberacgéo in vitro

A liberacdo do principio ativo a partir de nanoparticulas poliméricas
depende de alguns fatores, tais como dessor¢éo do principio ativo na superficie das
particulas; difusdo do principio ativo através da matriz das nanoesferas; difusdo
através da parede polimérica das nanocapsulas; da erosdo fisico-quimica ou
microbiana da matriz polimérica ou da combinacdo de dois ou mais processos
(SOPPIMATH et al., 2001).

Algumas técnicas tém sido utilizadas no estudo da cinética de liberagdo
in vitro, tais como difusdo em sacos de dialise (CALVO et al., 1996) e separac¢ao
através ultracentrifugacdo (GREF et al., 2001), filtracdo a baixa pressao
(MAGENHEIM at al., 1993) ou ultrafiltracao-centrifugacao (LOPES et al., 2000).

Os perfis de liberagdo permitem determinar o mecanismo de
associagao do principio ativo (farmaco, inseticida ou fungicida).

Os perfis de liberacdo da xantiletina e rauianina a partir das
formulagbes de nanocépsulas de PCL desenvolvidas no presente trabalho séo
apresentados nas Figuras 4.102 e 4.103, respectivamente. O experimento foi
realizado em condi¢cbes sink, evitando-se deste modo a interferéncia da baixa

hidrossolubilidade destes compostos nos resultados obtidos.
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Apesar de se verificar, para os dois sistemas coloidais, uma liberacao
inicial rapida, observa-se que entre a primeira hora e o fim do experimento houve
uma diferenca significativa entre os perfis de liberacdo. Ao fim de 48 horas de ensaio
verificou-se a difusdo de 60% de xantiletina e 81% de rauianina do meio para o
interior dos sacos de dialise. As diferencas verificadas nos perfis de liberacao entre a
xantiletina e rauianina pode ser decorrente do coeficiente de particdo entre a fase
oleosa (oleato de isodecila) e o meio de liberacdo (agua) como reportado na
literatura para outros farmacos (CALVO et al., 1996, LOSA et al., 1993, MARCHAIS
et al., 1998).

A maior afinidade da xantiletina pelo 6leo pode explicar e ser a
responsavel pela liberacdo mais lenta quando comparada a liberacdo da rauianina.
Alguns autores relatam que a liberacéo bifasica, rapida liberacéo inicial, seguida por
uma fase de liberagdo muito lenta, pode estar relacionada com uma quantidade de

principio ativo adsorvido a superficie das nanoparticulas (FRESTA et al., 1996).
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Figura 4.102: Perfil de liberagdo in vitro da xantiletina a partir da dispersdo de
nanocapsulas seguida da sua difusdo através do saco de didlise. A concentracédo
tedrica da dispersdo é de 36 pug/mL. Cada ponto representa a média de trés lotes

diferentes de nanocapsulas.
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Figura 4.103: Perfil de liberacdo in vitro da rauianina a partir da disperséo de
nanocapsulas seguida da sua difusdo através do saco de dialise. A concentracéo
tedrica da dispersdo é de 59 ug/mL. Cada ponto representa a média de trés lotes

diferentes de nanocapsulas.

4.11.2- Nanoparticulas de ricinina

Devido a dificuldade em encapsular a ricinina, foram investigadas as
técnicas de nanoprecipitacdo, Dupla-Emulsdo, Gelificacdo ibnica e deposicédo
interfacial/deslocamento do solvente, visando uma maior eficiéncia de encapsulacéo.

Todas as formulacBes testadas foram caracterizadas conforme a
eficiéncia de encapsulacéo (EE), pH, diametro de particula (DP), potencial zeta (PZ)
e recuperagao.

Os experimentos de encapsulacdo da ricinina iniciou-se utilizando a
técnica de nanoprecipitacdo de um polimero pré-formado (FESSI et al. 1988a e b,
1989). Foram preparadas suspensdes de nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS)
utilizando PLGA em acetona como fase organica no preparo das nanoesferas e
PLGA, lecitina de soja, Myritol® 812 ou miristato de isopropila, 6leo de ricino em
acetona no caso das nanocapsulas. Em ambas as formula¢des foram utilizadas a
solucao de Pluronic® F-68 na fase aquosa (TEIXEIRA et al., 2005).

As nanoesferas desenvolvidas apresentaram diametro médio inferiores
160 nm e carga superficial negativa, com valores de potencial zeta compreendidos

entre -35 mV e -40 mV. Todavia, utilizando esta técnica, os resultados da
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incorporacgao da ricinina em nanoesferas de PLGA exibiram uma baixa eficiéncia de
encapsulacdo com valor médio de 15,24 £+ 0,02% na concentracdo de 100 ug/mL.
Essa baixa eficacia de encapsulagéo pode ser explicada pelo fato de que o principio
ativo apresenta baixa afinidade com o polimero. Assim, ricinina teve tendéncia de
difundir da fase organica para a fase aquosa durante a formacéo das nanoesferas, o
que leva a baixos valores de eficiéncia de encapsulacgéo.

O melhor resultado de eficiéncia de encapsulagéo foi encontrado para
nanocapsulas com valores médios de 38,81 + 0,24 % (64,58 + 0,98 pg/mL) na
formulacdo com ntcleo oleoso contendo myglyol ®812. Formulaces com nucleo
oleoso de 6leo de ricino apresentou uma eficiéncia de encapsulamento de 34,21 +
1,68% (108,08 + 2,42 pg/mL). Essa quantidade de ricinina incorporada ligeiramente
maior para nanocépsulas usando 6leo de ricino pode ser explicada pelo coeficiente
de particdo do Oleo de ricino/agua ser ligeiramente maior, demonstrando uma maior
afinidade da ricinina por esse ntcleo oleoso em relacéo aos outros testados, Myritol®
812 ou miristato de isopropila. Nanocépsulas preparadas com miristato de isopropila
apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo inferior a 25%. O diametro médio
dessas particulas foram menores a 260 nm e valores de potencial zeta variando
entre -36 mV e -40 mV.

Com objetivo de melhorar a eficiéncia de encapsulagdo e diminuir o
custo das formulacdes, testou-se a composicdo proposta por CRUZ et al., 2006.
Nessa formulacdo utilizou-se o PCL, span 60 e acetona como fase organica e
solucdo de tween 80 como fase aquosa. O oleato de isodecila ou 6leo de ricino
foram utilizados no preparo das nanocépsulas.

Os resultados do diametro de particula (237,5+ 7,32 nm para
nanocapsulas e 155,1 + 3,67 nm para as nanoesferas), potencial zeta (-31,28 + 0,32
nm para nanocapsulas e -28,35 + 1,67 nm para as nanoesferas) e pH (6,6 = 0,09
para nanocépsulas e 6,48 + 0,05 para as nanoesferas) ficaram dentro dos valores
esperados. Entretanto eficiéncia de encapsulacdo continuou ndo sendo satisfatoéria,
nao ultrapassando a 12%.

Segundo GOVENDER et al., 1999 acidos graxos, por exemplo, o acido
ladrio (C12H2407) e o éacido caprilico (CgHi1602), podem ser empregados para
aumentar a eficiéncia de encapsulacédo de drogas hidrofilicas catibnicas. Os grupos
carboxilas dos acidos poderiam complexar com substancia catiénica por interacoes
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ibnicas e como o0s 4cidos sao insoluveis na fase aquosa, coprecipitaria com PCL
diminuindo a migragao da droga para a fase aquosa, assim aumentando a taxa de
encapsulacdo. Apesar da ricinina ser uma molécula neutra, varia¢cdes no pH do meio
pode levar a formas protonadas da mesma ou sua hidrdlise. Assim, testou-se 0s
acidos laurico e caprilico em diferentes concentracdes no preparo de nanoesferas. O
tamanho médio das nanoesferas variou de 128 nm a 144 nm e os valores de
potencial zeta variaram de -18 mV a - 32 mV. Com o uso dos acidos, obteve-se um
aumento na eficiéncia de encapsulacéo, entretanto essa néao ultrapassou 24 %.

Nessa etapa do trabalho recorreu-se a outra ferramenta utilizada por
GOVENDER et al., 1999, baseada no uso de solucdo tampao para o preparo das
nanoparticulas. O uso do tampao tem o intuito de diminuir a solubilidade do farmaco
na fase aquosa assim for¢cando sua co-precipitacdo com o polimero ao formar as
nanoesferas.

Diferentes tampdes (glicina, carbonato e fosfato) e pH foram testados.
O tamanho médio das nanoesferas variou de 151 nm a 164 nm e os valores de
potencial zeta entre - 33 mV a - 42 mV. Dos tampfes testados os melhores
resultados foram obtidos com o tamp&o carbonato (0,2 mol L) em pH 10,6 e
tampao fosfato (0,2 mol L) em pH 8,38 com eficiéncias de encapsulacdo de 28,54 +
2,59% e 25,39 + 1,9 %, respectivamente. Novamente os resultados obtidos nao
foram satisfatorios ficando aquém dos obtidos para a técnica de nanoprecipitacao.
Além disso, as suspensdes de nanoesferas utilizando tampdo se mostraram muito
instaveis onde, em apenas 48 horas era possivel notar a formacéo de precipitado no
fundo dos recipientes.

Solucdes aquosas de CaCl, na razdo molar de (1:1, 2:1, 4:1 e 6:1) com
a ricinina, também foram utilizadas para substituir a fase aquosa, afim de reduzir a
solubilidade do principio ativo nessa fase e aumentar a eficiéncia de encapsulagao.
Novamente, a eficiéncia de encapsulacéo foi inferior a 20%.

Diante dos testes e resultados obtidos com o método de
nanoprecipitacdo, resolveu-se testar o método de dupla-emulsdo de solvente
(emulsificacdo-evaporacdo do solvente) agual/éleo/agua (A/O/A) (BLANCO &
ALONSO, 1997; TEWES et al.,, 2007). As nanoesferas do tipo A/O/A (emulséo
multipla) sdo preparadas a partir de uma emulsdo A/O, adicionando-se uma solugéo

aquosa contendo o principio ativo a uma solucdo de um solvente organico apolar
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(acetato de etila ou diclorometano) contendo um polimero. A emulsédo formada é
dispersa em uma fase aquosa contendo um tensoativo, assim formando a emulséo
multipla. Este método tem sido utilizado com sucesso na incorporacdo de
substancias hidrossoluveis. As nanoparticulas desenvolvidas apresentaram diametro
médio inferiores 200 nm e carga superficial negativa, com valores de potencial zeta
compreendidos entre -39 mV e -42 mV. Entretanto a eficacia de incorpora¢do nao
ultrapassou a 18%.

Em 2009, COHEN-SELA e colaboradores propuseram um novo método
de dupla emulsédo utilizando CaCl, na fase aquosa (fase 3) como contra-ion do
principio ativo, afim de reduzir a solubilidade do mesmo nessa fase e aumentar a
eficiéncia de encapsulacdo o nucleo aquoso (fase 1). Utilizando os recursos desses
autores com algumas modificacdes, os resultados mostram que com o aumento da
quantidade de cloreto de calcio adicionado nas formulagdes houve uma melhoria na
eficiéncia de encapsulamento. Utilizando 6,5 mg/mL de CaCl;, na fase aquosa (fase
3) obteve-se 31,62 + 1,36 % de eficiéncia de encapsulacao.

Outro método investigado foi o de gelificacdo idnica utilizando a
guitosana como polimero de trabalho (CALVO et al., 1997). A quitosana (CS) (Figura
4.104), polissacarideo obtido pela hidrélise alcalina da quitina derivada de casca de
artrépodes, age como floculante em tratamentos de efluentes liquidos e como resina
guelante na remocdo de metais pesados. Este polissacarideo vem sendo estudado
como uma possivel matriz para o desenvolvimento dos métodos de liberacéo
controlada, pois esta mantém forma de gel em pH baixos, sendo a liberacdo do
agente bioativo retardada nesta condi¢cdo, podendo haver uma liberacdo constante
(BODMEIER et al.,, 1989). A quitosana apresenta biocompatibilidade e baixa
toxicidade. Formulacfes revestidas por quitosana se comportam como geéis em
solucdes de baixo pH e sdo adequados para liberacdo de substancias sollveis em
agua. O método de gelificacdo idnica tem atraido muita atencao por ser um processo
muito simples. O método baseia-se na complexagcdo de moléculas com cargas
opostas. O tripolifosfato (TPP) (Figura 4.105), um polianion, interage com a
quitosana catibnica (em meio acido) por forcas eletrostaticas (KAWASHIMA et al.,
1985 a e b). Resumidamente, no método de gelificacdo id6nica, a quitosana é
dissolvida em solugédo aquosa acida para obter a quitosana cationica. A solucdo de

TPP polianiénico é entdo adicionada a solucdo de quitosana catibnica. Devido a
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complexacao entre espécies de cargas opostas, a quitosana sofre gelificacao idnica
e precipita para formar particulas esféricas. Diferentes razdes molares entre TPP/CS
foram estudadas no intuito de preparar esferas contendo ricinina com maior
eficiéncia de encapsulacdo. Entretanto, em todas as formulacfes a eficiéncia de
encapsulacdo ndo ultrapassou 15%. As nanoesferas desenvolvidas apresentaram
didmetro médio inferiores 300 nm e carga superficial positiva, entre +37 mV e +41
mV.

NH, % NHCOCH;

Figura 4.104: Estrutura da quitosana.
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Figura 4.105: Estrutura do tripolifosfato (TPP).

Diante desses resultados, foi necessario desenvolver uma nova
metodologia para a encapsulacéo da ricinina. O novo método consistiu em preparar
uma primeira solucdo dissolvendo o0 polimero em um solvente (acetona)
parcialmente miscivel em agua. Esta solucdo foi vertida sob agitacdo magnética
moderada e fluxo controlado sobre uma nanoemulséo pré-formada de 6leo/agua. A
nanoemulsdo pode ser preparada pela homogeneizacao sob agitacdo vigorosa dos
constituintes da fase interna, neste caso 6leo, principio ativo e tensoativo de baixo
EHL. Vertendo-se a fase organica sobre a nanoemulsao, ocorreu da dispersao do
solvente na fase aquosa com a precipitacdo do polimero na interface agua
nanoemulséo.

Uma terceira fase contendo o tensoativo de alto EHL foi entdo
adicionada a suspensédo coloidal. A principal funcdo da terceira fase foi adicionar

tensoativos na superficie das nanoparticulas melhorando a dispersdo coloidal e
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estabilidade. A adigdo de excesso de agua, também favoreceu a difusdo do solvente
e 0 posicionando o polimero na interface 6leo/agua. Com a evaporacao do solvente
e do excesso de agua em evaporador rotativo foi completada a formacdo das
nanocapsulas. O tensoativo se localizou na interface nanocapsula/agua
estabilizando o sistema.

Os resultados obtidos para a caracterizacdo destas nanocapsulas
estdo dispostos na Tabela 4.46. Como se pode observar através desse novo
meétodo, foram alcancados valores de eficiéncia de encapsulacéo proximos de 85%
para as formulac6es de nanocapsulas de ricinina preparadas com concentracdes de
1.500 pg/mL.

Tabela 4.46: Resultados de eficiéncia de encapsulacdo (EE), pH, diametro de
particula (DP), potencial zeta (PZ) e recuperagdo para as nanocapsulas de ricinina
pelo novo método de deposicao interfacial/deslocamento do solvente..

Amostra e o, pH DP (hm) PZ(mV)  Recup.(%)

NCricinina 84,85+ 2,2 6,01 +0,2 229,5+27 -25,42 + 3,7 9157

Essa formulacéo foi avaliada quanto a morfologia, estudo de liberacéo
in vitro e ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte.

As nanocapsulas apresentaram diametros médios de 229, 5+ 2,7nm. A
analise por MEV permitiu confirmar estes resultados e possibilitou a observacao de

formas esféricas nas nanocapsulas de ricinina (Figuras 4.106).
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Figura 4.106: Fotomicroscopia de suspens@es coloidais de nanocépsulas obtidas por
MEV, contendo ricinina. As nanocapsulas foram obtidas pelo método proposto por

deposicao interfacial/deslocamento do solvente.

A Figura 4.107 mostra as fotografias de nanocapsulas secas por spray-Dried
de PCL contendo ricinina. Na figura 4.106B pode-se notar as nanocapsulas
adsorvidas a superficie do dioxido de silicio coloidal usado como suporte de

secagem.

Blccv SpotMagn Det WD Exp 1 20um ®  AccV SpotMagn Det WD Exp F—— 2ym
W5 00kv 3.0 1000x SE 11.0 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 5.00kvV 3.0 10000x SE 93 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Figura 4.107: Fotomicroscopia obtidas por MEV, a partir das nanocépsulas secas
PCL contendo ricinina pelo novo método de deslocamento do solvente/deposicéo
interfacial.

Os perfis de liberacdo da ricinina a partir das formulacdes de
nanocapsulas de PCL (NCricinina) obtidas pelo novo método de deslocamento do

solvente/deposicéao interfacial, sdo apresentadas nas Figuras 4.108.
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Diferentemente dos perfis de liberacdo da xantiletina e rauianina, a
liberagcdo foi bastante acelerada. Ao fim de 30 minutos a quantidade de ricinina
liberada a partir das nanocapsulas foi de 50 %. Com 24 horas de ensaio, verificou-se
a difusdo da totalidade de ricinina do meio para o interior dos sacos, através das
membranas de dialise.

A maior afinidade da ricinina pela agua pode explicar a liberacdo mais
rapida, quando comparada a liberacdo da xantiletina e rauianina. Uma das propostas
de liberacédo pode ocorrer via 0 intumescimento, ou seja, inchaco do polimero com a

dgua em condi¢cbes sink possibilitando a migracdo da ricinina para o meio de

disperséo.
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Figura 4.108: Perfil de liberagdo in vitro de ricinina a partir da dispersao de
nanocapsulas, pelo método proposto de deposicao interfacial/deslocamento do

solvente. A concentracdo tedrica da dispersdo € de 59 pg/mL. Cada ponto

representa a média de trés lotes diferentes de nanocapsulas.

209



4.12- Ensaios Biolbgicos

4.12.1- Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com
nanoparticulas poliméricas

Além das nanoformula¢des, os constituintes usados no preparo das
nanocapsulas, tais como PCL, oleato de isodecila, span® 60 e tween® 80, também
foram ensaiados frente a Atta sexdens rubropilosa conforme metodologia descrita na
parte experimental.

Para analise dos dados foram tracadas, inicialmente, as curvas de
sobrevivéncia para cada tratamento em relacdo ao controle. Na andlise estatistica
dos resultados obtidos apés um periodo de 25 dias de experimento, foi empregado o
teste “log-rank”, comparando as curvas de sobrevivéncia de formigas submetidas ao
tratamento com aquelas dos controles em dieta pura.

Para os tratamentos realizados somente com PCL, oleato de isodecila
(0IS), span® 60 e tween® 80, houve sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 14°,
11°, 25° e 25° dia de tratamento, respectivamente. Exceto para o oleato de isodecila,
estes valores néo tiveram diferenca significativa em relagdo ao controle. Isto significa
que estes constituintes utilizados no preparo das nanocapsulas ndo apresentam
atividade (span® 60 e tween® 80) ou fraca atividade [PCL e oleato de isodecila (OIS)]
frente as formigas cortadeiras. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.47
e Figuras 4.109 e 4.110.

Tabela 4.47: Sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com os

constituintes das nanocapsulas

Amostras Sgo Sgo controle
PCL 14 21
oIS 11¢ 21
S60 25 23
T80 25 23

PCL (poli-E-(caprolactona)), OIS (oleato de isodecila), S60 (span 60) e T80 (tween 80).
Ss50= sobrevivéncia mediana/dias
d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.109: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com poli-y-
(caprolactona) (PCL 1) e oleato de isodecila (OIS 1).
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Figura 4.110: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com o0s
tensoativos span 60 (S60 1) e Tween 80 (T80).

As substancias puras e as nanoparticulas de ricinina, xantiletina e
rauaianina, também foram submetidas aos ensaios frente a Atta sexdens
rubropilosa. Todas as amostras foram ensaiadas na concentragdo de 100 pg/mL
(Tabela 4.48).
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Ao preparar a dieta artificial com xantiletina e rauianina puras obteve-se
mortalidade de 26% e 50% das formigas ao final do experimento, respectivamente.
O controle com dieta pura teve a mortalidade total acumulada de 42% no 25° dia.
Assim, ndo houve diferenca significativa entre estes resultados. Ja a xantiletina
(NCXF) e rauianina (NRXF) nanoencapsuladas teve 50% de salvas mortas no 3° e
4° dia de tratamento, com mortalidade total de 100% para ambas no 10° e 25° dia,
respectivamente. Essa atividade conferida aos compostos apés a hanoencapsulacao
pode estar relacionada ao mecanismo de acdo, pois tanto a xantiletina quanto a
rauianina sdo compostos com caracteristicas hidrofobicas, ja o material
encapsulados, torna-se hidrofilico. Esta caracteristica pode favorecer o transporte do
principio ativo a uma determinada parte do inseto, antes ndo acessivel, devido a
algumas barreiras fisiolégicas em funcéo de seu carater hidrofébico. Além disso, a
atividade pode ter sido intensificada pela presenca do Oleo utilizado para o seu
processo de preparacao.

Comparando os resultados da atividade biolégica para nanocapsulas
em suspensdo coloidal com as microcipsulas secas, nota-se uma diferenca
significativa entre os resultados. As nanocapsulas secas de xantiletina (NCXFseca)
e rauianina (NRXFseca) teve 50% de salvas mortas no 17° e 10° dia de tratamento,
respectivamente, sendo que o resultado da nanocdpsula de xantiletina seca nao
diferenciou significativamente do controle. J& a rauianina nanoencapsulada em
suspensao ou seca tiveram mortalidade acumulada de 98% no 25° dia. A diferenga
esta na sobrevivéncia mediana (Md) de 50%. As nanocapsulas de rauainina em
suspensdao foram mais ativas que as mesmas secas. Essa diferenca de
potencialidade pode estar relacionada a cinética de liberacdo, o meio de cultura
pode ter dificultado a dispersdo das nanoparticulas secas e com isso houve uma
liberacdo mais lenta do que as em suspensdo. O material seco ndo favorece a
difusdo (intumescimento) e assim podera ocorrer apenas se houver uma gradativa
hidratacdo do polimero ou por eroséo, um processo mais lento.

Os resultados estao apresentados na Tabela 4.48 e nas Figuras 4.111
a4.114.
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Tabela 4.48: Sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorpora¢ do em dieta artificial por ingestdo com as

substéancias puras e encapsuladas

Amostras Sso Sso controle
Xantiletina >25 >25
NCXF 3¢ >25
NCXFseca 17 >25
rauianina 25 >25
NCXF 4° >25
NCXFseca 10° >25
ricinina 59 >25
NCP53 3¢ >25
NCP62 11° 13

nanocapsulas de xantiletina em suspenséo (NCXF), nanocapsulas de xantiletina secas (NCXFseca),
nanocapsulas de rauianina em suspensao (NCRF) e nanocpsulas de xantiletina secas (NCRFseca),
nanocéapsulas de ricinina em suspensdo (NCP53) e NCP62 (branco das nanocépsulas).

Sso= sobrevivéncia mediana/dias, Concentra¢do: 100 pg/mL

d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.111: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial por ingestdo com

xantiletina.
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Figura 4.112: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com
nanocapsulas de xantiletina em suspensdo (NCXF) e nanocdpsulas de xantiletina
secas (NCXFseca).
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Figura 4.113: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com

rauianina.
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Figura 4.114: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com
nanocapsulas de rauianina em suspensdo (NCRF) e nanocapsulas de xantiletina

secas (NCRFseca).

A Tabela 4.48 e as Figuras 4.115 e 4.116 apresentam os resultados da
ricinina e nanocapsulas de ricinina (NCP53) submetidas a ensaios frente a Atta
sexdens rubropilosa. Para os tratamentos com ricinina pura e encapsulada houve
sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 5° e 3° dia, respectivamente. Apesar de
resultados similares, a diferenca entre eles estd quando se analisa a mortalidade
diariamente. Para a ricinina pura observou-se mortalidade de 92% ao fim do
experimento (25° dia), ja para a ricinina nanoencapsulada no 6° dia se observa 90%
de mortalidade e 100% no 14° dia. Esses resultados, como observado para a
xantiletina e rauianina, novamente permite propor um modo de acao diferente entre

a ricinina nanoencapsulada e nao encapsulada.
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Figura 4.115: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com

ricinina.
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Figura 4.116: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial por ingestdo com

nanocdapsulas de ricinina em suspensao (NCP 53).

A Figura 4.117 apresenta o resultado de nanocapsulas isentas de

compostos ativos em suspensdo coloidal (branco). As nanocdpsulas vazias
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atingiram a taxa de 50% de mortalidade no 11° dia e o controle no 13° dia. Sendo
interpretado como significativamente diferente do controle com dieta pura pelo teste
‘log-rank”. Dessa maneira pode-se inferir que mesmo nanocapsulas vazias em
suspensao conferem certa atividade sobre as formigas, sendo assim elas por si s6 ja

devem somar na atividade da substancia encapsulada.
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Figura 4.117: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com

nanocapsulas vazias em suspensao (NCP 62).

4.12.2- Ensaios Biolégicos com o Fungo Simbionte com nanoparticulas
poliméricas

As substancias puras e nanoencapsuladas de xantiletina e rauianina
foram submetidas a ensaios in vitro sobre o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus de acordo com a metodologia descrita na parte experimental. Todas
as amostras foram ensaiadas na concentracdo de 100 pg/mL. As amostras que
exibiram inibicAo maior ou igual a 50% do crescimento do micélio foram
consideradas ativas.

A xantiletina pura exibiu 85% de inibigdo no crescimento micelial,
enquanto que a nanoencapsulada exibiu 76% (Figuras 4.118 a 4.121). Houve uma
perda de aproximadamente 10% da atividade quando a xantiletina estava
encapsulada. O mesmo foi observado para a rauianina, que quando nao
encapsulada exibiu 89% de inibicdo no crescimento micelial contra 79% quando

nanoencapsulada (Figuras 4.122 a 4.125).
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Essa diminuicdo da atividade pode estar relacionada com o meio em
que o ensaio foi realizado. Como nao se trata de um ensaio por ingestao, a inibicao
do crescimento micelial depende a liberagéao do principio ativo para o meio. Como as
nanoparticulas foram incorporadas em dietas contendo agar, ou seja, meio solido,

isso pode ter dificultado a liberacdo do principio ativo (xantiletina e rauianina) e
consequentemente reducao na atividade fungicida.

Crescimento Micelial

3 XA (A=0,88cm2, SD = 0,17)
E Controle (A = 6,05 cm?, SD = 1,21)

Area (cm?)
5

24 85%

30 dias

Figura 4.118: Efeito da xantiletina (100 pg/mL) sobre o crescimento do fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 4.119: Imagens do fungo simbionte: na presenca de xantiletina (100 pg/mL)
(A) e controle (B)
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Figura 4.120: Efeito das nanocapsulas de xantiletina (100 pg/mL) sobre o

crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 4.121: Imagens do fungo simbionte: na presenca de nanocapsulas xantiletina
(100 pg/mL) (A) e controle (B)
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Figura 4.122: Efeito da rauianina (100 pg/mL) sobre o crescimento do fungo
simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
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Figura 4.123: Imagens do fungo simbionte: na presenca de rauianina (100 pg/mL)
(A) e controle (B).
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Figura 4.124: Efeito das nanocépsulas de rauianina (100 pg/mL) sobre o
crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 4.125: Imagens do fungo simbionte: na presenca de nanocapsulas de
rauianina (100 pg/mL) (A) e controle (B)
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Os constituintes utilizados no preparo das nanocapsulas, tais como
PCL, oleato de isodecila (OIS), span® 60 (SPA), tween® 80 (TW), mistura de todos
0s constituintes (Mis) e as nanocapsulas isenta dos compostos testados (Branco)
também foram submetidas a ensaios in vitro sobre o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Figura 4.126).

O polimero (PCL) exibiu 5% de inibicdo no crescimento micelial,
enquanto que o oleato de isodecila e o tensoativo, span 60, exibiram 1% e 17%,
respectivamente. J4 o tensoativo, tween® 80, promoveu 0 aumentou no crescimento
micelial em relacdo ao controle.

A mistura de todos estes constituintes exibiu 25% de inibigao, isso
pode estar relacionado ao efeito sinergistico.

Nanocapsulas vazias foram preparadas segundo 0 mesmo
procedimento das nanoparticulas de xantiletina e rauianina, diferindo apenas no fato
destes compostos ndo serem adicionados a fase oleosa. As nanocépsulas vazias
exibiram 46% de inibicdo. No entanto esse valor € significativamente inferior ao das
nanocapsulas contendo xantiletina ou rauianina.

Mesmo que a substancia encapsulada ndo aumente a sua atividade, o
uso das nanoparticulas ainda é justificado, pois estas oferecem outras vantagens
tais como, liberacdo 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).

221



Crescimento Micelial Crescimento Micelial

o
3

3 PCL (A= 4,66 cn?, SD = 0,57) 3 O(A=484cn?, SD=0,48)
@@ Controle (A = 4,91 cm?, SD = 0,48) @@ Controle (A = 4,91 cm?, SD = 0,48)

o

4

£
L
o
<
<

Area (cm2)
B

N

2

30 dias 30 dias

Crescimento Micelial Crescimento Micelial

3 SPA (A=4,06cm?, SD = 0,64
@ Controle (A = 4,91 cm?, SD = 0,48)

3 TW (A=5,88cm?, SD = 0,88)
@@ Controle (A = 4,91 cm?, SD = 0,48)

Area (cm?)
Area (cm?)

30 dias 30 dias

Crescimento Micelial Crescimento Micelial

3 Mistura (A = 3,70 cm?, SD = 0,55) &3 Branco (A=5,73 cm?, SD =1,31)
@@ Controle (A = 4,91 cm?, SD = 0,48) &3 Controle (A=10,66 cm?, SD = 1,46)

Area (cm?)
Area (cm?)
5

o

30 dias 30 dias

Figura 4.126: Efeito dos constituintes das nanocapsulas PCL (poli-y-caprolactona), O
(oleato de isodecila), SPA (span 60), TW (tween 80), mistura (mistura de todos os
componentes) e o branco (nanocépsula vazia) sobre o crescimento do fungo

simbionte Leucoagaricus gongylophorus.
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4.12.3- Ensaios bioldgicos realizados sobre as formigas cortadeiras com
Trichilia elegans e Trichilia catigua

Os extratos brutos hexanico, diclorometanico e metandlico de folhas,
caule, casca e galhos de Trichilia elegans e arilo de Trichilia catigua foram
ensaiados sobre as operarias de Atta sexdens rubropilosa. Para andlise dos dados
foram tracadas, inicialmente, as curvas de sobrevivéncia para cada tratamento em
relacdo ao controle. Na andlise estatistica dos resultados obtidos, apdés um periodo
de 25 dias de experimento, foi empregado o teste “log-rank”, comparando as curvas
de sobrevivéncia de formigas submetidas ao tratamento com aquelas dos controles
com dieta pura. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.49 e nas
Figuras 4.127 - 4.129. Para os extratos TFM, TCD, TCM, TCAM, TGD e TGM, houve
um acréscimo gradativo da mortalidade acumulada (%) por dia durante o decorrer do
tempo de experimento com taxas de mortalidade significativas indicando alta
atividade sobre as formigas cortadeiras. A maior toxicidade foi apresentada pelo
extrato TGD, onde tiveram 50% de sauvas mortas no 5° dia de tratamento, com
mortalidade total acumulada de 84% no 25° dia.

Com base nos resultados obtidos conclui-se que os extratos de T.
elegans s&o promissores para uso no controle de Atta sexdens rubropilosa e
merecem ser estudados nesse sentido.

Nos ensaios com extratos de arilo de T. catigua observou-se que
somente o extrato hexanico teve uma diferenca significativa em relacdo ao controle,
apresentando mortalidade média atingida no 19° dia de experimento e mortalidade
de 78% no final do experimento, contra 54% do controle (Tabela 4.49 e Figura
4.128). Apesar desses extratos ndo terem apresentado atividade interessante. O
RMN destes extratos ja apresentavam sinais de limondides e seria importante o
isolamento destes e posteriormente ensaia-los uma vez que compostos dessa
classe foram considerados promissores no controle de Atta sexdens rubropilosa
(AMBROZIN et al., 2006).
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Tabela 4.49: Sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com os
extrato diclorometanico das folhas (TFD), caule (TCD), casca (TCAD), galhos (TGD),
extrato metandlico das folhas (TFM), caule (TCM), casca (TCAM), galhos (TGM) de
Trichilia elegans e extratos hexanico (TAH), diclorometanico (TAD) e metandlico
(TAM) do arilo de Trichilia catigua

Planta Amostras ST Ssp controle
TFD 19 24
TFM 8¢ 24
TCD 6¢ 24
TCM 10¢ 24
Trichilia elegans TCAD 20 24
TCAM 6 24
TGD 5¢ 24
TGM g¢ 24
- TIAH 19 245
Trichilia catigua TAD 24 24,5
TAM 25 24,5

T= Trichilia elegans, TT= Trichilia catigua, F = folhas, C = caule; CA= casca, G = galhos; A= arilo, H =
hexano; J =hexano+diclorometano, D= diclorometano; M = metanol

S50= sobrevivéncia mediana/dias

Concentragdo: 2 mg/mL

d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.127: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com extratos

diclorometéanico das folhas (TFD), caule (TCD), casca (TCAD), galhos (TGD) de
Trichilia elegans.
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Figura 4.128: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com extratos metandlicos
das folhas (TFM), caule (TCM), casca (TCAM), galhos (TGM) de Trichilia elegans.
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Figura 4.129: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com extratos hexanico
(TAH), diclorometanico (TAD) e metandlico (TAM) do arilo de Trichilia catigua.

4.12.3.1- Efeito das fracOes e substancias puras do extrato diclorometéanico do
caule

As fracbes do extrato bruto diclorometanico do caule de Trichilia
elegans (TCD) foram ensaiadas sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa.

Analisando os dados obtidos nos ensaios (Tabela 4.50 e Figura 4.129)
observou-se que todas as fragcOes, exceto TCD6, causaram taxa de mortalidade de
80 a 100% no 25° dia experimento e mortalidade média atingida entre 2° e 0 4° dia
de experimento.

A fracdo que apresentou resultado de atividade inseticida mais
significativo foi a TCD12 com mortalidade de 100% no 14° dia, com sobrevivéncia
mediana das operarias de 2° dia de experimento.

Na fracdo TCD6, nao ativa, foram identificadas as substancias
campesterol (1), estigmasterol (2) e sitosterol (3). Estes resultados estdo de acordo
com LEITE, 2005, que ensaiou a mesma mistura sobre A. sexdens rubropilosa a 100
pg/mL.

Das fragdes TCD10, TCD11, TCD13, TCD14, TCD15 e TCD16 foram
isoladas as substancias 6, 7, 8, 4, 5 e 10, respectivamente, além de acidos graxos
de cadeia longa. As substancias foram submetidas aos ensaios sobre A. sexdens

rubropilosa e surpreendentemente nenhuma delas foi ativa. Isso levou a acreditar
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que a atividade dessas fracdes estava relacionada aos acidos graxos presentes nas
originais fracdes (Tabela 4.51 e Figura 4.131).

HILL & SCHOONHOVEN (1981) observaram que alguns acidos graxos
presentes nos 6leos vegetais tém efeito inseticida. Estudos mostraram que os 0leos
devem agir no sistema nervoso do inseto pelo aumento da permeabilidade da
membrana do neurénio para troca de ions, causando acentuada excitabilidade das
células nervosas. Alguns trabalhos consideram que a atividade inseticida dos 6leos
vegetais esta relacionada, principalmente, com a composicdo de acidos graxos
(DON PEDRO, 1990, MESSINA & RENWICK, 1983, VARMA & PANDEY, 1978).

Tabela 4.50: Sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestédo das fracdes

dos extratos diclorometanico do caule de Trichilia elegans

Amostras Sk Sgp controle
TCD2 49 12
TCD4 3¢ 12
TCD6 6 12
TCDS 3¢ 12
TCD9 2¢ 12

TCD10 2¢ 12
TCD11 3¢ 12
TCD12 2¢ 12
TCD13 2¢ 12
TCD14 3¢ 12
TCD15 2¢ 12
TCD16 2¢ 12

T= Trichilia elegans, C= caule; C= diclorometano

S50= sobrevivéncia mediana/dias

Concentracdo: 2 mg/mL

d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.130: Curvas de sobrevivéncia de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com fracbes do extrato
diclorometéanico do caule de Trichilia elegans.
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Segundo PENAFLOR e colaboradores (2004), os &cidos graxos C5-C9,
sao toxicos para as operarias de Atta sexdens rubropilosa quando incorporados na
dieta artificial, enquanto os acidos graxos C10-C12 nao apresentaram acao téxica
para as formigas. Além do efeito toxico para as formigas, os acidos graxos de cadeia
com 6 a 12 carbonos apresentaram atividade inibitéria para o desenvolvimento do
fungo simbionte (VICTOR, 2001).

MORINI et al. (1997) em ensaio por aplicacdo tépica testaram &cidos
graxos C14 a C24 para as formigas cortadeiras e concluiram que somente os acidos
acidos palmitico (C16), esteérico (C18), oléico (C18:1) e tricosandico (C23)

provocaram queda significativa na sobrevivéncia das operérias.

Tabela 4.51: Sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo das

substancias puras isoladas do extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans

Substancia Sso Sso controle
4 25 25
5 25 25
6 25 25
7 25 25
8 25 25
10 25 25

Ss50= sobrevivéncia mediana/dias
Concentragdo: 100 mg/mL
d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.131: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com as substancias puras

isoladas do extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans.

4.12.3.2- Efeito das fragOes do extrato diclorometanico dos galhos

As fragbes do extrato bruto diclorometanico dos galhos de Trichilia
elegans (TGD) foram ensaiadas sobre as operéarias de A. sexdens rubropilosa.

Analisando os resultados obtidos apresentados na Tabela 4.52 e na
Figura 4.132 observou-se que, exceto as fragcbes TGD5, TGD7 e TGD9, os valores
ndo deferiram muito do controle quanto ao tempo necessario para a mortalidade de
50% das operarias. Das fracdes, as que se destacaram com maior acao sobre a
sobrevivéncia mediana dos individuos e mais alta atividade inseticida foram as
fragbes TGD5 e TGD7, com taxa de 96% de mortalidade no final do experimento
contra 40% de mortalidade do controle.

Essas fracGes foram analisadas via CG-EM e foram identificadas uma

mistura complexa de acidos graxos e sesquiterpenos.
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Tabela 4.52: Sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo das fracdes

do extrato diclorometanico dos galhos de Trichilia elegans

Amostras Sk Ssp controle
TGD-1 25 >25
TGD-2 19¢ >25
TGD-3 19¢ >25
TGD-4 214 >25
TGD-5 15¢ >25
TGD-7 9,5¢ >25
TGD -8 25 >25
TGD -9 13¢ >25

TGD -12 22 >25

Sso= sobrevivéncia mediana/dias
Concentragdo: 2 mg/mL
d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.132: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com fracbes do extrato

diclorometénico dos galhos de Trichilia elegans.

4.12.3.3- Efeito das fracdes do extrato metandlico dos galhos

As fracBes do extrato bruto metandlico dos galhos de Trichilia elegans
(TGM) foram ensaiadas sobre as operarias de A. sexdens rubropilosa.

Para os tratamentos com fracbes TGMD; TGMA e TGMI houve
sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 12° 22° e 15° dia de tratamento,
respectivamente. Estes valores n&o tiveram diferenca significativa em relacdo ao
controle, isto significa estas fracbes ndo apresentam atividade frente as formigas
cortadeiras (Tabela 4.53 e Figura 4.133).
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J& a fracdo TGMH possui atividade sobre a sobrevivéncia média das
formigas, com mortalidade média atingida no 4,5° dia de experimento e 92% de
mortalidade no final do experimento. A analise dessa fracdo levou a identificacdo de
acidos graxos. Mais uma vez a atividade dos extratos esta associada aos acidos
graxos presentes.

Tabela 4.53: Sobrevivéncia mediana (Md) de operéarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestédo das fracdes

da particao liquido-liquido do extrato metandlico dos galhos de Trichilia elegans

Substancia Sso Sso controle
-~ Tt 45 1
TGMD 12 13
TGMA 22 13
TGMI 15 13

T= Trichilia elegans, G= galhos, M= metanol, H= hexano, D= diclorometano, A= acetato de etila, I=
hidroalcodlica.

Sso= sobrevivéncia mediana/dias, Concentracdo: 2 mg/mL

d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.133: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com fragcdes da particdo

liquido-liquido do extrato metanélico dos galhos de Trichilia elegans.
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4.12.3.4- Efeito das fragdes do extrato metandlico das folhas

As fracbes obtidas do particionamento liquido-liquido do extrato bruto
metandlico de folhas de Trichilia elegans foram submetidas ao ensaio inseticida
sobre as operarias de formigas cortadeiras.

Analisando os resultados obtidos, apresentados na Tabela 4.54 e no
Figura 4.134, observou-se que ao tratar as formigas com dieta artificial contendo
TFMH, TFMD e TFMA houve um acréscimo gradativo de mortalidade acumulada (%)
por dia durante o decorrer do experimento. Destes a particdo diclorometanica
(TFMD) foi a mais ativa, tendo sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 3° dia e 98%
de mortalidade no final do experimento. J& quando a dieta foi tratada com TFMI ndo
apresentou diferenca significativa comparada ao controle (dieta pura) de acordo com

o teste log-rank (p<0,05).

Tabela 4.54: Sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacado em dieta artificial por ingestédo das fracdes
da particdo liquido-liquido do extrato do extrato metandlicos das folhas de Trichilia

elegans
Substancia Sgo Sgo controle
- T & 23
TFMD 3¢ 25
TFMA 4° 25
TFMI 5,5 25

T= Trichilia elegans, F= folhas, M= metanol, H= hexano, D= diclorometano, A= acetato de etila, I=
hidroalcodlica.

Ss50= sobrevivéncia mediana/dias

Concentragdo: 2 mg/mL

d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.134: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com fracdes da particdo

liquido-liquido do extrato metandlico das folhas de Trichilia elegans.

Algumas das substancias isoladas da particdo acetato do extrato
metandlico das das folhas de Trichilia elegans (TFMA) foram incorporadas a dieta
artificial das operarias de Atta sexdens rubropilosa e os resultados estdo
apresentados na Tabela 4.55 e Figuras 4.135 e 4.136. Observou-se que os valores
nao diferem muito do controle quanto ao tempo para mortalidade total. Das
substancias ensaiadas, a que se destaca com acdo sobre a sobrevivéncia mediana
dos individuos e mais alta atividade inseticida é a substancia 14, com valores de 13
dias para mortalidade de 50% das operarias e 90% de taxa de mortalidade no fim do

experimento diferindo do controle pelo teste “log-rank” (p < 0,05).

235



Tabela 4.55: Sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial por ingestdo com as

substancias (9, 11, 12, 13, 14, 18 e 19) puras isoladas da particdo acetato do extrato

metandlicos das folhas de Trichilia elegans.

Substancias ST Sso controle
9 >25 >25
11 >25 >25
12 >25 >25
13 >25 >25
14 13° >25
18 >25 >25
19 >25 >25
Ss50= sobrevivéncia mediana/dias
Concentragdo: 2 mg/mL
d diferenca significativa de acordo com o teste estatistico log-rank (p<0,05)
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Figura 4.135: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa

submetidas ao tratamento por ingestao de dieta artificial com as substancias (9, 13 e

14) puras isoladas do extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans.
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Figura 4.136: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestao de dieta artificial com as substancias (11, 12,

18 e 19) puras isoladas do extrato diclorometanico do caule de Trichilia elegans.

4.12.3.5- Efeito da cedrelona isolada do extrato diclorometanico e Hexanico do
arilo de Trichilia catigua

A cedrelona isolada do extrato diclorometanico do arilo de T. catigua foi
incorporada a dieta artificial das operarias de Atta sexdens rubropilosa (Figura
4.137). A cedrelona ndo apresentou diferenca significativa comparada ao controle
(dieta pura) de acordo com o teste log-rank (p<0,05) e por isso foi considerada nao
ativa.
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Figura 4.137: Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao tratamento por ingestdo de dieta artificial com cedrelona isolada do
extrato diclorometanico do arilo de Trichilia catigua.
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4.12.4 - Ensaios Biolégicos com o Fungo Simbionte de com cederelona
isolada de Trichilia catigua

A cedrelona, isolada do extrato diclorometanico do arilo de Trichilia
catigua, foi submetida a ensaios in vitro sobre o fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus. A cedrelona exibiu 54% de inibicdo no crescimento micelial na

concentracéo de 100 pg/mL (Figuras 4.138 e 4.139).
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Figura 4.138: Efeito de cedrelona (100 pg/mL) sobre o crescimento do fungo

simbionte Leucoagaricus gongylophorus.

Figura 4.139: Imagens do fungo simbionte: na presenca de cedrelona (100 pg/mL)
(A) e controle (B).

238



5-Conclusdes

O estudo fitoquimico biomonitorado de Trichilia elegans e T. catigua
levou ao isolamento e identificacdo de 23 substancias, sendo 3 delas inéditas na
literatura de acordo com o levantamento bibliografico realizado, incluindo um
derivado de oxazole e dois limondides.

O estudo do caule de Trichilia elegans mostrou que 0 mesmo € rico em
cumarinas e compostos fendlicos e nas folhas além dos compostos fendlicos foi
encontrado também flavonoides.

Ja o estudo do arilo de Thichilia catigua mostrou-se extremamente rico
em limondides. Entretanto, como o extrato foi preparado no final desse trabalho,
apenas 3 limondides foi possivel ser isolado e identificado, sendo dois deles inéditos
na espécie e na literatura, o que contribui para o conhecimento do perfil quimico do
género.

Os ensaios realizados com os extratos brutos do caule, folhas, casca e
galhos de Trichilia elegans sobre Atta sexdens rubropilosa mostraram que todos os
extratos brutos metandlicos foram ativos e os extratos diclorometéanico de folhas e
cascas nao apresentaram diferenca significativa comparada ao controle de acordo
com o teste log-rank (p<0,05) e por isso foi considerada n&o ativa. O extrato
diclorometano do galho (TGD) foi o que apresentou resultado mais significativo com
Md (sobrevivéncia mediana das operarias de A. sexdens rubropilosa) de 5 dias e
84% de mortalidade no 25° dia de experimento. Todas as fragcdes do extrato
diclorometano do caule, exceto TCD6, foram consideradas ativas. Entretanto
nenhuma das substancias isoladas dessas fracdes apresentou atividade frente A.
sexdens rubropilosa. Comparando-se os resultados das atividades com os obtidos
para as substancias puras pode-se concluir que a atividade dessas fracdes pode
estar relacionada aos acidos graxos presentes nas fracfes testadas. Nos ensaios
realizados com as fracdes do extrato diclorometano dos galhos, as fragbes TGD5 e
TGD7 apresentaram mais alta atividade inseticida, com taxa de 96% de mortalidade
no final do experimento contra 40% de mortalidade do controle. Essas fragdes foram
analisadas via CG-EM e foram identificadas uma mistura complexa de acidos graxos
e sesquiterpenos. A atividade do extrato metandlico de galho particdo hexano
(TGMH) também deve estar associada aos acidos graxos presentes neste. Das

particbes do extrato metandlico das folhas de Trichilia elegans, a diclorometanica
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(TFMD) foi a mais ativa, tendo sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 3° dia e 98%
de mortalidade no 25 dia e seguido pela particdo acetato de elita (TFMA), tendo
sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 4° dia e 88% de mortalidade no final do
experimento. Algumas das substancias isoladas da particdo acetato (TFMA) foram
ensaiadas e a substancia 14 foi a Unica que apresentou atividade frente a A.
sexdens rubropilosa, com sobrevivéncia mediana (Md) de 50% no 13° dia e 90% de
mortalidade no 25 dia.

Nos ensaios com extrato do arilo de Trichilia catigua observou-se que
somente o extrato hexanico apresentou atividade. A cedrelona isolada do extrato
diclorometéanico e hexanico do arilo de Trichilia catigua ndo apresentou diferenca
significativa comparada ao controle da formiga (dieta pura) de acordo com o teste
log-rank (p<0,05) e por isso foi considerada ndo ativa. Entretanto esta mesma
substancia exibiu 54% de inibicdo no crescimento micelial do fungo simbionte das
formigas na concentragéo de 100 pg/mL.

A HSCCC se mostrou eficiente no isolamento de substancias em
grande escala a partir do extrato bruto, apresentando vantagens em relacdo a outras
técnicas tais como economia de solvente e de tempo e recuperacdo total da
amostra. Aléem disso, o0 método mostrou-se eficiente e reprodutivel.

O método de nanoprecipitacdo se mostrou eficiente para encapsulcéo
de xantiletina e rauianina. Um método novo, deposicdo interfacial/deslocamento do
solvente, foi desenvolvido visando a encapsulacdo de ricinina. As nanoparticulas
mostraram-se promissoras no controle de formigas, além de oferecerem vantagens
tais como aumento da solubilidade, protecdo do principio ativo e a liberacéo

controlada.
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PARTE lI

Busca de novas substancias naturais com atividade
antitumoral



1- Introducéao

O cancro ou cancer, nomes comuns dados a neoplasia maligna, é
uma doencga caracterizada por um crescimento anormal de uma populacdo de
células que cresce e se divide sem respeitar os limites esperados, invade e
destroe tecidos adjacentes, e pode se espalhar para lugares distantes no
corpo, através de um processo chamado metastase. Estas propriedades
malignas do cancer o diferenciam dos tumores benignos, que s&o auto-
limitados em seu crescimento e nao invadem tecidos adjacentes embora
alguns tumores benignos sejam também capazes de evoluir para malignos. Os
diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do corpo.
Por exemplo, existem diversos tipos de cancer de pele porque a pele é formada
por mais que um tipo de células. Por exemplo, se o cancer tem inicio em
tecidos epiteliais como pele ou mucosas ele é denominado carcinoma. Por
outro lado, uma vez iniciado em tecidos conjuntivos como 0sso, musculo ou
cartilagem é entdo chamado de sarcoma. O cancer pode afetar pessoas de
todas as idades, entretanto o risco para a maioria dos tipos de cancer aumenta
com o acréscimo da idade. O envelhecimento traz mudancas nas células que
aumentam a sua suscetibilidade a transformacdo maligna. Isso, aliado ao fato
de as células das pessoas idosas terem sido expostas por um maior periodo de
tempo aos diferentes fatores de risco para cancer, explica ao menos
parcialmente o motivo de o cancer ser mais freqientemente observado nesses
individuos (Cancer Research UK, 2009; Instituto Nacional do Cancer, 2010). Os
canceres sdo causados, em sua maioria, por anomalias no material genético
das células. Estas anomalias podem ser resultado dos efeitos de agentes
carcindbgenos, como o tabagismo, radiacdo, substancias quimicas ou agentes
infecciosos. Outros tipos de anormalidades genéticas podem ser adquiridas
através de erros na replicacdo do DNA, ou sao herdadas, e conseqientemente
presentes em todas as células ao nascimento. As complexas interagdes entre
agentes carcindgenos e o genoma hospedeiro podem explicar as razdes pelas
quais somente alguns hospedeiros desenvolvem céncer ap0s a exposicédo a
um agente carcindgeno conhecido. Novos aspectos da genética da patogénese
do céncer, como a metilacdo do DNA e os microRNAs estdo cada vez mais
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sendo reconhecidos como importantes para o processo (PATRA, 2008; XU et
al., 2010).

O processo de formacdo de céncer, carcinogénese, em geral
ocorre lentamente. Dessa forma, varios anos podem ser necessarios para que
uma ceélula cancerosa prolifere e, conseqientemente, dé origem a um tumor
visivel. Esse processo ocorre por trés estagios denominados iniciacéo,
promocao e progressao. O estagio de iniciacdo € o primeiro da carcinogénese.
Nesse estagio, as ceélulas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos que
provocam modificacbes em um ou mais de seus genes. Nesta fase ndo é
possivel detectar clinicamente um tumor. No estagio de promocéo, as células
iniciadas sofrem o efeito dos agentes cancerigenos e sédo transformadas em
células malignas, de forma lenta e gradativa. O terceiro e Ultimo estagio, se
caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas. Nesse estagio o cancer ja esta instalado, evoluindo até o surgimento
das primeiras manifestacdes clinicas da doenca. (Instituto Nacional do Cancer,
2010). O cancer causa cerca de 13% de todas as mortes no mundo, sendo 0s
canceres de pulmédo, estbmago, figado, célon e mama os que mais matam
(World Health Organization, 2009).

A utilizagédo das plantas no tratamento do céncer iniciou-se com a
medicina popular h4 mais de 3.500 anos. Todavia, seu uso intensificou-se
somente na década de 1950, com o descobrimento e desenvolvimento dos
alcaldides derivados da vinca (Catharanthus roseus sp.) (CRAGG & NEWMAN,
2005) assim como das avaliacdes do potencial antiproliferativo dos extratos
brutos de plantas. Dessa forma, grande parte dos farmacos antitumorais
utilizados atualmente sdo produtos naturais de plantas, microrganismos,
animais ou derivados destes. Muitos modelos moleculares naturais
fundamentaram estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) e inspiraram o
desenvolvimento de novas moléculas bioativas através de biotransformacao ou
sintese organica classica. As plantas constituem uma importante fonte de
novos farmacos devido a grande diversidade de substancias quimicas
presentes em seu organismo, utilizadas para conferir protecdo contra

predadores, para atrair polinizadores e para inibir o crescimento de outras
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espécies que competem por espaco ou agua (BEIRA, 2000, ALEXANDROVA
et al., 2000).

Nesse sentido, os produtos naturais continuam sendo uma
importante fonte de protétipos e de possiveis farmacos para o tratamento de
diferentes patologias.

Dentre os compostos naturais presentes em plantas, triterpenos,
esterdides e limondides tém uma ampla gama de atividades bioldgicas,
incluindo a antimalarica (KOUL et al., 2004), antimicobacteriana (MANEERAT
et al., 2008, PUDHOM et al., 2010), antifungica (GOVINDACHARI et al., 2000,
ABDELGALEIL et al., 2004), antiviral (MANNERS, 2007), inseticida
(AMBROZIN et al., 2006), antialimentar (SURESH et al.,, 2002), anti-
inflamatéria (OKOYE et al., 2010) e antitumoral (MANEERAT et al., 2008, QIU
et al., 2001, KASHIWADA et al., 2007, HU et al., 2007, PHONGMAYKIN et al.,
2008, UDDIN et al., 2007, RIOS, 2010, EL-READI et al, 2010). Os flavondides
compreendem um grande grupo de metabdlitos secundarios em varias
espécies de plantas (TOHGE & FERNIE, 2010). Alguns estudos
epidemioldgicos defendem uma dieta rica em alimentos contendo flavondides,
acreditando reduzir o risco de desenvolver cancer e doengas cardiovasculares
(MOJZISOVA & KUCHTA, 2001, LE MARCHAND, 2002, NEUHOUSER, 2004,
MARON, 2004, HU et al.,, 2010). As cumarinas constituem uma importante
classe de compostos naturais com ampla distribuicdo, exibindo uma variedade
de atividades bioldgicas, incluindo anti-inflamatéria (GARCIA-ARGAEZ et al.,
2000, WITAICENIS et al.,, 2010), antimalarica (ROSS et al., 2008),
antimicrobiana (COLLING et al., 2010), antiviral (LEE et al., 2009) e antitumoral
(RUIZ-MARCIAL et al., 2007, NGO et al., 2010, VALENTE et al., 2010, YANG
et al., 2010). Os alcalbides sdo metabodlitos secundarios com grande
diversidade estrutural e apresentam diferentes atividades biolédgicas, incluindo
antibacteriana, antifingica, moluscicida, anti-inflamatérios (VIEIRA & KUBO,
1990, LEWIS, 1983, COLLING et al., 2010) e antitumoral (MIN et al., 2010,
DUARTE et al., 2010, SUN et al., 2010).

Verifica-se, portanto, que o uso de substancias naturais trata-se
de uma ferramenta atrativa para a busca de novos farmacos, pois podem ser

utilizados diretamente ou como modelos (lead structures) para o
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desenvolvimento de novas classes de farmacos (VIEGAS, et al., 2006). Muitos
produtos naturais biologicamente ativos sdo parcialmente solGveis na 4gua e
como uma consequéncia do processo de selecado natural, podem apresentar
bioatividade em concentragbes muito baixas (DUKE et al., 2000). Tudo isso
aliado a possibilidade de obtencdo de compostos que apresentem um baixo

Impacto ambiental.
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2- Objetivo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade de oito
triterpenos (1-8), um esterol (9), dez limondides (10-19), quinze flavondides
(20-34), treze alcaldides (35-47) e oito cumarinas (48-55) frente a trés
linhagens celulares tumorais humanas: MCF-7, adenocarcinoma da mama;
A375-C5, melanoma e NCI-H460, cancer de células ndo pequenas de pulméo.
Com o objetivo de avaliar o possivel mecanismo de acao celular subjacente ao
efeito inibidor do crescimento observado para os compostos mais ativos (G150<
12 uM), células de NCI-H460 foram usadas e o perfil do ciclo celular bem como
0s niveis de apoptose foram avaliados por citometria de fluxo apds tratamento

destas células com os compostos selecionados.

261



3- Procedimento Experimental

3.1-Materiais
3.1.1-Reagentes

O meio RPMI-1640 com vermelho de fenol foi adquirido da
Cambrex (New Jersey, EUA). A L-glutamina, o soro bovino fetal (SBF), o
tampao fosfato salino (PBS) e a tripsina foram adquiridos da Gibco Invitrogen
Co. (Escécia, Reino Unido). O &cido acético, o azul de tripano, o
dimetilsulféxido (DMSO), o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), a
penicilina/estreptomicina, RNase e a sulforodamina B (SRB) foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (Saint Louis, EUA). O &cido tricloroacético (TCA), o
citrato de sodio, o etanol, o paraformaldeido e o tampéao Tris foram adquiridos

da Merck (Darmstadt, Alemanha).

3.1.2- Equipamentos

Céamara de fluxo laminar vertical- The baker company.Class Il
Biological Safety cabinet - P.O. Drawer E., Stanford, ME 04073.

Estufas de incubacdo de CO,; -LeeC Mkl Proportional
Temperature Controller.

Estufa 37C - Ehret-Bk 3064.

Microscopio Invertido de Contraste de Fase - Nikon Diaphot.

Microscopio optico-Nikon Eclipse E400.

Microscépio de fluorescéncia - Nikon Japan, Eclipse TS 100, Elw
D 0.3/0D75.

Vértex- Reagente 5-R5-ZX3.

Autoclave - raypa AE — 12.

Centrifuga SIGMA 3K-2, Osterode am Harz, Alemanha.

Banho de agua - memmeet

Lavador automatico de placas - diagnostics pasteur LP35

Espectrofotdbmetro de placas (Bio-tek Instruments Inc.,
PowerWave XS, Winooski, EUA).

Citometro - Epics XL-MCL Coulter flow cytometer.
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3.1.3- Compostos estudados

Foram ensaiados 55 compostos de origem natural, entre esses
flavonoides, alcal6ides, cumarinas, terpenos e limondides. Todos os compostos
foram isolados de plantas da familia Rutaceae ou Meliaceae coletadas em
territorio brasileiro e gentilmente cedidos pelo laboratério de Produtos Naturais

da Universidade Federal de Sao Carlos, SP- Brasil.

3.1.4- Linhagens celulares
Foram utilizadas trés linhagens celulares tumorais humanas,

representativas de trés diferentes tipos de tumores:

. MCEF-7, adenocarcinoma da mama;
o NCI-H460, cancer de células ndo pequenas de pulmao;
. A375-C5, melanoma;

A linhagem celular NCI-H460 foi gentilmente cedida pelo National
Cancer Institute (NCI) (Bethesda, Maryland, EUA) e as linhagens celulares
MCF-7 e A375-C5 foram adquiridas junto a European Collection of Cell
Cultures (ECACC) (Salisbury, Reino Unido).

3.2 Métodos

3.2.1 Culturas Celulares

As linhagens celulares estudadas cresceram em monocamada
mantidas em frascos de cultura celular de 25 cm? contendo 5 mL de meio de
cultura RPMI-1640 com vermelho de fenol, suplementado com 5% de SBF
inativado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. O SBF inativado foi obtido por aquecimento durante 1 hora a
56°C em banho de agua. Este meio foi designado ao longo do trabalho
somente por meio de cultura RPMI.

As culturas celulares foram mantidas sob incubacdo a 37°C em
estufa (LEEC) contendo uma atmosfera umidificada e com 5% de CO,. As
células foram mantidas em crescimento exponencial tendo-se, para tal,
procedido & sua subcultura, por tripsinizacdo, uma a duas vezes por semana.
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A tripsinizacdo consiste no destacamento das células em
monocamada por acdo da tripsina. Apés remocdo do meio de cultura, as
células foram lavadas com PBS e em seguida adicionadas de uma solucdo de
tripsina-EDTA, e incubadas em estufa a 37°C por 2 minutos. A acao da tripsina
foi interrompida pela adicdo de meio de cultura através dos inibidores
presentes no SBF. A suspensao celular obtida foi centrifugada a 1200 r.p.m.
durante 5 minutos a temperatura ambiente. As células sedimentadas depois de
separadas do meio de cultura sobrenadante foram entdo ressuspendidas em 5
mL de meio de cultura RPMI e transferidas para novo frasco de cultura.

As manipulagbes das culturas celulares foram realizadas em

camara de fluxo laminar vertical.

3.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular e obtencdo de células em
crescimento exponencial

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante de excluséo,
azul de tripano. Apés tripsinizacdo, em todas as suspensdes celulares, foi
determinada o numero total de células viaveis tendo-se, para tal, adicionado a
50 uL de suspenséo celular a 50 pL de azul de tripano e procedido a contagem
em camara de Neubauer das células que apresentaram capacidade de excluir
o corante (incolores), correspondentes as células viaveis. Os resultados obtidos
foram apresentados em namero de células vidveis/mL de suspensao celular.

Células em crescimento exponencial foram obtidas ajustando a
cultura inicial de cada uma das linhagens as seguintes densidades celulares:
1.5 x 10° células viaveis/mL para MCF-7 e 7,5 x 10* células viaveis/mL para
NCI-H460 e A375-C5, em meio de cultura RPMI.

3.2.3 Ensaio SRB (Sulforodamina B)

Os ensaios SRB foram realizados no laboratério de Microbiologia,
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

O efeito inibidor do crescimento celular de 55 compostos de
origem natural foi estudado utilizando trés linhagens celulares tumorais

humanas, de acordo com a metodologia (ligeiramente modificada) adoptada
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pelo NCI (Bethesda, EUA) inserida no programa “In vitro Anticancer Drug
Screening” (MONKS et al., 1991; SKEHAN et al.,, 1990). O método avalia a
capacidade dos compostos inibirem o crescimento exponencial de células
tumorais humanas apdés uma exposicdo continua de 48 horas, através da
quantificacdo do conteudo protéico celular pelo corante de proteinas SRB.

As linhagens celulares MCF-7, NCI-H460 e A375-C5 foram
inoculadas em placas de 96 pocos de fundo plano (100 uL/poco) e incubadas
durante 24 horas de modo a permitir a aderéncia e a estabilizacdo das células
antes da adicdo do composto. Foram testadas cinco concentracdes diferentes
para cada composto (150 a 0,2 uM), as quais foram preparadas por diluicdo
seriada (1:2 ou 1:3) em meio de cultura (100 uL/poc¢o). Em cada ensaio o
composto foi testado em duplicata para cada linhagem. Nas células controle
nao tratadas, foi adicionado apenas meio de cultura. Para cada ensaio foi
preparada uma placa, a qual foi designada por placa TO (tempo zero), que
serviu para determinar o conteudo protéico celular no momento de adicdo do
composto e, deste modo, avaliar a sua toxicidade. Esta placa foi fixada antes
da adicdo do composto as placas teste com uma solucdo de TCA 50% (50
pL/poco), durante 60 minutos a 4°C, a qual se seguiu uma lavagem com agua
destilada. Apos 48 horas de exposi¢cao ao composto as células das placas teste
foram fixadas do mesmo modo que a placa TO. Depois de totalmente secas as
células foram coradas com uma solucdo SRB (50 pL/poc¢o) por 30 minutos a
temperatura ambiente. O excesso de SRB foi removido por lavagem da placa
com solucdo de &cido acético 1%. O SRB foi posteriormente solubilizado com
tampao Tris (100 pL/poco). A placa TO, previamente fixada, foi corada de igual
modo. Procedeu-se a leitura da absorvancia a 492 nm num espectrofotémetro
de placas (Bio-tek Instruments Inc., PowerWave XS, Winooski, EUA).

Para cada linhagem celular foi obtida uma curva dose-resposta
que permitiu determinar por interpolacdo grafica com base no programa de
calculo fornecido pelo NCI (Bethesda, EUA), o valor de Glsp, concentracdo do
composto que causou uma reducao de 50% no crescimento celular (MONKS et
al., 1991). A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, foi testada de igual

modo.
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3.2.4- Andlise do perfil do ciclo celular por citometria de fluxo e dos niveis
de apoptose

Os compostos com valor de Glsp menores ou iguais a 10 puM
foram selecionados para subsequente andlise do seu efeito no ciclo celular e
na inducdo da apoptose. Estes ensaios foram realizados utilizando a linhagem
celular tumoral humana do céancer do pulméo (NCI-H460). Assim, as células
foram inoculadas em placas de 6 pocos (7,5%10* células/mL) e incubadas a
37°C durante 24 horas de forma a garantir a sua aderéncia e a estabilizacéo
das células antes da adicdo dos compostos. Apdés 24 horas de incubacédo as
células foram tratadas com meio de cultura (controle), com o solvente dos
compostos (DMSO) ou com os préprios compostos na sua concentracdo de
Glso (determinada através do ensaio de SRB) e incubadas a 37°C durante 48
horas. Apds este periodo as células foram tripsinizadas e em seguida
processadas para andlise do ciclo celular e determinacdo dos niveis de
apoptose.

Relativamente ao ciclo celular, as células foram fixadas com
etanol 70% e em seguida ressuspendidas em PBS contendo 0,1 mg/mL RNase
A e 5 pg/mL de iodeto de propidio. O conteudo celular foi posteriormente
analisado por citometria de fluxo (Epics XL-MCL Coulter flow cytometer) como
anteriormente descrito por (PALMEIRA et al., 2010), tendo sido contadas pelo
menos 20,000 eventos por amostra.

A apoptose foi analisada utilizando o kit comercial “Human
Annexin V-FITC/PlI (Bender MedSystems, Vienna, Austria), segundo as
instrucdes do fabricante. A determinacdo da externalizacdo da fosfatidilserina
foi usada para quantificar os niveis de apoptose por citometrtria de fluxo, tendo
sido pelo menos contadas 20,000 células.

Ambas as metodologias foram analisadas pelo programa de
software FlowJo 7.2 (Tree Star, Inc.). Trés ensaios independentes ou mais
foram realizados e o0s resultados apresentados correspondem a média mais o
desvio padréao (DP).

Estes ensaios foram realizados no Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular (IPATIMUP) da Universidade do Porto, com colaboragéo

da aluna Kantima Choosang sob orienta¢éo professora Helena Vasconcelos.

266



4- Resultados e discussao

4.1- Efeito dos compostos sobre o crescimento das linhagens celulares
tumorais humanas

Neste trabalho o efeito de 55 compostos naturais foram avaliados
no crescimento de trés linhagens celulares tumorais humanas, MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (cancer de células ndo pequenas de
pulméo) e A375-C5 (melanoma) (Figura 4.1). Para tal, células em crescimento
exponencial foram expostas, durante 48 horas, a cinco concentracdes de cada
composto, e o crescimento celular foi avaliado através da quantificacdo do
conteudo protéico celular pelo corante SRB.

A Figura 4.2 e Tabela 4.1 apresentram as estruturas dos
compostos utilizados assim como os resultados obtidos com os triterpenos e
esterol sobre o crescimento das linhagens celulares tumorais humanas ora

testadas.

Figura 4.1: Fotografias obtidas em microscépio das linhagens celulares, MCF-
7, adenocarcinoma da mama (A); NCI-H460, cancro de células ndo pequenas
de pulmao (B) e A375-C5, melanoma (C).
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Dentre os compostos apresentados na Figura 4.2 e Tabela 4.1, o
composto 4 foi 0o mais ativo. Os compostos 1, 3 e 6 apresentaram um
moderado efeito inibidor do crescimento celular sobre as linhagens MCF-7 e
NCI-H460, no entanto, enquanto o composto 1 teve um efeito moderado na
linhagem celular A375-C5, os compostos 3 e 6 tiveram um efeito mais potente
nessa linhagem (Glsp < 13 uM). O terpeno 2 apresentou baixo efeito inibitorio
do crescimento das linhagens celulares MCF-7 e NCI H460 e moderado na
linhagem A375-C5 (Glsp < 36 uM). A razéo pela qual estes compostos sao mais
ativos na linhagem A375-C5 do que nas outras duas linhagens celulares
testadas esta provavelmente relacionada com o mecanismo de acéo e os alvos
moleculares exibidos por estes compostos, que possivelmente diferem de
acordo com o tipo de tumor.

Os compostos 7 e 8 foram inativos contra as trés linhagens de
células tumorais, mesmo na maior concentracdo testada (150 uM). Em adicéo,
0 composto 9, que apresentou Glsg de 140 uM na linhagem celular NCI-H460
também-se mostrou inativo nas demais linhagens utilizadas .

PHONGMAYKIN et al. (2008) previamente demonstrou a baixa
atividade do composto 1 frente ao cancer de mama, com Glso de 17,5 pg/mL.
Nesse estudo, a elipticina foi utilizada como controle positivo e apresentou um
valor de Glsp igual a 0,35 pg/mL. Além disso, este composto mostrou-se inativo
contra as linhagens de células humanas LNCaP (cancer de préstata horménio-
dependente), KB (carcinoma epidermdide oral), e Col 2 (cancer de célon) (QIU
et al.,, 2001). Adicionalmente, em 2007, KASHIWADA e colaboradores
demostraram que a ocotilona (2) ndo teve efeito sobre uma variedade de
linhagens celulares tumorais, tais como KB (descrito como um carcinoma
epidermdide, embora mais tarde confirmado como um subclone HelLa ou seja,
carcinoma do colo do atero humano), K562 (leucemia), MCF-7 e COLO205
(carcinoma de colon).

No presente trabalho, os compostos 1 e 2 exibiram atividade
frente as trés linhagens testadas. Entretanto o composto 1 exibiu um valor de
Glso trés vezes menor para as linhagens MCF-7 e NCI-H460, enquanto que
para a linhagem A375-C5 os valores Glsp de ambos os compostos foram

proximos de 30 uM. Uma vez que a Cabraleadiol (1) difere da Ocotilona (2)
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apenas no substituinte da posicdo 3 e na estereoquimica em C-24, pode-se
inferir que o grupo hidroxila em C-3 e / ou a estereoquimica S no C-24 parece
favorecer o efeito antiproliferativo do composto 1 nas linhagens MCF-7 e NCI
H460.

Ao comparar os compostos 3 (odoratona) e 4 (odoratol), conclui-
se que a existéncia do grupo hidroxila em C-3 parece ser importante para a
atividade inibitoria nas células MCF-7 e NCI H460, visto que que o composto 4
€, aproximadamente duas vezes, mais potente que o composto 3 nestas
linhagens de células tumorais (Tabela 4.1).

Adicionalmente o tratamento do composto 4 com acetona e uma
quantidade catalitica de acido sulfurico a temperatura ambiente deu origem ao
acetonideo correspondente (5). Verifica-se portanto que a presenca deste
grupo pode estar associada a uma perda do efeito inibidor do crescimento

celular.

Figura 4.2: Estrutura quimica dos triterpenos e esterol.
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Tabela 4.1: Efeito dos triterpenos e esterol no crescimento de trés linhagens

celulares tumorais humanas

Compostos MCF-7 NCI-H460 A375-C5
(mama) (pulmé&o) (melanoma)
Glso (UM)

1 31,67+1,33 31,00+2,00 31,00+3,61

2 105,0045,00 92,33+0,67 36,00+3,46

3 26,00+1,73 24,67+2,40 11,46+1,08

4 10,50+0,50 11,67+1,2 11,67+0,67

5 120° 99° 150°

6 39,33+0,88 40,33+2,60 13,00+1,73

7 > 150 > 150 > 150

8 > 150 > 150 > 150

9 > 1502 140° 150°

Os resultados estéo expressos em Glsp (concentragdo de composto que causou uma inibicdo de 50% no
crescimento celular) apds continua exposigao de 48 horas. Os resultados representam a média + SEM de
3-5 ensaios, realizados em duplicata, e obtidos em experiéncias independentes. *Resultados de um ou
dois experimentos independentes e realizados em duplicata. A doxorrubicina foi usada como controlo
positivo nas linhagens celulares tumorais humanas (Glso: MCF-7 = 0.0428 + 0.0082; NCI-H460 = 0.0940 +
0.0087 e A375-C5 =0.1142 + 0.0070 pM).

A Figura 4.3 e a Tabela 4.2 apresentram, respectivamente, as
estruturas dos compostos e os resultados obtidos com os limondides sobre o
crescimento das linhagens celulares tumorais humanas ora testadas. Dentre os
compostos analisados os compostos 11, 14 e 15 foram os mais ativos, sendo o
limondide 15 o mais potente, apresentando Glsp menor que 4,20 uM para todas
as linhagens celulares testadas. Por outro lado os limondides 16 e 19
apresentaram baixo efeito inibitorio do crescimento das linhagens MCF-7, NCI-
H460 e A375-C5. Adicionalmente os compostos 10, 12, 13, 17 e 18 foram
inativos contra as trés linhagens de células, mesmo na maior concentracédo
testada (150 uM), exceto para o composto 18 que apresentou Glso de 94 uM na
linhagem celular A375-C5. Como previamente mencionado o limondide mais
ativo testado foi a cedrelona (15) (Tabela 4.2). Embora as propriedades
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antitumorais da cedrelona, como inibidor do crescimento de linhagens celulares
in vitro, ainda ndo tenham sido relatadas na literatura anteriormente, este
composto € conhecido por demonstrar inUmeras outras atividades, dentre as
quais inseticida (KOUL & ISMAN., 1992, ARNASON et al., 1987), antialimentar
(GOPALAKRISHNAN et al., 2000, SURESH et al., 2002) e atividade antifingica
contra Puccinia arachidis (GOVINDACHARI et al., 2000).

Em 2008, MANEERAT e colaboradores estudaram a atividade
citotoxica do limondide 6a-acetoxiepoxiazadiradiona contra trés linhagens
celulares tumorais, NCI-H187 (cancro de células pequenas de pulméo), KB e
MCF-7 e nédo observaram indugcdo do crescimento celular em nenhuma das
linhagens testadas. No entanto, no presente trabalho, o limondide 6a-acetoxi-
143,15B-epoxiazadriona (14) exibiu um valor de Glso de 11,67 + 1.20 uM na
linhagem celular MCF-7. Considerando o limondide ja referido (MANEERAT et
al., 2008) e o limondide 14 do presente trabalho, apenas diferem no substituinte
C-16, sugerindo que o grupo carbonila em C-16 contribui para uma perda
completa da atividade contra a linhagem celular MCF-7.

Os limondides 10, 11, 12 e 13 sao analogos diferindo apenas nos
substituintes localizados no anel B (Figura 4.3). Em relacdo ao substituintes no
anel B, a presenca de uma carbonila ou um grupo hidroxila na posi¢cao C-7
(compostos 10 e 12, respectivamente) e um grupo extra de acetato na posi¢cao
C-6 do composto 13, comparando com 11, parecem estar diretamente
associadas a perda de atividade. Com efeito, os resultados apresentados na
Tabela 4.2 mostram que apenas gedunina (11) apresenta atividade inibitoria do
crescimento das trés linhagens celulares estudadas. De maneira interessante
os resultados ora apresentados sao diferentes daqueles previamente relatados
(BRANDT et al., 2008), onde os mesmos compostos foram registrados como
ativos contra a linhagem celular MCF-7. Ressalte-se aqui que tais diferencas
devem ser comparadas com cautela uma vez que os resultados obtidos por tais

autores foram obtidos com o kit de proliferagéo celular MTS/PMS.
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Figura 4.3: Estrutura quimica dos limonoides.
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Tabela 4.2: Efeito dos limondides no crescimento de trés linhagens celulares

tumorais humanas

Compostos MCF-7 NCI-H460 A375-C5
(mama) (pulmé&o) (melanoma)
Glso (LM)
10 > 150 > 150 > 150
11 9,06+0,43 8,36+0,84 8,80+0,92
12 > 150 > 150 > 150
13 > 150 > 150 > 150
14 11,67+1,20 10,63+0,68 9,27+0,37
15 4,20+0,73 2,77+0,07 2,60+0,21
16 73,00+0.73 62,03+£1.12 44,45+0,97
17 > 150 > 150 > 150
18 > 150 > 150 942
19 93° 77% 60°

Os resultados estéo expressos em Glsg (concentracdo de composto que causou uma inibigdo de 50% no
crescimento celular) apds continua exposicao de 48 horas. Os resultados representam a média + SEM de
3-5 ensaios, realizados em duplicata, e obtidos em experiéncias independentes. *Resultados de um ou
dois experimentos independentes e realizados em duplicata. A doxorrubicina foi usada como controlo
positivo nas linhagens celulares tumorais humanas (Glso: MCF-7 = 0.0428 + 0.0082; NCI-H460 = 0.0940 +
0.0087 e A375-C5 = 0.1142 £ 0.0070 pM).

A Figura 4.4 e Tabela 4.3 apresentaram, respectivamente, as
estruturas dos compostos e os resultados obtidos com os flavondides sobre o
crescimento das linhagens celulares tumorais humanas ora testadas. Dentre os
compostos analisados os compostos 25 e 30 foram os mais ativos,
apresentando Glsp menores que 11,57 uM para todas as linhagens celulares
testadas. O composto 32 exibiu moderado efeito inibitorio do crescimento das
trés linhagens celulares estudadas. Adicionalmente, os compostos 22, 23, 24 e
34 apresentaram um fraco efeito, enquanto os compostos 20, 21, 26, 27, 28,

29, 31 e 33 foram inativos em todas as linhagens testadas, mesmo na maior
273



concentracdo testada (150 pM). Ressalte-se, todavia, que o composto 26
apresentou Glsp de 120 uM e 110 pM nas linhagens celulares NCI-H460 e
A375-C5 respectivamente.

Os flavonoides 24 e 25 sao analogos diferindo apenas no anel C.
A existéncia do grupo hidroxila em C-3 parece ser importante para a atividade
inibitéria do crescimento das trés linhagens celulares avaliadas, uma vez que o
composto 25 é dez vezes mais potente que o composto 24 nestas linhagens
celulares. A fraca atividade antiproliferativa do composto 24 frente a linhagem
celular MCF-7 foi previamente observada (POUGET et al., 2001) corroborando
os resultados aqui apresentados. Recentemente, as atividades citotoxicas de
cinquenta e trés flavonadides, incluindo a flavona (24), foram avalidas frente as
linhagens celulares tumorais TK-10 (células humanas de carcinoma de rim),
MCF-7 e HT-29 (adenocarcinoma do colon). Nesse trabalho o composto 24
também exibiu fraca atividade frente as linhagens testadas na concentracdo de
100 uM (CABRERA et al., 2007). Em adicdo, CHANG e colaboradores (2008)
mostraram que a flavona (24) apresenta valores de Glso superiores a 100 uM
para uma variedade de linhagens celulares tumorais humanas, incluindo MCF-
7 e MDA-MB-231 (adenocarcinoma da mama), LoVo e DLD-1 (carcinoma
colorretal) e PC3 (cancro da proéstata) utilizando, entretanto, o ensaio do MTT
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazodlio].

Em relacdo a 3-hidroxiflavona (25), KUNTZ e colaboradores
(1999) relataram um fraco efeito citotoxico desta flavona sobre as linhagens
celulares, Caco-2 (linhagem celular humana do cancro do colon, 1Csy 65,8 UM )
e HT-29 (adenocarcinoma do célon, ICsy 58,6 uM). Além disso,
BRUSSELMANS e colaboradores (2005) mostraram que este composto nao
afetou a sintese de lipidios em ambas as células tumorais, LNCaP (cancer de
préstata) ou MDA-MB-231. No entanto recentemente, LIN e colaboradores
(2007), mostraram que a 3-hidroxiflavona (25) exibia uma atividade inibitoria
sobre E2 (17 B-estradiol)/ IGF-I (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina)
na proliferacéo de células MCF-7.

Neste trabalho, o composto 5,7,8,3',4'-pentametoxiflavona (26) foi
inativo sobre MCF-7 e apresentou fraca atividade sobre as linhagens celulares
NCI-H460 e A375-C5. Por outro lado, um efeito inibitorio moderado em celulas
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HT-29 foi observado para o0 mesmo composto utilizando o ensaio MTT
(HIRATA et al., 2009). De qualquer modo, deve-se salientar que esta diferenca
pode estar relacionada com o fato do mecanismo de ag&o celular deste
composto ndo estar expresso nas linhagens celulares tumorais estudadas no
presente trabalho, pois foram comparados diferentes tipos de tumores e
ensaios.

Os compostos 29 e 30 sao estruturalmente semelhantes (Figura
4.4), porém, a 2,3,4,4,5 6-hexametoxichalcona (30) demonstrou ser um
potente inibidor das linhagens celulares analisadas (Glsp menor que 10,57 uM),
ao passo que a flavanona (29) foi inativa contra todas as linhagens celulares
mesmo na maior concentracéo utilizada (150 uM). O fechamento do anel C da
flavanona (29) provavelmente seja responsavel pela diminuicdo da atividade

deste composto.

OCH30 (22 OCHz O (23)

OCH; O (21)

OCH; OCHs

Figura 4.4: Estrutura quimica dos flavonoides.
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Tabela 4.3: Efeito dos flavondides no crescimento de trés linhagens celulares

tumorais humanas

Compostos MCF-7 NCI-H460 A375-C5
(mama) (pulmé&o) (melanoma)
Glso (UM)

20 > 150 > 150 > 150

21 > 150 > 150 > 150

22 942 944 68°

23 140° 110° 812

24 77,00+£4,00 67,67+5,36 75,67+7,22

25 8,29+1,08 5,40+0,80 6,84+2,54

26 > 150 120° 110°

27 > 150 > 150 > 150

28 > 150 > 150 > 150

29 > 150 > 150 > 150

30 10,57+0,43 10,15+0,69 6,77+0,55

31 > 150 > 150 > 150

32 29,50+3,50 35,00+1,00 32,50+2,50

33 > 150 > 150 > 150

34 842 942 96°

Os resultados estéo expressos em Glsg (concentracdo de composto que causou uma inibicdo de 50% no
crescimento celular) apés continua exposi¢céo de 48 horas. Os resultados representam a média + SEM de
3-5 ensaios, realizados em duplicata, e obtidos em experiéncias independentes. *Resultados de um ou
dois experimentos independentes e realizados em duplicata. A doxorrubicina foi usada como controlo
positivo nas linhagens celulares tumorais humanas (Glso: MCF-7 = 0.0428 + 0.0082; NCI-H460 = 0.0940 +
0.0087 e A375-C5 = 0.1142 + 0.0070 pM).

As estruturas dos alcaldides estudados e os resultados obtidos

com estes compostos sobre o crescimento das linhagens celulares avaliadas

sdo apresentados na Figura 4.5 e Tabela 4.4, respectivamente. O composto
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5’,6’-[5-metil-5-5-(7-indol-5"-il-eteno-6,7-diil)-3-(metilprop-2-en-2-il)]-
ciclopentano-5’,6’-diil-indol (43) foi o mais ativo dos alcaldides avaliados,
apresentando Glsgp menor que 10,67 uM para todas as linhagens celulares
avaliadas. O composto 46 exibiu moderado efeito inibitério no crescimento das
trés linhagens celulares estudadas ao passo que os compostos 35, 36, 37, 39,
40, 41, 42, 44 e 47 mostraram fraco efeito. Em adicdo os compostos 38 e 45
ndo exibiram efeitos no crescimento das células nas concentracdes avaliadas.
Ressalte-se, todavia, que o composto 38 apresentou Glso de 94,0 uM na
linhagem celular A375-C5.

No presente trabalho o composto 35 exibiu valores de ICsg
compreendidos entre 71,0 e 99,9 uM para todas as linhagens celulares
avaliadas. Todavia, esse mesmo composto foi inativo para uma série de
linhagens celulares, dentre as quais A-549 (carcinoma de pulméo), HCT-8
(carcinoma ileocecal), RPMI-7951 (melanoma), KB, P-388 e L1210 (leucemia
murina), na concentracdo de 10 pg/mL (KUO et al., 1993). Adicionalmente, o
efeito citotoxico da rutaecarpina (36) foi previamente estudado em células
A375-S2 (melanoma maligno humano), HeLa, MCF-7, THP-1 (leucemia aguda
monocitica), L929 (fibrossarcoma murino). Os valores de ICsy da rutaecarpina
contra estas cinco linhagens de células tumorais variou entre 150 e 239 uM,
com 24 horas de tratamento utilizando o ensaio do MTT (ZHANG et al., 2004).

Os alcalbides 39 e 40 sao similares diferindo apenas quanto ao
grupo ligado ao nitrogénio. Assim, o N-metilflindersina (40), que apresenta um
grupo metil ligado ao nitrogénio, € duas vezes mais ativo nas linhagens
celulares MCF-7 e NCI-H460 e trés vezes na linhagem A375-C5 do que a
flindersina (39), que apresenta apenas um hidrogénio ligado ao nitrogénio.
Tomados em conjunto, esses resultados permitem pressupor que a presenca
do grupo metil ligado ao nitrogénio seja importante para a atividade inibitéria do
crescimento em todas as trés linhagens celulares estudadas. Investigando as
propriedades citotoxicas de flindersina (39) em sete linhagens de células
tumorais humanas, HelLa, HCT-116, HT-29, OVCAR-3 (adenocarcinoma de
ovario), MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR- 3 (adenocarcinoma de mama),
JANSEN e colaboradores (2006) observaram que esse composto € inativo na

concentracdo de 100 pM contra todas as linhagens avaliadas, exceto na
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linhagem celular HeLa (ICsp = 49,3716,84. uM) utilizando o método de cligavem

do sal tetrazolio WST-1 (Roche Biomolecular) produzindo o sal de formazan.
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Figura 4.5: Estrutura quimica dos alcaldides.
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Tabela 4.4: Efeito dos alcaléides no crescimento de trés linhagens celulares

tumorais humanas

Compostos MCF-7 NCI-H460 A375-C5
(mama) (pulmé&o) (melanoma)
Glso (UM)

35 712 99 742

36 110° 100° 632

37 110° 522 522

38 > 150 > 150 942

39 113,0048,77  121,00+9,00 140,00+10,00

40 56,00+2,08  59,00+6,00 43,3316,57

41 87,33+4,84 83,33+1,20 77,67+2,33

42 61,00+6,11 61,33+3,53 52,33+0,88

43 10,67+0,33 9,85+0,13 9,2740,37

44 58,00+0,00 45,00+9,00 37,50 £7,50

45 > 150 > 150 > 150

46 27,00+2,00 19,50+0,5 25,5+3,50

47 82,00+2,00 80,00+3,00 62,00+6,00

Os resultados estéo expressos em Glsg (concentracdo de composto que causou uma inibigdo de 50% no
crescimento celular) apds continua exposicédo de 48 horas. Os resultados representam a média + SEM de
3-5 ensaios, realizados em duplicata, e obtidos em experiéncias independentes. *Resultados de um ou
dois experimentos independentes e realizados em duplicata. A doxorrubicina foi usada como controlo
positivo nas linhagens celulares tumorais humanas (Glso: MCF-7 = 0.0428 + 0.0082; NCI-H460 = 0.0940 +
0.0087 e A375-C5 =0.1142 + 0.0070 pM).

A estrutura das cumarinas estudadas é apresentada na Figura 4.6

e o0s resultados obtidos com estes compostos sobre o crescimento das

linhagens celulares avaliadas sdo apresentados na Tabela 4.5. A siderina (48)

foi a cumarina mais ativa dentre as testadas, apresentando Glsp entre 3,60 uM
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e 6,33 uM. Adicionalmente, os compostos 49 e 53 exibiram fraco efeito,
enguanto os compostos 50, 51, 52, 54 e 55 foram inativos frente as linhagens
celulares testadas, excecao feita ao composto 55 que exibiu Glsg de 85,0 uM
para a linhagem celular A375-C5 (Tabela 4.5).

Diferentes atividades biologicas tém sido relatadas para a siderina
(48) dentre elas antibacteriana contra Bacillus cereus, Escherichia coli e
Shigella flexneri (CHOWDHURY et al., 2003) além da atividade inibitoria do
fotossistema Il em tilacoides de espinafre (VEIGA et al., 2007). Em relacédo a
sua atividade citotoxica, a siderina foi previamente relatada apresentando Glsg
17 pg/mL para a linhagem celular tumoral KB, mas foi considerada ativa na
maior concentracao testada (50 pg/mL) para as linhagens celulares NCI-H187,
MCF-7 e Vero (fibroblastos de rim de macaco verde Africano) utilizando o
ensaio de microplaca proteica verde fluorescente (ISAKA et al., 2009).
Curiosamente, a siderina (48) é, dentre os compostos aqui examinados, um
dos mais ativos (Tabela 4.5).

As cumarinas xantiletina (49) e 5-metoxiseselina (50) previamente
estudadas em linhagens de células K562, Raji, Jurkat (eritroleucemia), Calu-1
(carcinoma do pulméo humano) e HeLa (LIN et al., 2003) apresentaram valores
de Glso superiores a 100 uM, contra todas as linhagens celulares, utilizando o
ensaio de incorporacéo de [*H]-timidina.

Embora a xantotoxina (52) nao tenha apresentado atividade frente
a todas as linhagens celulares testadas neste trabalho mesmo na maior
concentracdo utilizada (150 upM), varios estudos relatam suas atividades
relacionadas ao cancer (SUZUKI et al., 2006, HAN et al., 2008, HAFEZ et al.,
2009, VIA et al., 2009).

Cumpre ressaltar que, diferentes resultados obtidos por diferentes
grupos de pesquisa sugerem que os resultados de tais analises devem ser
consideradas com relativa cautela. Tomados em conjunto, esses resultados
sugerem que muita pesquisa é ainda necessaria para o completo entendimento

e elucidacdo dos mecanismos capazes de mediar a agao desses compostos.
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Figura 4.6: Estrutura quimica das cumarinas

Tabela 4.5: Efeito das cumarinas no crescimento de trés linhagens celulares

tumorais humanas.

Compostos MCF-7 NCI-H460 A375-C5
(mama) (pulmé&o) (melanoma)
Glso (UM)
48 6,33+0,43 3,73+0,20 3,60+0,10
49 932 110° 110°
50 > 150 > 150 > 150
51 > 150 > 150 > 150
52 > 150 > 150 > 150
53 120° 120° 110°
54 > 150 > 150 > 150
55 > 150 > 150 85°

Os resultados estdo expressos em Glsg (concentragdo de composto que causou uma inibigcdo de 50% no
crescimento celular) apds continua exposicéo de 48 horas. Os resultados representam a média + SEM de
3-5 ensaios, realizados em duplicata, e obtidos em experiéncias independentes. *Resultados de um ou
dois experimentos independentes e realizados em duplicata. A doxorrubicina foi usada como controlo
positivo nas linhagens celulares tumorais humanas (Glso: MCF-7 = 0.0428 + 0.0082; NCI-H460 = 0.0940 +
0.0087 e A375-C5 =0.1142 £ 0.0070 pM).
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4.2- Avaliacdo dos efeitos dos compostos mais potentes na distribuicao
do ciclo celular e nainducédo da apoptose em células de NCI-H460

As células utilizam o ciclo celular para a sua reproducdo. A
resultante duplicacdo celular constitui uma resposta as necessidades do
crescimento durante o desenvolvimento do organismo ou a reparacdo dos
tecidos lesionados. O ciclo celular é dividido em 4 fases (Figura 4.7). A fase G1
(Gap 1) é onde ocorre o crescimento e preparacao para a replicacdo do DNA.
Nessa fase hd um ponto de checagem, se caso as células tenham os
nutrientes necessarios, podem continuar, se nao ficam interrompidas na fase
GO. A fase S (Sintese) é onde ocorre a replicacdo do DNA. Na fase G2 (Gap 2)
ocorre 0 crescimento e preparacdo para a mitose e a fase M (Mitose) é onde
ocorre a separacdo dos cromossomas seguida da divisdo da célula

(citocinese).

Duplicagcao do DNA

A célula nao
entra em divisdo |

Ponto de checagem G1

A\
| aumento da
| massa celular

Ponto de checagem M
Ponto de checagem G2
Divisao celular

Figura 4.7: Ciclo celular.

Nesse trabalho os efeitos dos compostos mais ativos (Glsg < 12
puM) foram avaliados sobre a distribuicdo do ciclo celular e inducdo da apoptose
em células NCI-H460. As células NCI-H460 foram tratadas com os compostos
4, 11, 14, 15, 25, 30 e 48 em suas respectivas concentragdes de Glsg (valores

de Glso para NCI-H460 apresentados nas Tabelas 4.1 a 4.5), por 48 horas e
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depois processadas para analise do ciclo celular. Em suma, os resultados
mostraram que a maioria dos compostos testados afetaram a distribuicdo do
ciclo celular normal das células NCI-H460 (Figuras 4.8 e 4.9).

Assim, os compostos 4 e 30 induziram uma parada do ciclo
celular na fase G1, provocando uma diminuigcdo nas porcentagens de células
nas fases S e G2/M do ciclo celular de NCI-H460. Por outro lado, apds o
tratamento com o composto 11, a progresséo do ciclo celular foi interrompida
na fase S, promovendo uma diminuicdo da porcentagem de células na fase G1
do ciclo celular. Em adicdo, a incubacdo com os compostos 15 e 48 culminou
com um acumulo de células nas fases S e G2/M do ciclo celular, aliado a uma
concomitante diminuicdo na porcentagens de células em G1. Ademais, fortes
indicios de que os compostos 4, 11, 15, 25, 30 e 48 induzem a apoptose devido
ao aumento da populacédo de células na sub-G1 (células com grande namero
de pequenos fragmentos de DNA) quando comparados com o controle.

Portanto, um ensaio de apoptose especifica foi posteriormente realizado.

100 1
2 G1 =S =2 G2/IM o SubG1
80 -

60

40 -

% Células

20 -

Controle DMSO 15

Figura 4.8: Distribuicdo do ciclo celular de células NCI-H460 apods 48 horas de
tratamento sem compostos (controle), DMSO (solvente como controle) ou na
presenca dos compostos 4, 11, 14 ou 15 na concentragéo Glsq especifica para
cada um dos compostos. Valores representam a média + desvio padrédo de ao

menos trés experimentos independentes.
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Figura 4.9: Distribuicdo do ciclo celular de células NCI-H460 apo6s 48 horas de
tratamento sem compostos (controle), DMSO (solvente como controle) ou na
presenca dos compostos 25, 30 ou 48 na concentracdo Glso especifica para
cada um dos compostos. Valores representam a média + desvio padrdo de ao

menos trés experimentos independentes.

O ensaio da Annexin-V-FITC/PI foi utilizado para determinar as
porcentagens de células em apoptose precoce e tardia por citometria de fluxo,
apos o tratamento das células NCI-H460 com os compostos 4, 11,14, 15, 25,
30 e 48, resultados esses apresentados na Tabela 4.6 para todos os
compostos testados. A anexina V é uma proteina de ligacdo aos fosfolipidos
dependente do célcio, que apresenta especial afinidade para a fosfatidilserina.
Um dos principais acontecimentos que caracterizam um estagio inicial de
apoptose é a deslocacédo de fosfatidilserina da camada interna para a camada
externa da membrana citoplasmatica. Assim, a anexina ao ligar-se a
fosfatidilserina exposta na superficie celular vai identificar células num estagio
inicial de apoptose e a determinacdo da externalizacdo da fosfatidilserina foi

usada para quantificar os niveis de apoptose por citometrtria de fluxo.
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O tratamento com o0s compostos 4 e 14 exibiram baixas
porcentagens de células em apoptose precoce ou tardia em relacdo ao
controle.

Quando as células NCI-H460 foram tratadas por 48 horas com o
composto 11 na concentracdo de Glsg, 0S resultados revelaram porcentagens
de 47,2% de células apoptéticas vs. 12,6% do controle (ou 11,2% no controle
DMSO). O composto 15 foi o mais eficiente promovendo 80,3 % de morte
celular por apoptose apos 48 horas de tratamento das células na concentracéo
de Glsp. O composto 30 foi o segundo mais eficaz causando cerca 60% de
células apoptoticas nas células tratadas com esse composto versus 12,6% do
controle (ou 11,2% no controle DMSO).

Adicionalmente, os compostos 25 e 48 induziram cerca de 30%
de morte celular por apoptose, um aumento quase trés vezes maior que a

quantidade de células em apoptose encontrada nos controles.

Tabela 4.6: Inducédo de apoptose em células de NCI-H460 apos 48 horas de
tratamento com os compostos 4, 11, 14, 15, 25, 30 e 48 na concentragao de
G|5o.

% células em . % total de

% células em .
apoptose : células em

Compostos apoptose tardia

precoce apoptose
Controle 52+0,9 7,320 126 +£2,6
DMSO 50+1,3 6,2+1,8 11,2+1,2
4 78+1,2 6,5+1,9 14,3+2,8
11 30,5+3,2 16,7+ 4.2 47,2 + 3,7
14 7,3+0,7 79+29 15,2+ 2,6
15 435+6.2 36,9+8,6 80,3+4,5
25 19,8+2,8 10,8 £ 2,7 30,6+1,9
30 36,9+7,6 22,6 4,7 59,4 +4,1
48 16,6 £ 11,1 13,8+ 9,6 30,4+19,4

Os resultados foram determinados por citometria de fluxo utilizando o ensaio da Annexin V-FITC/PI. Os
resultados correspondem a média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes.

285



5-Conclusdes

Oito triterpenos, um esterol, dez limondides, quinze flavondides,
treze alcal6ide e oito cumarinas isolados das familias Meliaceae e Rutaceae,
foram avaliados quanto ao crescimento de trés linhagens celulares tumorais
humanas, MCF-7 (adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (cancro de células
ndo pequenas de pulmédo) e A375-C5 (melanoma) pelo método do SRB. Em
resumo, 0s compostos 4, 11, 14, 15, 25, 30, 43 e 48 foram 0S mais promissores
na inibicdo do crescimento de todas as linhagens celulares tumorais estudadas,
exibindo valores de Glsp entre 2,6 uM e 11,67 uM.

A partir da andlise do perfil de ciclo celular em células NCI-H460,
foi possivel concluir que os compostos 4 e 30 induziram uma interrup¢do na
progressao do ciclo celular na fase G1, os compostos 11 e 25 provocaram uma
parada do ciclo celular na fase S e os compostos 15 e 48 nas fases S e G2/M.
Por outro lado, o composto 14 ndo afetou o perfil de ciclo celular destas
células. Além disso, a andlise da porcentagem de células em apoptose por
citometria de fluxo revelou que todos os compostos foram capazes de
aumentar os niveis de apoptose. Os compostos 4 e 14 originaram um aumento
relativamente pequeno na porcentagem de células em apoptose, conquanto 0s
compostos 11, 15, 25, 30 e 48 foram mais potentes apresentado porcentagens
de 47,2%, 80,3%, 30,6%, 59,4% e 30,4% de células apoptéticas vs. 12,6% do
controle (ou 11,2% no controle DMSO), respectivamente.

Os compostos 15 (cedrelona B, um limondide) e 48 (siderina, uma
cumarina) mostraram ser os mais potentes inibidores no crescimento de todas
as linhagens celulares estudadas, apresentando Glspy abaixo de 6,33 UM,
tornando-se, dessa maneira, interessantes compostos para estudos futuros
com o intuito de se investigar seu potencial como agentes antitumorais e ainda

para avaliacdo da toxicidade celular.
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