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RESUMO

ESTUDO FITOQUIMICO BIOMONITORADO EM Picramnia bahiensis E
Thyrsodium schomburgkianum — INSETICIDAS, FUNGICIDAS E MICROENCAPSULAGAO —
As formigas-cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex sao consideradas as mais
importantes pragas na agricultura, pastos e programas de reflorestamento devido ao
desfolhamento causado pela descontrolada herbivoria que as plantas séo
submetidas. Os fatores como abundancia dos recursos naturais como fonte de
alimentos, escassez de inimigos naturais e competicdes entre outras espécies,
promovem o ataque e, consequentemente, danos a plantacdo, gerando sérios
prejuizos econdmicos, ja que a densidade dos ninhos de formigas-cortadeiras pode
aumentar de 5 a 10 vezes em relacdo a um ambiente de equilibrio ecolégico. A
ordem Sapindales é composta pelas familias Staphyceaceae, Melianthaceae,
Bretschneideraceae, Akaniceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae, Aceraceae,
Burseraceae, Anacardiaceae, Julianiceae, e Zygophyllaceae. Dentro destas familias,
diversos compostos com atividade inseticida e fungicida tém sido obtidos. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivos principais o estudo fitoquimico
biomonitorado de Picramnia bahiensis e Thyrsodium schomburgkianum na obtencao
de produtos naturais inseticidas (frente a Atta sexdens rubropilosa) e/ou fungicidas
(frente ao fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus) e, principalmente, o
estudo de metodologias de aplicagdo dos compostos bioativos para o seu controle.
Assim, o estudo fitoquimico das plantas supracitadas permitiu o isolamento e
identificacdo de 24 compostos, acidos e ésteres de cadeia longa, antraquinonas,
esterdides e terpenos, muito deles sendo identificados através da técnica de
Espectrometria de Massas (HPLC/ESI-MS/MS), sendo que as substancias 11 e 12
sao inéditas na literatura. Dentre estes compostos, crisofanol, isolada das raizes de
P. bahiensis, se destacou por apresentar atividade inseticida e fungicida em
potencial frente as formigas-cortadeiras. Além disso, o estudo foi ampliado com
compostos comerciais similares, levando ao composto menadiona, também com
ambas as atividades em potencial. Este fato levou ao desenvolvimento de
formulagbes através do processo de nanoencapsulamento no intuito de, além de
obter compostos altamente ativos, desenvolver uma metodologia de aplicacdo dos
mesmos, fornecendo assim um inseticida e fungicida que sejam viaveis no uso para

o controle das formigas-cortadeiras. Assim, estes formicidas foram, pela primeira vez
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na literatura, nanoformulados através da técnica de nanoencapsulamento, avaliando
propriedades, como por exemplo, o prolongamento da atividade frente aos
compostos livres, melhorando assim sua eficacia. Além disso, todo o método
analitico foi validado via HPLC, seguindo as normas da ANVISA, visando,
principalmente, a confiabilidade nos resultados de quantificacdo para a comparacao

com padrdes de iscas tradicionais existentes no mercado.

Palavras chave: formigas-cortadeiras, Picramnia bahiensis, Thyrsodium

schomburgkianum, nanoencapsulamento, validacdo do método
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ABSTRACT

BIOMONITORED PHYTOCHEMISTRY STUDY OF Picramnia bahiensis AND
Thyrsodium  schomburgkianum — INSECTICIDES, FUNGICIDES AND MICRO-
ENCAPSULATION — The leaf-cutting ants of the genera Atta and Acromyrmex are
considered between the most important plagues in agriculture, grassland and
reforestation program, due the great amount of leaves cut which the plants are
submitted. The factors such as natural resources abundance as food source,
scantiness of natural enemies and competitions among others species, promote the
attack and, consequently, damages to the plantation, generating serious economic
damages, since the density of the nests of leaf-cutting ants can increase 5 to 10
times in relation to a nest in natural environment. The Sapindales order is composed
by the families Staphyceaceae, Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniceae,
Sapindaceae, Hippocastanaceae, Aceraceae, Burseraceae, Anacardiaceae,
Julianiceae, e Zygophyllaceae. Several compounds with insecticide and antifungal
activities have been gotten from these families. In this context, the present work
aimed as main objectives the bio-monitored phytochemistry study of Picramnia
bahiensis and Thyrsodium schomburgkianum to obtain natural insecticides against
Atta sexdens rubropilosa and/or fungicides against the symbiotic fungus
Leucoagaricus gongylophorus and, specially, the study of methodologies to apply
them to their control. The phytochemistry study of these plants allowed the isolation
and identification of 24 compounds, acids and esters that have long chain,
anthraquinones, steroids and terpenoids, many of them were identified using the
Mass Spectrometry technique (HPLC/ESI-MS/MS), being that the substances 11 and
12 are previously unpublished in literature. Among these substances, chrysophanol,
isolated from the roots of P. bahiensis, stand out to have potential insecticide and
fungicide activities against the leaf-cutting ants. Furthermore, the study was extended
with similar commercial compounds, leading to the compound menadione, also with
both potential activities. This fact led to development of formulations through the
nanoencapsulation process in order to, besides to obtain highly active compounds,
develop an application methodology of them, thus providing an insecticide and
fungicide that is viable to use in the leaf-cutting ants control. Therefore, these
insecticides have been nanoformulated first time in the literature by the
nanoencapsulation technique, evaluating properties such as, for example, the delay
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activity compared to the free compounds, increasing their effectiveness. Additionally,
the analytical method was validated via HPLC, following the ANVISA rules, aiming,
mainly, reliability of the quantification results for comparison with traditional standards

of baits in the market.

Keywords: leaf-cutting ants, Picramnia bahiensis, Thyrsodium schomburgkianum,

nanoencapsulation, method validation
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1 — INTRODUCAO

A classe dos insetos se destaca como o mais diversificado em termos
de numero de espécies e populoso em relagdo ao ecossistema, tendo em sua
maioria a presenca de espécies herbivoras (OLIVEIRA et al., 2004). Direta ou
indiretamente, cerca de 1% dos insetos sao considerados prejudiciais ao homem, e
0 prejuizo causado por eles é na ordem de bilhdes de dolares por ano em todo o
mundo (PARRA et al.,, 2002). Com intuito de reduzir os danos causados pela
herbivoria, as plantas, ao longo do processo evolucionario, desenvolveram um
sistema de defesa eficiente (constitutivo e induzido) (KARBAN & BALDWIN, 1997).
O sistema de defesa constitutivo esta sempre presente na planta, de forma continua,
independente da presenca ou a acdo dos herbivoros, enquanto que o sistema de
defesa induzido € expressado pela planta apds a inducéo causada pelo herbivoro e
essa resisténcia é expressada pela producdo de compostos defensivos podendo
atuar diretamente sobre os herbivoros ou inimigos naturais (FADINI et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2004).

Em relacdo as formigas, existem cerca de 14.000 espécies presentes
no Planeta Terra (SARNAT et al, 2012), dado este disponivel no site
http://www.antweb.org/introduced.jsp, sendo que as formigas-cortadeiras possuem a
capacidade de selecionar o material vegetal a ser cortado, pelo poder de distinguir a
presenca ou auséncia de determinados metabdlitos secundarios toxicos ou mesmo a
guantidade de teor nutricional deste vegetal, para servir de substrato para o

crescimento de seu fungo simbionte.

1.1 — AS FORMIGAS-CORTADEIRAS

As formigas-cortadeiras, mais conhecidas como quenquéns
(Acromyrmex) e salvas (Atta), sdo pertencentes a familia Formicidae, dentro da
ordem Hymenoptera (que inclui as vespas e abelhas), inserida na subfamilia
Myrmicinae, sendo que todas as formigas cultivadoras de fungo pertencem a tribo
Attini (FERNANDEZ, 2003). Esta tribo abriga as formigas cultivadores de fungos,
onde o0 seu cultivo é especifico e se da em determinados substratos de origem

vegetal, existindo assim uma relacdo simbidtica obrigatoria entre a formiga e o



fungo, Leucoagaricus gongylophorus. O cultivo deste fungo é a principal fonte de
alimento para as larvas e rainha, que também pode suprir 9 % da energia requerida
por uma formiga adulta (STRADLING & POWELL, 1992; BACCI JR. et al., 1998).

Esta tribo possui 13 géneros, sendo estes Acromyrmex, Apterostigma,
Atta, Pseudoatta, Cyphomyrmex, Mycetagroicus, Mycetarotes, Mycetophylax,
Mycetosoritis, Mycocepurus, Myrmicocrypta, Sericomyrmex e Trachymyrmex
(FERNANDEZ, 2003). O Brasil é o pais que possui 0 maior nimero de espécies de
sauvas em toda a América Latina, seguida pela Argentina e Paraguai, sendo a mais
importante, Atta sexdens rubropilosa (STRADLING, 1991).

Fonte: Foto do autor
Fonte: Foto do autor

Fonte: http://www.flickr.com/photos/h_tinez/2500225679

FIGURA 1.1 - Soldados, jardineiras e operarias de Atta sexdens rubropilosa
mantidas em formigueiros artificiais em laboratorio (fotos superior); llustracdo do

desfolhamento realizada pelas formigas-cortadeiras (foto inferior).



As formigas-cortadeiras, quando presentes em ecossistemas naturais,
mostram uma preferéncia por algumas espécies vegetais que sofrem a desfolhacéo
(FIGURA 1.1), enquanto que outras ndo sao atacadas, mesmo sendo abundantes e
localizadas proximas ao formigueiro. As diferentes propriedades da planta, mais
especificamente a repeléncia e atracdo, sdo as explicacbes para tal fendmeno,
devido a uma relacdo inseto-planta de alta complexidade, proveniente de um
processo evolucionario de mecanismos de defesa realizados pela planta juntamente
com a adaptacdo das formigas-cortadeiras contra esses mecanismos de defesa
(BUENO et al., 2005).

Apesar das formigas-cortadeiras apresentarem aspectos positivos e
importantes ao meio ambiente, principalmente na transformacéo do solo, na poda da
vegetacao estimulando o seu crescimento, no aumento de uma grande quantidade
de matéria organica para camadas profundas do subsolo promovendo a adubacéo
pela decomposicao deste material vegetal, no arejamento do solo devido ao sistema
de tdneis (HAINES, 1978; MIYASHIRA, 2007). As formigas-cortadeiras,
principalmente os géneros Atta e Acromyrmex (0os géneros mais derivados), sao
consideradas entre as mais importantes pragas na regido Neotropical, jA que sua
distribuicdo geogréfica € muito ampla e possuem o habito de corte de uma grande
diversidade de plantas nativas e também cultivadas na obtencdo de sua principal
fonte alimentar para o cultivo de seu fungo simbionte, gerando um grande prejuizo
econdbmico, principalmente em plantacdes de Eucalyptus e Pinus (BOARETTO &
FORTI, 1997).

Esta consideracdo se deve a alteracdo do ambiente gerado
principalmente pela atividade humana, geralmente pelo desmatamento ou
introducdo de monoculturas, tornando-as pragas de dificil controle. Este
desequilibrio fornece uma abundancia de recursos naturais como fonte de alimento,
uma escassez de inimigos naturais e auséncia de competicdes entre outras
espécies, promovendo assim o0 ataque e, consequentemente, danos a plantacao,
gerando sérios prejuizos econdmicos, ja que a densidade dos ninhos de formigas-
cortadeiras pode aumentar de 5 a 10 vezes em relacdo a um ambiente de equilibrio
ecolégico (MOUNTINHO, 1995). A dimensdao de um formigueiro € mostrada na
FIGURA 1.2, sendo realizada uma escavacao liderada pelo pesquisador Dr. Luiz

Carlos Forti, indicando a dificuldade de se obter um controle efetivo sobre um ninho



de formigas-cortadeiras. Estima-se que o consumo nacional de iscas toxicas € de
aproximadamente 13.000 toneladas/ano, somente para as areas de plantio de
Eucalyptus e Pinus, tendo um valor de 6.515.844 hectares de area plantada em
2011 (ABRAF, 2012) e estima-se que sao usadas entre 0,5 a 2,0 kg de iscas por
hectare (FOELKEL, 2009). Isto demonstra a gravidade desta problemética na

tentativa de minimizar os efeitos negativos causados por esta praga.

Fonte: http://www.tecnoviciado.com.ar/2011/03/o-interior-de-o-que-uma-formiga-gigante.html

FIGURA 1.2 — Dimensao de um formigueiro adulto.

1.1.1 — Métodos de controle

Em relacdo ao controle de formigas-cortadeiras, diversas estratégias
de controle s&o descritas na literatura, tais como o controle mecanico, cultural,
quimico e biolégico (ARAUJO et al., 2003), sendo 0 método quimico o mais utilizado.
Ha diversos tipos de formulacdes para aplicacdo do inseticida, sendo uma delas na

forma liquida, onde os concentrados de substancias quimicas sao soluveis em
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solventes organicos ou 6leos ou emulsificados em agua, ou a aplicacao na forma de
p6, onde os concentrados solidos insollveis em agua estdo em suspensédo (BUENO
et al., 1989).

No Brasil, o0 método de controle mais utilizado para o controle de
formigas-cortadeiras consiste em iscas peletizadas contendo 6leo de soja como
veiculo, polpa citrica desidratada como atraente e um ingrediente ativo como
principio toxico. O papel do 6leo de soja €, basicamente, o solvente no qual o ativo
sera dissolvido, porém, segundo alguns autores, este também exerce funcéo atrativa
(BOARETTO & FORTI, 1997). A polpa citrica, derivada da laranja, € obtida através
do tratamento das cascas, sementes e bagacos desidratados, sendo este o atrativo
efetivo mais apropriado, pois 0 mesmo serve como substrato para o
desenvolvimento do fungo simbionte e apresenta alto teor de carboidrato, seu pH é
levemente acido, possuindo uma variedade de vitaminas e microelementos
(BOARETTO & FORTI, 1997). Vale ressaltar que a polpa citrica mostra um poder
fundamental neste tipo de controle, ja que a atratividade é de fundamental

importancia para a eficacia das iscas.

Atualmente, o uso de iscas granuladas, tendo como principio ativo a
sulfluramida, tem se destacado pela sua eficacia, tendo como principais motivos por
oferecer maior seguranca ao operador, baixo custo de médo de obra e maior
rendimento no campo (ZANETTI et al., 2004), sendo que atualmente tem-se um
grande avan¢co no desenvolvimento de compostos quimicos mais potentes e
especializado. Aparentemente a utilizacdo destes para o controle das formigas-
cortadeiras parece eficaz, porém ha ainda o desafio de minimizar os danos
causados pelos mesmos ao meio ambiente e que ainda ha esfor¢cos nesse tipo de
enfoque sem considerar uma possibilidade como o controle biolégico (MIYASHIRA,
2007).

Uma possivel explicacao reside no fato de que na tentativa de controle
destas pragas sdo necessarios estudos de métodos que fornecessem resultados
imediatos para uma solucéo rapida, pois estas sempre foram tratadas com métodos
de emergéncia devido ao grande dano gerado e sua rapidez, sendo que os estudos
no controle biolégico ndo foram acompanhados por este. Atualmente, esta
contradicdo tem sido muito discutida j& que ao mesmo tempo em que 0s pesticidas

sdo Uuteis a sociedade, € conhecido que estes sao prejudiciais, persistentes e
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contaminantes ao meio ambiente, sendo esta uma estratégia que pode gerar um
desequilibrio maior pela selecdo de organismos mais resistentes (ALMEIDA et al.,
2007).

Analisando os movimentos a nivel mundial na preservacdo do
ambiente, aliada a Quimica Verde, o controle biolégico deve ser considerado sendo
este também a base dos programas de manejo integrado de pragas (MIP). Ou seja,
utilizar diferentes taticas de controle, principalmente por compostos isolados de
fontes naturais, na tentativa de reduzir o impacto das formigas-cortadeiras (ou
mesmo de outros insetos) considerados como pragas, minimizando o0 uso e 0s
efeitos negativos de inseticidas quimicos para seu controle (PARRA et al., 2002).
Vérias publicagdes, principalmente pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais da
UFSCar, mostram a importancia e a eficiéncia do emprego desse recurso natural no
controle de pragas e a necessidade da utilizacdo de taticas de MIP para sua

preservacdo e aumento em sistemas agricolas, florestais e pastoris.

Em razdo do exposto acima, o controle bioldgico e por produtos
naturais tem sido alvo de muitos pesquisadores na busca de compostos altamente
especificos para formigas-cortadeiras e de baixa toxicidade ao meio ambiente,
visando a sua prote¢do e ao ser humano. Também, a busca de novas metodologias
de aplicacdo dos inseticidas e/ou fungicidas deve ser realizada. Para este ultimo
item, 0 nanoencapsulamento € a forma mais recente de formulacdo para aplicacéo,
onde as particulas sdo dispersaveis em agua (SEAMAN, 1990), tendo como
vantagens a melhora na eficicia residual, estabilidade do principio ativo, menor
efeito sobre 0 meio ambiente, ndo reconhecimento do composto ativo frente aos
insetos, liberacdo controlada e reducao da toxicidade para mamiferos (OHTSUBO et
al., 1991).

1.2 — NANOENCAPSULAMENTO

O termo nanoencapsulamento se refere a formacdo, a partir de
metodologias especificas, de particulas em escala nanométricas (por definicao
inferior a 1 um), onde estas particulas solidas coloidais, definidas como

nanoparticulas, sdo sistemas carreadores de farmacos, geralmente constituidas por
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materiais de natureza polimérica, de natureza biodegradavel ou ndo biodegradavel
(MORA-HUERTAS et al., 2010; MOHANRAJ & CHEN, 2006). A partir do processo
de preparacdo das nanoparticulas e das matérias-primas utilizadas, pode-se gerar
as nanoesferas (estruturas monoliticas esféricas constituidas por uma matriz
tridimensional polimérica densa e porosa, formada pelo entrelacamento das
unidades poliméricas) e as nanocapsulas (sistemas do tipo reservatério que
apresentam um nucleo oleoso ou aquoso rodeado por uma parede polimérica)
(BRIGGER et al., 2002). A FIGURA 1.3 ilustra a estrutura das nanoesferas e

nanocapsulas.

Polymeric matrix ——*§

Nanocapsule

Polymeric membrane

Fonte: Adaptado de BRIGGER et al.,

Fonte: Adaptado de BEI et al., 2010.
2002.

Nanccapsule

Qily or aqueous core

FIGURA 1.3 — Representacdo das duas subdivisdes de nanoparticulas: nanoesferas

e nanocapsulas.

Diversos métodos sao descritos para a obtencdo das nanoparticulas,
tendo como meétodos classicos na preparacdo: nanoprecipitacdo, emulsao-difusao,
dupla emulsificacdo, emulsdo-coacervacao, entre outros (MORA-HUERTAS et al.,
2010). Dentre estes, o mais utilizado € a nanoprecipitacdo, sendo que nesse
processo, 0 polimero (0 mesmo deve ser solivel em solvente organico e insoluvel
em agua), principio ativo e estabilizante sao solubilizados em um solvente semi-
polar, como exemplo acetona ou etanol, e esta solugcdo é adicionada, a uma vazao
constante, em uma solucdo aquosa contendo ou ndo determinados estabilizantes,
sob agitacdo magnética. No momento da adicdo das fases, na interface das duas
fases, ocorre a precipitacdo do polimero, juntamente com o composto ativo, entdo
h& a formacao instantanea das nanoparticulas pela rapida difusdo do solvente que é
eliminado sob pressdo reduzida (FESSI et al., 1988 e 1989; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998). As variaveis chaves para esta metodologia, em relacao



ao preparo, consequentemente a confeccao das nanoparticulas, sdo as associadas
com as condi¢cbes de adicao da fase, ou seja, sua velocidade ou vazao controlada,
agitacdo da fase aquosa, sendo que essas tornam importantes parametros para a

boa estabilidade, tamanho e sua uniformidade.

A necessidade de um processo de nanoencapsulamento e a ndo de
microencapsulamento, quando se relaciona as formigas-cortadeiras, se deve ao fato
gue para elas, o método mais eficaz para seu controle se da pela ingestdo do
principio ativo, ja que a presenca de um exoesqueleto duro e rigido ndo permite a
penetracdo do mesmo para dentro de seu corpo, aliado ao grooming (ato de
limpeza), que este fato indiretamente faz com que haja a locomog¢ao de qualquer
particula aderida ao seu corpo para dentro de sua cavidade bucal, e somente as
particulas com diametro menores que 1 uym conseguem efetivamente passar por
diversos filtros presentes no sistema bucal da formiga e chegar ao sistema digestivo

da mesma, como sao mostrados na FIGURA 1.4.



A anatomia externa

Boka >
Boca  alimentos Espiraculos Glandula

Fonte: http://formigueiross.mirmecolismo.com.br/search/label/Anatomia

Fonte: Livro Insetos sociais da biologia a aplicagdo, Editora UFV - Vigcosa, MG, 2008, 442p. Cap. 6

Utilizagao de alimentos pelas formigas-cortadeiras, pag. 99.

FIGURA 1.4 — Sistema de filtros localizados no sistema bucal (acima); Anatomia de

uma formiga (abaixo).

Autor da imagem: Odair Correa Bueno



Assim, um sistema de nanoparticulas contendo o maximo de composto
bioativo encapsulado (alta eficiéncia de encapsulamento), ird reduzir a quantidade
do veiculo requerido para a administracdo suficiente do composto ativo em relacao

ao seu alvo, e com algumas caracteristicas essenciais ja supracitadas.

1.3 — PROTOTIPO DE INSETICIDA

Em relacdo as colonias de formigas-cortadeiras, por se tratar de
superorganismos, estas possuem caracteristicas bioldgicas sociais, tais como
cooperacao e cuidados entre elas, divisdo de tarefas por castas, sobreposicdo de
geracdes, entre outras mais, possuem também a capacidade de reconhecer e
transmitir as companheiras algo estranho e toxico frente a esses organismos,

conferindo uma barreira em potencial no controle (MARINHO et al., 2006).

Tendo em vista essas caracteristicas, diversos trabalhos
especializados descrevem que um inseticida eficaz deve seguir alguns parametros,
como nao sofrer rejeicdo inicial (carregando-o para dentro do ninho), ser atrativo,
agir por ingestao e, principalmente possuir acéo retardada apds o carregamento com
mortalidade menor que 15% nas primeiras 24 horas e maior que 90% apods 21 dias
(BOARETTO & FORTI, 1997; DELLA-LUCIA, 1997; MARINHO et al., 2006;
NAGAMOTO et al., 2004).

De fato, considerando o uso de principios ativos sintéticos como
sulfluramida e fipronil, estes sendo os mais utilizados no mercado atual, pela rapida
acdo mesmo em concentracdes baixas faz com que haja a necessidade de uma
camuflagem na metodologia de confeccao e/ou aplicagdo dos mesmos. Ao mesmo
tempo, o isolamento de determinado composto natural inseticida e/ou fungicida
provavelmente ndo sera tdo potente e eficaz na acdo. Porém dependendo do tempo
de acdo desta substancia, aliada a metodologia correta de aplicagdo, torna este
estudo de extrema importancia na possibilidade do uso direto de compostos
naturais, juntamente com o avanco no controle dos mesmos com o enfoque de
reduzir o uso dos compostos sintéticos, causando um menor impacto negativo ao

ambiente.
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1.4 — ORDEM SAPINDALES

A ordem Sapindales € composta pelas familias Staphyleaceaee,
Melianthaceae, Bretschneideraceae, Akaniaceae, Sapindaceae, Hippocastanaceae,
Aceraceae, Burseraceae, Anacardiaceae, Julianiaceae, Simaroubaceae,
Cneoraceae, Meliaceae, Rutaceae e Zygophyllaceae (CRONQUIST, 1981, 1988).
Nesta classificagéo, as principais familias estudadas pelo grupo de produtos naturais
da UFSCar sdo Simaroubaceae, Meliaceae e Rutaceae pertencentes a ordem

Sapindales.

1.4.1 — Familia Picramniaceae

A familia Picramniaceae, em sua histdria taxonémica, mostrou possuir
um periodo inicial de grande indefinicdo, cujo posicionamento era baseado na
classificagdo morfolégica, devido a auséncia de dados quimicos relativo a sua
quimiossistemética. Uma nova classificagdo sugeriu a criacdo de uma nova familia,
Picramniaceae, contendo os géneros Picramnia e Alvaradoa, excluindo-a da familia
Simaroubaceae (FERNANDO & QUINN, 1995).

Trabalhos realizados com diversas espécies de Picramnia mostram a
auséncia de relatos de metabdlitos secundarios como quassindides e outros
(HERNANDEZ-MEDEL et al., 1996 e 1998; MONTEIRO, 1994; RODRIGUES FO.,
1989; RODRIGUEZ-GAMBOA et al., 1999, 2000 e 2001; SOLIS et al., 1995; VIEIRA,
1995) sugerindo o posicionamento na familia Simaroubaceae inadequado,
justificando assim seu novo posicionamento na familia Picramniaceae, porém ainda

na ordem Sapindales.

1.4.1.2 — Perfil fitoquimico do género  Picramnia

A grande diversidade quimica de metabdlitos secundarios isolados de

Picramnia, tais como, antraquinonas, cumarinas, esterdides, triterpenos do tipo
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lupano, fenil-propandides, antronas e oxantronas glicosiladas (DIAZ et al., 2004;
HERNANDEZ-MEDEL et al., 1996, 1998 e 1999; MONTEIRO, 1994; RODRIGUES
Fo., 1989; RODRIGUEZ-GAMBOA et al., 1999, 2000 e 2001; SOLIS et al., 1995;

VIEIRA, 1995), tem justificado os estudos deste género e, em alguns casos, a

averiguacédo do potencial bioldgico destas espécies, como mostrado na TABELA 1.1.

TABELA 1.1 - Metabdlitos secundarios isolados de espécies de Picramnia

Substancia Planta

Atividade

Referéncia

P. teapensis

P. teapensis

P. teapensis

P. hirsuta

Mayosideo

12

RODRIGUEZ-
GAMBOA et
al., 1999.

RODRIGUEZ-
GAMBOA et
al., 1999.

RODRIGUEZ-
GAMBOA et
al., 1999.

HERNANDEZ-
MEDEL et al.,
1996.



Mayosideo C

P. teapensis

P. teapensis

P. teapensis

13

RODRIGUEZ-
Fungicida GAMBOA et
al., 1999.

RODRIGUEZ-
. GAMBOA et
al., 2000.

- RODRIGUEZ-
GAMBOA et
al., 2000.



CH,OH
P. antidesma HERNANDEZ-

MEDEL et al.,
Fungicida 19909.
HO CH,

P. teapensis RODRIGUEZ-
GAMBOA et
al., 2000.

CH,OH HERNANDEZ-
P. antidesma MEDEL et al.,
OH O 1999.

Fungicida
RODRIGUEZ-

P. teapensis GAMBOA et
8-B3-D-0O-glucopiranosil emodina al., 2000.

1-O-B-D-glucopiranosil emodina

RODRIGUEZ-
P. teapensis - GAMBOA et
al., 2001.

3a, 7B-dibenzoato do
acido lup-20(29)-en-28-6ico

RODRIGUEZ-
P. teapensis - GAMBOA et
al., 2001.

7B-benzoato do &cido
3a-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico
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Picramniosideo C

OH O OH
RSP
O

Nataloe-emodina

P. antidesma

P. antidesma

ssp. fessonia

P. antidesma

ssp. fessonia

P. antidesma
ssp. fessonia

P. latifolia

15

Citotoxica

HERNANDEZ-

MEDEL et al.,
1998.

SOLIS et al.,
1995.

SOLIS et al.,
1995.

SOLIS et al.,
1995.

DIAZ et al.,
2004.



HO

[-sitosterol

Campesterol

Ac. betulinico

Ac. epi-betulinico

OH O OH

soey
(0]

Crisofanol

P. antidesma

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. antidesma

P. bahiensis

16

HERNANDEZ-
MEDEL et al.,
1998.

RODRIGUES

FILHO, 1989.

MONTEIRO,
1994.

MONTEIRO,
1994.

RODRIGUES
Fo, 1989.

VIEIRA, 1995.

HERNANDEZ-
MEDEL et al.,
1998.
RODRIGUES
Fo, 1989.
MONTEIRO,
1994.



OH O OH

! ' l CH,OH
o)

Aloe-emodina

Acetato de aloe-emodina

OH O OGlu

CH,

o

1-O-B-glucopiranosil
crisofanol

OGlu O OH

0]

8-O-B-glucopiranosil
crisofanol

CH,

3-hidréxi-4-metoxicinamaldeido

L
HO O O

7-hidréxicumarina

OB\
MeO o (0]

7-metdéxicumarina
(Herniarina)

P. antidesma

ssp. fessonia

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis

P. bahiensis
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SOLIS et al.,
1995.
RODRIGUES
Fo, 1989.
MONTEIRO,
1994.

MONTEIRO,
1994.

MONTEIRO,
1994.

MONTEIRO,
1994.

RODRIGUES
Fo, 1989.

RODRIGUES
Fo, 1989.
MONTEIRO,
1994.

RODRIGUES
Fo, 1989.



MeO XN
HO o Xg P. bahiensis - MONTEIRO,

OMe 1994.

Umbeliferona

O estudo fitoquimico de Picramnia bahiensis levou ao isolamento de
esterdides, triterpenos lupanos, fenil-propandide, antraquinonas e cumarinas
(MONTEIRO, 1994; RODRIGUES Fo., 1989; VIEIRA, 1995). Nestes trabalhos, tal
espécie ndo foi investigada quanto a presenca de substancias fungicidas e

inseticidas.

1.4.2 — Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae é constituida por cerca de 76 géneros e 600
espécies, cujos géneros sao subdivididos em cinco tribos: Anacardieae, Dobineae,
Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae (PIO CORREA, 1984). Mangifera, Rhus
(Toxicodendron), Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia,
Lithraea, Tapirira e Melanorrhoea sdo os géneros mais estudados nesta familia do
ponto de vista quimico e Mangifera, Rhus e Anacardium sdo as mais investigadas
com relacdo a suas composi¢cdes quimicas e atividades bioldgicas de seus extratos
e metabdlitos, destacando-se neste sentido M. indica e A. occidentalle. Nesta familia
foi verificada a ocorréncia de flavondides, terpenos, esterbides, xantonas e,
principalmente, dos lipidios fendlicos e derivados e na classe dos flavondides os

biflavonoides s&o os mais freqiientes (CORREA et al., 2006).

Menos de 7% das espécies conhecidas da familia tiveram estudos
fitoquimico e de atividade ja realizados. Nesta familia sdo conhecidos géneros (em
torno de 25 %) com efeitos toxicos e causadores de dermatite de contato severa e
praticamente as espécies venenosas desta familia estdo restritas as tribos
Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (VOGL et al.,, 1995; VOGL & MITCHELL,
1996).

A importancia econdmica, a diversidade de metabdlitos e atividades
bioldgicas tem justificado o enorme interesse no estudo de espécies desta familia.
18



1.4.2.1 — Perfil fitoquimico do género  Thyrsodium

Existe um ndmero muito reduzido de estudos relatados na literatura de
espécies de Thyrsodium, muitos trabalhos encontrados se referem as outras areas
de conhecimento (ANDRADE & RODAL, 2004; DA CUNHA & ALBURQUERQUE,
2006; MITCHELL & DALY, 1993), tendo um unico trabalho publicado recentemente
(COURTOIS et al., 2012), onde foi investigada a composicdo dos volateis,
principalmente os terpenos, em diferentes partes da planta. Vale ressaltar que as
espécies estudadas ndo sdo a mesma descrita neste presente trabalho, sendo
estudadas Thyrsodium guianense e T. puberulum. Portanto, se faz necessario um
estudo com o intuito de investigar a espécie T. schomburgkianum, quanto a

fitoquimica e a presenca de substancia(s) com atividade(s) bioldgica(s).
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos principais obter produtos
naturais inseticidas e/ou fungicidas e desenvolver metodologias de aplicacdo dos
mesmos para controlar Atta sexdens rubropilosa Forel, 1908 (Hymenoptera:

Formicidae).

De um modo especifico, pretendeu-se:

* Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado das plantas Picramnia
bahiensis e Thyrsodium schomburgkianum visando o isolamento de

novos compostos com atividade inseticida e/ou fungicida;

» Isolar e caracterizar os compostos das plantas estudadas que nao
apresentarem atividades supracitadas, contribuindo com informagdes
sobre a quimiossistematica dos géneros estudados, por estes serem

pouco conhecidos sobre o ponto de vista quimico;

* A partir do(s) composto(s) ativo(s), formular um inseticida através da
técnica de nanoencapsulamento e comparando com padrdes de iscas

tradicionais existentes no mercado.
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3 — EXPERIMENTAL

3.1 — MATERIAIS

3.1.1 — Solventes e Reagentes

Agua deionizada ultra pura proveniente de sistemas de filtragem e
osmose reversa (0,08 uS) foi obtida através de um equipamento (modelo Master
System) da marca Gehaka e utilizada para o preparo das solu¢cdes como fase movel
para cromatografia liquida e no preparo das nanoparticulas.

Metanol e Acetonitrila grau HPLC das marcas J.T.Baker e Panreac
foram utilizados como fases moéveis para cromatografias liquidas. Acido acético
glacial e acetato de aménio ambos da marca J.T.Baker ("Baker Analyzed ® HPLC
Reagent) e acido formico grau LC/MS da marca TClI America como aditivos as

mesmas quando utilizadas na utilizacdo do Espectrometro de Massas.

Metanol grau MS da marca J.T.Baker e Tedia e acetonitrila grau MS da
marca Tedia foram utilizados no preparo das solugbes para a realizacao de infusao
direta no Espectrometro de Massas.

Solventes grau P.A. (hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona,
etanol e metanol) destilados no proprio Departamento de Quimica foram utilizados

no preparo das fases moveis para cromatografias em colunas.

Solventes deuterados (cloroférmio, acetona e metanol) das marcas
Cambridge Isotope Laboratories Inc., Merck e Aldrich foram utilizados no preparo
das amostras para a realizacdo dos experimentos de Ressonancia Magnética

Nuclear de *H e **C, nos experimentos uni e bidimensionais.

O polimero PLGA (50:50) M.M. 40000-75000, PCL, benzoato de
benzila, Span® 60, lecitina de soja (40% de pureza), D(+)-glucose, solugao tampao
fosfato (ajustado a pH 5) e Pluronic® F-68 (copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno) da marca Sigma-Aldrich, Myritol® 318 (mistura de triglicerideos dos

acidos caprilico/caprico) e miristato de isopropila da marca Henkel, Span® 80 e
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D(+)-trealose da marca Fluka, oleato de isodecila e Tween® 80 da marca Delaware
e acetona grau HPLC da Panreac foram utilizados como composi¢cao na confecgao

das nanoparticulas e analise das mesmas.

3.1.2 — Suportes para Cromatografia

Silica gel 60 UVy,4 sob suporte de aluminio da marca Aldrich e
Macherey-Nagel GmbH & Co foram utilizadas na Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA). Gel de silica 60 (63 - 230 uym) e gel de silica tipo flash (40
— 63 um), ambos da marca Acros Organics e silica de fase reversa Cig (60A, 40um)
da marca Sorbent Technologies foram usadas em Cromatografia em Coluna (CC),

assim como Sephadex® LH-20 da marca Amersham Biosciences Inc.

Nas andlises em HPLC foram utilizadas as colunas analitica
Phenomenex® Luna - Cj3 10 ym (@ 4,6 x 250 mm) e semi-preparativa
Phenomenex® Luna - C1g 10 um (¢ 7,8 x 300 mm), silica de fase reversa da marca
Phenomenex empacotadas no proprio departamento; coluna preparativa Shodex
GS-310 2G Asahipak empacotada com fase polimérica. Para as analises via HPLC
(nanoparticulas) e HPLC/MS foi utilizada coluna da marca Agilent, modelo Zorbax
Eclipse XDB-18 (¢ 4,6 x 150 mm, 5 um) munida de uma coluna de seguranca (pre-
coluna) composta pela mesma fase estacionaria da marca Phenomenex. Também
foi utilizada a coluna da marca Macherey-Nagel GmbH & Co, modelo Nucleosil Cig

(94,6 x 250 mm, 5 um), pertencente ao CEQUIMED - Universidade do Porto.

3.1.3 — Reveladores Cromatograficos

Nas revelagdes dos cromatogramas em CCDA foram utilizadas
irradiacdes no ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 356 nm através de
uma camara de luz UV. Posteriormente, solucdo de vanilina em acido cloridrico,
atraves da utilizacdo de um borrifador e sob aquecimento, foi também usado como

revelador.
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3.1.4 — Outros aparatos

Para toda a parte do trabalho envolvendo a transferéncia de volumes,
foram utilizadas um conjunto de micropipetas da marca Eppendorf, modelo

Research, trabalhando em volumes de 1 pL a 1000 pL.

Para as filtragens das amostras, tanto das nanoparticulas, quanto as
amostras injetadas no HPLC, foram usados filtros das marcas Agela Technologies
de 0,45 pm - @ 25 mm constituido de PVDF e da marca Macherey-Nagel GmbH &
Co, modelo Chromafil O-20/15 MS constituido de PTFE de 0,20 pum — @ 15 mm, com

a utilizacdo de uma seringa descartavel de 1ml.

Para o preparo das amostras de nanoparticulas para quantificacéo foi
utilizado tubos estéreis proprios para filtragem da marca Corning Incorporated,
modelo Costar Spin-X com volume de 2,0 mL e filtro de acetato de celulose com
porosidade de 0,22 pm.

Para as secagens das nanoparticulas foi utilizado como suporte o

didxido de silicio coloidal da marca Delaware, Aerosil® 200.

3.2 — INSTRUMENTACAO

3.2.1 — Evaporadores rotativos

Os rotaevaporadores utilizados foram da marca Bichi, modelo
rotaevaporador R-200, R-114 e R-205, equipados com banhos Biichi B-490 e B-480,
recirculador refrigerador da marca Thermo Scientific, modelos Neslab CFT-25 e
Neslab Thermo Felx 900, todos mantidos a 5°C e acoplados as bombas de vacuo da

marca Sibata Scientific Technologies.

O rotaevaporador utilizado, pertencente ao CEQUIMED — Universidade

do Porto foi da marca Blichi acoplado a bomba de vacuo Buchi V-70.
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3.2.2 — Cromatografos e Espectrémetros

As analises em CG/EM foram realizadas em espectrometro Shimadzu
GC-MS - QP 5000 (Gas Chromatography Mass Spectrometer), equipado com
coluna da marca Macherey-Nagel GmbH & Co, modelo Optima-5 de 30 m de
comprimento e @ 0,25 mm com 0,25 um, operando com ionizagdo no modo positivo
por ionizacdo por elétrons (IE) a 70 eV. O software utilizado para tratamento dos
dados foi 0 GCMS Real Time Analysis.

As analises em RMN foram realizadas nos aparelhos: marca Bruker,
modelo ARX 200 operando a 200 MHz para ntcleo de *H e 50 MHz para **C; marca
Bruker, modelos DRX 400 e Avance Il operando a 400 MHz para nicleo de *H e
100 MHz para **C; marca Bruker, modelo Avance IIl Ultrashield Plus operando a 600
MHz para nlcleo de 'H e 150 MHz para *C. Todos foram utilizados para a

realizacdo das técnicas necessarias para caracterizacao das substancias.

Os espectros de infravermelho dos extratos brutos foram registrados

em Espectrofotdmetro da marca Bomem Hartmann & Braun, modelo MB-102.

O fracionamento do extrato bruto foi realizado em um Cromatégrafo em
contracorrente de alta velocidade (HSCCC) da marca AECS QuickPrep, modelo
Quattro CCC, munido de quatro bobinas (colunas) de ¢ 2,1 mm e 500 psi, operando
com volumes de 54, 169, 80 e 140 mL e acoplado a uma bomba da marca

LabAlliance, modelo Series II.

As andlises via HPLC foram realizadas nos seguintes equipamentos:

© Marca Shimadzu modelo LC — 6A com modo reciclo, munido de detector com um
comprimento de onda, modelo SPD — 6AV, bomba de marca Shimadzu, modelo LC
— 6AD. A comunicagdo detector/computador foi realizada atravées de um mddulo
CBM - 6A e programa SHIMADZU Class — VP;

° Marca Shimadzu modelo LC — 10AD, modelo SPD — M 10A VP, munido de detector
com dois comprimentos de onda. A comunicacdo detector/computador foi realizada
através de um médulo CBM — 10A e programa SHIMADZU Class — VP;
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© Marca Agilent Technologies, modelo Agilent 1200 series, configurado com um
degaseificador G1322A, bomba quaternaria G1311A, auto injetor G1367B,
compartimento de coluna termostatizado G1316A e um detector trabalhando com

um comprimento de onda G1316A com software EZI Chrome;

© Marca Agilent Technologies, modelo Agilent 1260 series configurado com os
mesmos compartimentos supracitados no modelo anterior operando com software

OpenLab;

© Marca Jasco acoplado a duas bombas modelo Jasco 880-PU, com detector de
ultravioleta de comprimento variavel Jasco 875-UV, este pertencente ao CEQUIMED

— Universidade do Porto.

As andlises feitas em Espectrébmetro de Massas com ionizacdo a
pressdo atmosférica (API) foram registradas, via acoplamento com cromatografia
liguida ou por infusdo direta, no equipamento da marca Applied Biosystems Life
Technologies (AB/MDS Sciex), sob a plataforma API™ 2000, munido de analisador
triplo quadrupolo e com duas fontes de ionizacdo: ionizac&o por electrospray (fonte
TurbolonSpray®) (ESI-MS) e ionizacdo quimica & presséo atmosférica (APCI-MS). A
parte cromatografica foi realizada em um equipamento da marca Agilent, modelo
1200 series nas mesmas configuragdes ja supracitadas para 0 mesmo modelo,
porém com detector com arranjo de diodos (DAD). O software utilizado para
tratamento dos dados foi o Analyst versao 1.5.1.

3.2.3 — Outros Equipamentos

° Agitador magnético com temperatura regulavel da Marca Thermolyne Mirak,
modelo SP73230-26, pertencente ao CEQUIMED - Universidade do Porto;
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° Espectrofotbmetro da marca Varian, modelo Cary 3E, pertencente ao CEQUIMED
— Universidade do Porto;

° Centrifuga da marca Heraeus Sepatech e Ultracentrifuga da marca Beckman,
modelo UL-80, pertencente ao CEQUIMED - Universidade do Porto;

° Equipamento de medicdo do potencial zeta e tamanho das particulas da marca
Malvern Instruments, modelo Zeta Sizer Nano Series (Nano-ZS), pertencente a

Universidade do Porto;

° Placa de aquecimento com agitacdo magnética da marca lka, modeto RT10 Power

Ikamag®, com 10 pontos de agitacdo e aquecimento;

° Centrifuga da marca Eppendorf, modelo 5810R, com opcdo de refrigeracdo e

velocidade maxima de 14000 rpm ou 16400 g;

© Capela de fluxo laminar da marca Veco, modelo VLFS-12M,;

° Estufa (B.O.D.) com fotoperiodo e termoperiodo da marca Eletrolab, modelo EL

202, com temperatura mantida a 25°C;

° Balanca analitica da marca A&D Company, modelo GH-202;

° Medidor de pH da marca Qualxtron, modelo 8010, calibrado com solu¢ées padroes
depH4e7,

° Equipamento Spray Dryer da marca Bichi, modelo B-290;
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° Equipamento Vortex da marca Boeco, modelo Combi-Spin FVL-2400 Plus;

° Equipamento Speed Vac da marca Labconco, modelo Centrivap 7810005,
acoplado a um trap com resfriamento (modelo 7811001) e bomba de vacuo (modelo
7917101);

° Equipamento de medicdo do potencial zeta e tamanho das particulas da marca
Microtrac, modelo Zetatrac, utilizando o programa Microtrac Flex Software,
pertencente ao Laboratorio de Polimeros do Instituto de Fisica — Universidade de
Séo Paulo;

° Equipamentos de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da marca Fei,
modelos Magellan 400L e Inspect S50, pertencente ao Laboratério de
Caracterizagdo Estrutural do Departamento de Engenharia de Materiais —

Universidade Federal de Sao Carlos.

Os equipamentos sem indicacdo de propriedade pertencem ao
Laboratério de Bioensaios — Universidade Federal de Séo Carlos.

3.3 — METODOLOGIAS

3.3.1 - Métodos cromatograficos - fracionamento biomonitorado -

identificagcéo das substancias isoladas

Todos os extratos das diferentes partes das plantas em estudo (folhas,
caule e raizes), foram submetidos aos bioensaios de mortalidade frente as operarias
de A. sexdens rubropilosa para verificagdo da atividade inseticida e de inibicdo do
crescimento micelial do fungo simbionte L. gongylophorus (atividade fungicida),

visando assim detectar em quais extratos encontravam-se 0s metabdlitos bioativos.
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Os extratos bioativos tiveram seu perfil cromatogréafico avaliado através
de CCDA (Cromatografia em Camada Delgada Analitica), CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) no modo analitico, espectroscopia de infravermelho e por
RMN de 'H para provavel verificacdo e definicdo das principais classes de

metabdlitos secundarios presentes nos mesmos.

Os extratos e as fragcOes bioativas foram submetidas a fracionamento
cromatografico em gel de silica sob pressao ou em Sephadex® LH-20, utilizando-se
misturas de solventes em polaridade gradiente ou em modo isocratico. A avaliacao
dos bioensaios das fragcbes provenientes destes fracionamentos indicou quais

deveriam ser submetidas a posteriores processos de separagéao.

A partir dai, foram utilizados métodos usuais de separacédo em silica de
fase normal, em fase reversa, cromatografia em camada delgada preparativa e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sempre utilizando os bioensaios para o

monitoramento de cada etapa de purificacéo.

Técnicas cromatograficas tradicionais foram utilizadas: CRV
(Cromatografia Rapida sob Vacuo), CLC (Cromatografia Liquida em Coluna),
utilizando-se varias fases estacionarias (principalmente silica gel do tipo “flash”,
silica gel 70-230 mesh e Sephadex® Lipofilico (HARBORNE, 1988; SCOTT, 1994,
WOLF, 1965) e CLAE (BIDLINGMEYER, 1992). Para misturas mais polares e/ou
mais complexas foram utilizadas as técnicas de contra-corrente como HSCCC (High
Speed Counter-Current Chromatography) (ITO & CONWAY, 1995 e 2005; VIEIRA et
al., 1996).

Apos o isolamento da(s) substancia(s) bioativa(s) e sua(s)
caracterizacdo(des) por métodos espectrométricos (IV, UV, EM, RMN 1D e 2D)
(ADAMS, 1995; BREITMAIER et al., 1979; BREITMAIER, 1993; CREWS, 1998;
McCLAFFERTY & TURECEK, 1993; NAKANISHI, 1990; SILVERSTEIN et al., 2005;
VANDENDOOL & KRATZ, 1963; WEHRLI & WIRTHLIN, 1976 e quimicos FIESER &
FIESER, 2006), os testes de bioatividade foram entdo repetidos, com o objetivo de

se confirmar o potencial biolégico de cada substancia.
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3.3.2 — Ensaio inseticida frente as operarias de  A. sexdens rubropilosa

Os extratos, as fracbes e substancias puras obtidas dos
fracionamentos cromatograficos foram enviados para o biomonitoramento frente ao
ensaio de atividade toxica (por ingestdo), realizada no Centro de Estudos de Insetos
Sociais na Universidade Estadual Paulista de Rio Claro (CEIS UNESP — Rio Claro),
sob supervisdo do Prof. Dr. Odair Correa Bueno e as alunas responsaveis pelos

ensaios, coordenadas pela Marcela Ceccato.

Para o controle deste ensaio, foi utilizado uma dieta pura pré-
estabelecida pelo grupo (BUENO et al., 1997), como mostram a TABELA 3.1 e
FIGURA 3.1. Vale ressaltar que esta dieta é isenta de qualquer extrato ou composto
e a mesma serve como a melhor alternativa de manutencdo das mesmas quando
desprovidas de sua dieta natural. O tempo de vida médio de uma formiga a base
desta dieta é de aproximadamente 25 dias, periodo este de duracéo do experimento,
ja que acima deste tempo o tempo de vida das operarias de A. sexdens rubropilosa

pode interferir nos resultados obtidos.

TABELA 3.1 — Ingredientes contidos na dieta pura (controle) para ensaio inseticida

frente as operarias de A. sexdens rubropilosa (BUENO et al., 1997)

Componentes Quantidade (% m/v)
Glicose 5,0
Peptona bacterioldgica 1,0
Extrato de levedura 0,1
Agar bacteriologico 1,0
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Fonte: Foto do autor

Fonte: Foto do autor

Fonte: Foto do autor
Fonte: Foto do autor

FIGURA 3.1 — Pesagem dos ingredientes pertencentes a dieta (foto superior);
transferéncia dos mesmos para os frascos sem e com adi¢cdo de agua destilada e
autoclavagem de todo o material pertencente ao ensaio (fotos inferiores).

Resumidamente, este ensaio se baseia em quatro etapas (conforme
metodologia desenvolvida por BUENO et al., 1989): isolamento aleatério de
operarias de formigueiros mantidos em laboratério, incorporacao do material vegetal
a dieta preestabelecida, transferéncia das formigas em placas de Petri® (¢ 10,0 cm)
contendo a dieta em estufa de B.O.D. a 24+1 °C com umidade relativa acima de
70% e avaliacdo diaria da mortalidade das formigas com tempo total de experimento

em 25 dias. A FIGURA 3.2 ilustra todas as etapas supracitadas.
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Fonte: Foto do autor

Fonte: Foto do autor

Ninho de formigas-cortadeiras Transferéncia aleatéria das
mantido em laboratorio operarias

+

l

Fonte: Foto do autor

|

Fonte: Foto do autor
Fonte: Foto do autor

Ensaio inseticida contendo
10 operarias

Fonte: Foto do autor

Avaliacao diaria da mortalidade

FIGURA 3.2 — llustragdo das etapas realizadas no experimento de avaliacdo da
atividade inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa.
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Foram calculadas as taxas de sobrevivéncia diaria para cada
tratamento, a partir dos dados obtidos, construindo assim curvas de longevidade, as
quais foram aplicadas a analise de variancia, onde o niumero médio de dias de
sobrevivéncia de cada placa foi calculado e utilizado como observacao nas analises.
Os tratamentos onde se verificou bons resultados foram submetidos a teste de
Dunnet, uma comparagdo multipla de médias com relacdo ao controle (MOTULSKY,
1995). Para a andlise dos dados, foi utilizado o software Graph-Pad Prism 3.0.

3.3.3 — Ensaio de inibicdo do crescimento micelial do fungo simbionte L.

gongylophorus

A realizagcédo do ensaio de inibicdo do fungo simbionte (Leucoagaricus
gongylophorus) foi inicialmente desenvolvida no Centro de Estudos de Insetos
Sociais na Universidade Estadual Paulista de Rio Claro (CEIS UNESP — Rio Claro),
sob supervisdo do Prof. Dr. Fernando Carlos Pagnocca e modificado e
implementado, onde foi realizada no Laboratério de Bioensaios da UFSCar sob a
supervisdo da Dra. Ana Paula Terezan. O ensaio de atividade inibitéria do
crescimento micelial do fungo fundamenta-se na acdo inibitéria de

extratos/substancias fungicidas potenciais sobre o meio de cultura do mesmo.

Inicialmente, o0 ensaio consistia, resumidamente, em quatro etapas
principais: isolamento do microorganismo do ninho do formigueiro; adicdo do
extrato/substancia a ser testado a um meio de cultura apropriado; incubacdo do
fungo e a avaliagdo do crescimento do fungo ao meio de cultura (RODRIGUEZ-
GAMBOA, 2001). Decorrido o tempo de incubacédo (30 dias), foi observado o
crescimento do fungo através da leitura dos resultados com base na quantidade e
densidade do micélio, como mostrado a seguir. +5 = crescimento idéntico ao
controle (100%); +4 = crescimento equivalente a 80% do controle; +3 = crescimento
equivalente a 60% do controle; +2 = crescimento equivalente a 40% do controle; +1
= crescimento equivalente a 20% do controle ou inferior e 0 = auséncia total de

crescimento.

Com as alteracdes, o ensaio realizado no proprio Departamento de

Quimica se baseia nas mesmas quatro principais etapas citadas anteriormente.
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Sendo assim, o fungo, inicialmente, foi isolado de um ninho de formigas-cortadeiras
A. sexdens rubropilosa e mantido em condi¢cdes de laboratorio por repicagens
mensais no meio de cultura constituido por extrato de malte (20 g/L), peptona (5

g/L), extrato de levedura (2 g/L) e agar (20 g/L).

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram
incorporadas ao meio de cultura e dissolvidos em &gua destilada, obtendo
concentracéo final em torno de 100 e 1000 pg/mL. Em seguida, em cada tubo de
ensaio, foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos de ensaios
com o meio de cultura/extrato e placas de Petri® (80 X 15 mm) foram autoclavadas
nas condi¢des 120°C, 1,0 atm por 20 minutos. Apds a esterilizacdo do material, os
meios de culturas foram vertidos nas placas de Petri® dentro da capela de fluxo
laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Apos a
solidificagcdo do meio de cultura, cada placa de Petri® foi inoculada na posi¢céo
central com um disco de agar de 8 mm de diametro, previamente colonizado pelo

fungo simbionte L. gongylophorus.

Todas as amostras foram preparadas com réplicas. Apos o periodo de
incubacado de 30 dias, a 25 + 2°C foram realizadas as medidas do didmetro médio
final e calculado a area do crescimento micelial para cada placa, em cada amostra,
sendo que esta metodologia é uma adaptacdo do artigo base (MIYASHIRA, 2007).
As porcentagens de inibicdo foram calculadas a partir da comparacédo da area do
crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a &rea do crescimento
micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado como 0% de inibicdo do
fungo simbionte. A FIGURA 3.3 ilustra a leitura dos resultados de inibicdo do

crescimento micelial de L. gongylophorus.
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Fonte: Foto do autor

FIGURA 3.3 — llustracdo da leitura das placas como resultado da inibicdo do

crescimento micelial de L. gongylophorus.

3.3.4 — Ensaio antifungico

O ensaio foi realizado no Laborat6orio de Microbiologia da Faculdade de
Farmécia da Universidade do Porto, sob a supervisdo da Profa. Dra. Eugénia Pinto e
ao Dr. Luis Vale Silva. A atividade biolégica dos compostos ensaiados foi avaliada
frente & Candida albicans (ATCC 10231), Aspergillus fumigatus (ATCC 46645) e
Trichophyton rubrum (CECT 2794), tendo como controle de qualidade C.
parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei (ATCC 6258), juntamente com Fluconazol

como controle positivo.

A metodologia utilizada foi baseada na Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), utilizando os protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008a
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e b; VALE-SILVA et al., 2010). Abaixo € mostrada uma ilustracdo da metodologia
utilizada para este ensaio (FIGURA 3.4).

Meio RPMI 1640
[pPH7,020,1)

=

< | em soro fisiologi
* 0,5 McFarland - Leveduras
*C gem - Fungos fil

Diluigo das suspensdes

Solugdes dos compostos

100
(idealmente 25,6 mg/mL) e

[diluigao 1:2)
i 0,5-2,510° ou 0,4-5x104
r CFUfmL

l Conc. desejad =

Diluigdo das solugdes em I [2x concentradas) 100 pl
meio RPMI

Fluconazol para €0

;| Incubagiio a 352C, em atmosfera umida, sem
L agitag3o e no escuro por 46-50h ,72h (Cn) ou
mais [com leitura visual).

Fonte: Adaptado de VALE-SILVA et al., 2010.

FIGURA 3.4 — llustracdo da metodologia utilizada para o ensaio antifungico.

3.4 — FITOQUIMICA

3.4.1 — Materiais vegetais

As plantas em estudo, Picramnia bahiensis e Thyrsodium
schomburgkianum foram coletadas e identificadas pelo Dr. José Rubens Pirani do
Instituto de Botanica da Universidade de S&o Paulo e as exsicatas das mesmas
foram depositadas nesta instituicdo. Em relacdo a localizacéo da coleta, a planta P.
bahiensis foi coletada na Estrada Piuma-Marataizes no Estado de Espirito Santo e,
a outra planta, T. schomburgkianum, foi coletada no Municipio de Santa Luzia,

Estrada para Estancia no Estado de Sergipe.
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3.4.2 — Preparagéo dos extratos

Para a preparacdo dos extratos, os mesmos foram feitos pela técnica
responsavel Dorai Periotto Zandonai, seguindo o protocolo ja estabelecido de
preparo dos mesmos, obtidos os extratos, eles foram mantidos em freezer, na
extratoteca do Laboratério de Produtos Naturais. As diversas partes das plantas,
folhas, galhos e raizes, foram secas em estufa e reduzidas a p6é por moagem. Em
seguida, os extratos brutos foram preparados, submetendo o material vegetal
previamente obtido a extracdo exaustiva em hexano, CH,Cl, e MeOH. A TABELA

3.2 apresenta as massas dos materiais secos e dos extratos obtidos.

TABELA 3.2 — Extratos preparados de P. bahiensis e T. schomburgkianum

Planta Parte do Massa Extrato Extrato Extrato

vegetal seca (g) hexanico (g) diclorometanico (g) metandlico (g)

P. bahiensis
Folhas 47,0 1,25 1,86 4,36
Caule 342,0 0,69 2,45 18,91
Raizes 219,0 0,75 2,32 12,56

T. schomburgkianum

Folhas 7740 10,56 12,16 38,07
Caule 4417,0 30,51 52,14 262,00
3.4.3 — Estudo do extrato bruto hexanico + diclorometanico das raizes de P.

bahiensis

Todos os extratos brutos de P. bahiensis foram submetidos aos
ensaios inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa e fungicida frente ao
L. gongylophorus. A partir dos resultados, foi escolhido como alvo de estudo o
extrato bruto hexanico e diclorometéanico das raizes de P. bahiensis por apresentar
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uma atividade inseticida em potencial, no intuito de isolar e caracterizar as
substancias bioativas. Vale ressaltar que ambos os extratos foram analisados
através dos espectros de RMN de 'H e por CCDA e verificou-se uma semelhanca
entre eles pelo perfil cromatografico, direcionando assim a reunido em um Unico

extrato denominado de H+D.

3.4.3.1 — Fracionamento do extrato bruto hexanico + diclorometanico (H+D) das

raizes de P. bahiensis

A partir das analises via CCDA e do espectro de RMN de 'H, foi
observado a presenca de uma grande variedade de compostos de polaridades
distintas, tendo em sua maioria a presenca de compostos de polaridade
intermediaria. A partir deste dado, foi escolhida a utilizacdo da Cromatografia em
Contracorrente de Alta Velocidade (High-Speed Counter-Current Chromatography —
HSCCC), que tem como principal vantagem em relagdo a cromatografia de coluna
convencional, a eliminacdo de suporte sélido como fase estacionéria (ITO, 2005) e,
consequentemente, a diminuicdo das adsor¢cdes de modo irreversivel vistas

principalmente em cromatografia por adsorcao.

A base da técnica se baseia na particdo de uma determinada amostra
entre duas fases (organica e aquosa) contidas em um sistema de solventes
imisciveis (MARSTON & HOSTETTMANN, 2006), onde ocorre a separagao, ou seja,
uma cromatografia liquida-liquida. O sucesso desta técnica € visto nas publicacdes
em revistas especializadas, na purificacao de alcaldides, antraquinonas, flavonoides,
saponinas, entre outras classes de metabolitos (CAZAL et al., 2009; CAO et al.,
1999; DERSKEN et al., 1998; KATAVIC et al., 1999; LEITE et al., 2005; LIU et al.,
2004; MA et al., 2003; VIEIRA et al., 1996, YANG et al., 1998; YANG & ITO, 2001).

O sucesso neste tipo de cromatografia € a correta escolha do sistema
de solvente. Diversos méetodos de sistemas de solventes tém sidos publicados em
trabalhos por Camacho-Frias & Foucault (1996), ou mesmo através de modelos de
diagramas de solventes, tais como modelo de Margraff e Conway (FIGURA 3.5,
MARSTON & HOSTETTMANN, 2006).
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o Water
o MeOH
m AcOE!
m Hoptane |

Fonte: MARSTON & HOSTETTMANN,

2006
Fonte: MARSTON & HOSTETTMANN,

2006

FIGURA 3.5 — llustracdo do modelo de Margraff (a esquerda) e modelo de Conway

(a direita) utilizados na escolha dos sistemas de solventes.

Outra possibilidade de escolha do sistema é através da busca em
artigos especializados onde sdo encontrados inUmeros exemplos destes sistemas
usados em HSCCC. Assim, para uma busca na eficiéncia na separagéo, foram
inicialmente testados diversos sistemas de solventes obtidos na literatura, sendo os
principais sistemas testados que apresentaram uma melhor separacao e resolucao

estao listados abaixo:

1. Hex : AcOEt : ACN : H,0 (10:8:1:1 viviviv)

2. MeOH : DCM : H,0 (5:4:3 vivIv)

3. Hex : ACN : AcOEt (1:1:0,4 viviv)

4. Hex : AcOEt : MeOH : H,0 (1:1,5:2,5:1 viviviv)
5. AcOEt : EtOH : H,O (2:1:2 viviv)

Dois métodos podem ser realizados para guiar a escolha do sistema de
solventes, sendo eles por CCDA e HPLC. Para este trabalho, a escolha destes
sistemas foi guiado por CCDA, e através das andlises das fases hidroalcoolica e
organica, verificou-se que o melhor sistema para o fracionamento foi MeOH : DCM :
H,O (5:4:3 viviv), onde este forneceu uma melhor distribuicdo igual entre as duas
fases e valores de R entre 0,2 e 0,5. Vale ressaltar que os valores de R; é apenas
um indicativo da adequacdo de um sistema de solvente em particular em relacdo a
distribuicAo dos compostos presentes em cada fase, pois este, diferentemente da
técnica de HSCCC, envolve além da particdo, o fenbmeno de adsorcdo a fase

estacionaria. Sendo assim os parametros utilizados para a injecéo e analise foram:
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* Numero de colunas = 4 colunas

» Massa da amostra injetada = 1,5 g (Loop de 5 mL)

« Sistema de eluicdo = MeOH : DCM : H,0 (5:4:3 viviv)

» Fase movel = organica / Fase estacionaria = hidroalcéolica

* Fase superior = fase hidroalc6olica / Fase inferior = fase organica
* Vazao =4 mL/min

Foram coletadas 60 fracbes de aproximadamente 10 mL, juntamente
com a inversao e o recolhimento de 500 mL da fase organica, como também a fase
hidroalcoolica (fase estacionaria) com a finalidade de retirar alguma parte do extrato
que estivesse retida nestas fases, que apds evaporagdo do solvente e analise por
CCDA, foram reunidas em 08 fracbes a partir da semelhanca em seus perfis

cromatograficos, como apresentado na TABELA 3.3.

TABELA 3.3 - Fracionamento cromatografico do extrato H+D (1,5 g) das raizes de P.

bahiensis

Grupos Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/01 la3 830,3
H+D/02 4a8 228,2
H+D/03 9al8 169,5
H+D/04 19 a 23 17,2
H+D/05 24 a 29 61,9
H+D/06 30a42 41,5
H+D/07 43 a 54 11,2
H+D/08 55 a 60 7,3
F.O limp. - 18,0
F.A limp. - 6,0
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Todas as fracBes foram analisadas por RMN de *H onde se verificou a
presenca de substancias com perfil aromatico em todos os grupos. Na fracédo
H+D/01 observou a predominancia de material graxo, enquanto que nas seguintes
pouca quantidade deste foi observada. Nas fragcbes H+D/02, H+D/03, H+D/05 e
H+D/06 foi observada uma possivel presenca de compostos glicosilados, podendo
haver a possibilidade da existéncia de antronas, antraquinonas e/ou oxantronas
glicosiladas e diglicosiladas (BALDERRAMA et al., 2001; DIAZ et al.,, 2004,
HERNANDEZ-MEDEL et al.,, 1996, 1998 e 1999; RODRIGUEZ-GAMBOA et al.,
1999 e 2000; SOLIS et al., 1995; VIEIRA, 1995) conforme levantamento bibliografico
ja realizado no projeto de pesquisa. A FIGURA 3.6 ilustra o fracionamento referente
ao extrato bruto H+D das raizes de P. bahiensis.

Picramnia bahiensis
(Raizes - 219g)

Extracéo exaustiva com Hex, DCM e MeOH

Extrato Hex P. bahiensis Extrato DCM P. bahiensis| |Extrato MeOH P. bahiensis
(0,7475g) (2,3217g) (12,55529)

‘ Reuni&o dos extratos

Extrato H+D P. bahiensis
(3,0692g)

Extrato H+D P. bahiensis
(1,59)

‘ HSCCC MeOH : DCM : H,0(5:4:3 viviv)

H+D/02 | | H+D/03 | | H+D/04 H+D/05 | | H+D/06 | | H+D/07 | | H+D/08 | [F.O.limp.| |F.A. limp.
(228,2mg)| |(149,6mg)| ((17,2mg) | |(61,9mg) | |(41,5mg) | |(11,2mg) | | (7.3mg) | |(18,0mg) | | (6,0mg)

H+D/01
(830,3mg)

FIGURA 3.6 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico do extrato das

raizes de P. bahiensis.

3.4.3.2 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01 das raizes de P.

bahiensis

Parte da fracdo H+D/01 (770,3 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico do extrato bruto H+D obtido das raizes de P. bahiensis, foi submetida
a uma cromatografia em coluna “seca” em gel de silica tipo flash como fase

estacionaria, utilizando H,O a 10% para desativa-la e como fase movel hex:AcOEt
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1:1. Para extragdo foi utilizado AcOEt, e quando permanecia impregnado na silica,
foi utilizado MeOH.

Observaram-se 14 colora¢cfes aparentemente distintas na coluna e as
mesmas foram cortadas em fatias e extraidas. Apos analise por CCDA, elas foram

reagrupadas em 07 fragbes, de acordo com a TABELA 3.4.

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de *H onde se verificou a
presenca de substancias com perfil aromatico e hidrogénios quelados na regiao
proximo de o412 nas 06 fragBes e a predominancia de material graxo em todas as
fracOes. Nas fracdes H+D/01/03 a H+D/01/06 observou-se sinais entre o4 5,6 a oy
2,0.

TABELA 3.4 - Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01 (770,3 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/01/01 la3 284,2
H+D/01/02 4a7 53,2
H+D/01/03 8a10 109,5
H+D/01/04 11e12 86,8
H+D/01/05 13 79,1
H+D/01/06 14 134,6

Uma possivel explicacdo se da pela existéncia de uma grande
guantidade de um composto que poderia estar interagindo com os acidos graxos, ja
que este fato foi detectado por apresentar uma coloracdo amarelada e pelo presente
em toda a coluna. A FIGURA 3.7 ilustra o fracionamento realizado com a fracao

H+D/01 das raizes de P. bahiensis.
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H+D/01
(830,3mg)

CC SiO,, Hex:AcOEt 1:1 ¢/ H,0 10%

| | |

H+D/01/01 H+D/01/02 H+D/01/03 H+D/01/04 H+D/01/05 H+D/01/06
(284,2mg) (53.2mg) (109,5mg) (86,8mg) (79,1mg) (134,6mg)

FIGURA 3.7 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo

H+D/01 das raizes de P. bahiensis.

3.4.3.3 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/01 das raizes de P.

bahiensis

A fragdo H+D/01/01 (284,2 mg), proveniente do fracionamento descrito
anteriormente, foi submetido a uma coluna cromatografica em gel de silica tipo flash
como fase estacionaria, tendo como fase movel inicial para a eluicdo hexano,
seguido de hex:AcOEt 9:1, aumentando o gradiente de eluicdo em 10% e, por
altimo, MeOH.

Foram coletadas 44 fracdes de aproximadamente 20 mL cada,

reunidos em 07 fracdes apos analises em CCDA (TABELA 3.5).

TABELA 3.5 - Fracionamento cromatografico da fragdo H+D/01/01 (284,2 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/01/01/01 la6 18,1
H+D/01/01/02 7a9 6,2
H+D/01/01/03 10a16 37,2
H+D/01/01/04 17 a 20 6,0
H+D/01/01/05 21 a 26 31,8
H+D/01/01/06 27 a 37 69,3
H+D/01/01/07 38a44 89,0
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As 06 primeiras fracdes foram analisadas por CG/EM para uma
possivel identificagdo em mistura, utilizando como comparacdo e confirmacdo o
banco de dados do proprio aparelho, bem como o banco de dados do “National
Institute of Standards and Technology” (NIST). A dltima fragdo néo foi analisada ja
gue sua solubilidade se deu em solvente polar, incompativel com a técnica, e por
esse motivo ndo foi injetada para andlise. Juntamente, todas as fracdes foram
analisadas por RMN de *H onde se verificou a presenca majoritaria de um composto
no grupo H+D/01/01/03. As fracbes H+D/01/01/02 e H+D/01/01/04 apresentaram
sinais semelhantes, porém ainda em mistura com outro composto. Este grupo foi

submetido a analises espectrométricas, visando sua caracterizagéo estrutural.

3.4.3.3.1 — Mistura de acidos e estéres de cadeia longa, esterdides e antraquinona
provenientes do fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/01 das raizes de P.

bahiensis

As fragbes H+D/01/01/01, H+D/01/01/02, H+D/01/01/03, H+D/01/01/04,
H+D/01/01/05 e H+D/01/01/06 foram analisadas via CCDA, utlizando como
revelador o reagente de vanilina, indicando uma possibilidade da presenca de
compostos relativamente apolares, tais como compostos lipofilicos, esteréides ou
terpenos. Assim, por se tratar de compostos apolares em misturas, estas fracdes
foram submetidas as analises via CG/EM com a fonte por ionizac¢éo por elétrons (El)
a 70 eV em concentragao de 1 mg/mL.

Os parametros utilizados foram: temperatura inicial do forno de 100°C
durante 3 minutos, aumentando a temperatura em 5°C/min até a temperatura final
de 280°C, mantendo esta durante 15 minutos, totalizando 54 minutos de corrida,
tendo temperatura do injetor em 250°C, temperatura da interface em 280°C e fluxo
final de 0,8 mL/min. Todas as fracbes foram analisadas nas mesmas condi¢cdes
utilizando o modo split e volume de injecao de 1pL.

Na fragdo H+D/01/01/01 foram identificados por CG/EM e RMN de *H,
uma mistura de estéres de cadeia longa (substancias 1, 2, 3 e 4). A substancia 5 foi
identificada, também via CG/EM e RMN de *H, como sendo acido carboxilico de

cadeia longa, obtida nas fracbes H+D/01/01/05 e H+D/01/01/06. O esterdide 6 foi
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identificado em mistura, juntamente com o composto 5, na fracdo H+D/01/01/05,
sendo que o esterdide 7 foi identificado em mistura também na fracdo H+D/01/01/06.
Nas fracbes H+D/01/01/02, H+D/01/01/03 e H+D/01/01/04 foi identificado a
substéancia 8, porém estes com quantidades variaveis do contaminante ftalato, sendo
estes submetidos a cromatografia para sua purificacdo utilizando a mesma

metodologia descrita no item 3.4.3.4.

A FIGURA 3.8 mostra o fluxograma referente ao fracionamento
cromatografico da fracdo H+D/01/01 e os compostos obtidos a partir de suas

fragcOes.

H+D/01
(830,3mg)

CC SiO,, Hex:AcOEt 1:1 ¢/ H,0 10%

H+D/01/01 H+D/01/02 H+D/01/03 H+D/01/04 H+D/01/05 H+D/01/06
(284,2mg) (53,2mg) (109,5mg) (86,8mg) (79,1mg) (134,6mg)

CC SiO,, Hex-AcOEt-MeOH

| | | |

H+D/01/01/01 H+D/01/01/02 H+D/01/01/03 H+D/01/01/04 | |H+D/01/01/05 | |H+D/01/01/06 | |H+D/01/01/07
(18,1mg) (6,2mg) (37,2mg) (6,0mg) (31,8mg) (69,3mg) (89,0mg)

) .

1-4 8 5e7

5e6

FIGURA 3.8 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo
H+D/01/01 das raizes de P. bahiensis.

3.4.3.4 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/02 das raizes de P.

bahiensis

A fracdo H+D/01/02 (53,2 mg) foi submetida a uma coluna

cromatografica em gel de silica tipo flash como fase estacionéria, tendo como fase
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movel inicial hexano, seguido de diferentes propor¢cdes de hex:DCM, acetona e, por
altimo, MeOH. Foram coletadas 101 fracdes de aproximadamente 10 mL cada,

reunidas em 14 fracdes apos analises em CCDA (TABELA 3.6).

TABELA 3.6 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/02 (53,2 mg) das

raizes de P. bahiensis

Fracoes Fracdes Reunidas Massa (mg)
H+D/01/02/01 lalil5 2,8
H+D/01/02/02 16 a31 0,7
H+D/01/02/03 32a35 0,6
H+D/01/02/04 36 a 50 2,4
H+D/01/02/05 51 ab5 1,9
H+D/01/02/06 56 e 57 2,1
H+D/01/02/07 58a75 7,8
H+D/01/02/08 76 a 79 1,0
H+D/01/02/09 80 e 81 0,7
H+D/01/02/10 82 a 85 0,3
H+D/01/02/11 86 a 94 4,0
H+D/01/02/12 95 a 97 11
H+D/01/02/13 98 19,1
H+D/01/02/14 99 a 101 4.8

Todas as fracbes foram analisadas por CCDA e por RMN de 'H as
obtidas com massa superior a 1,0 mg. Foi verificado a presenca do composto 8 ja
descrito anteriormente nas fragbes H+D/01/02/06 (na presenca de mistura) e
H+D/01/02/07. A fragdo H+D/01/02/11 se mostrou relevante a ser estudada pela boa
separacédo via CCDA com a pela presenca de uma mancha amarelada, porém, de R¢

menor em relacéo ao crisofanol e juntamente com a presenca de outra substancia.
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3.4.3.5 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/02/11 das raizes de

P. bahiensis

A fracdo H+D/01/02/11 (4,0 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fragdo H+D/01/02, mostrou ser uma mistura binaria. Assim, esta
foi submetida a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando
DCM 100% como fase movel e para a extracdo do composto adsorvido na silica
utilizou-se AcOEt. Assim foram coletadas duas manchas de polaridades distintas
(TABELA 3.7).

TABELA 3.7 — Fracionamento cromatografico da fragcdo H+D/01/02/11 (4,0 mg) das
raizes de P. bahiensis

FracOes obtidas Rt na CCDA Massa (mg)
H+D/01/02/11/01 Superior 1,5
H+D/01/02/11/02 Inferior 1,9

Através da andlise de RMN de 'H verificou-se que na fracdo
H+D/01/02/11/01 foi isolado e identificado o composto 9 e na fracao
H+D/01/02/11/02 o esterdide 7, sendo este ja identificado anteriormente.

Abaixo, através da FIGURA 3.9, segue o fluxograma referente aos

fracionamentos cromatograficos descritos nos itens 3.4.3.4 e 3.4.3.5.
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H+D/01/02
(53,2 mg)

CC SiO,, Hex:DCM:Acetona:MeOH

l | | | l

H+D/01/02/01 || H+D/01/02/02 || H+D/01/02/03 || H+D/01/02/04 || H+D/01/02/05
(2,8 mg) (0,7 mg) (0,6 mg) (2,4 mg) (1,9 mg)

| |

H+D/01/02/10 || H+D/01/02/09 || H+D/01/02/08 || H+D/01/02/07 || H+D/01/02/06

(0,3 mg) (0,7 mg) (1,0 mg) (7,8 mg) (2,1 mg)
8
H+D/01/02/11 || H+D/01/02/12 || H+D/01/02/13 || H+D/01/02/14
(4,0 mg) (1,1 mg) (19,1 mg) (4,8 mg)
CCDP, DCM 100%
H+D/01/02/11/01 | 9
(1,5 mg)
H+D/01/02/11/02

(1,9 mg)

7

FIGURA 3.9 — Fluxograma referente aos fracionamentos cromatograficos das
fracbes H+D/01/02 e H+D/01/02/11 das raizes de P. bahiensis.

3.4.3.6 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/03 das raizes de P.

bahiensis

A fragdo H+D/01/03 (109,5 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico do grupo H+D/01, foi submetida a uma coluna cromatografica em
Sephadex® LH-20 como fase estacionaria, com eluicdo isocratica utilizando o
sistema DCM:MeOH 4:6. Foram coletadas 27 fragbes contendo em cada 10 mL e

através das analises em CCDA foram agrupadas em 04 frac6es (TABELA 3.8).
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TABELA 3.8 - Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/03 (109,5 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos FragOes Reunidas Massa (mgQ)
H+D/01/03/01 la4 23,4
H+D/01/03/02 5e6 16,5
H+D/01/03/03 7al3 42,3
H+D/01/03/04 14 a 27 20,0

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H onde se verificou,
novamente, uma maior presenca de material graxo na primeira fracdo, decaindo sua
quantidade em relacdo as fracdes seguintes (presenca de sinais relativos a
hidrogénios aromaticos e sinais entre &4 5,8 a 0,6 e no grupo H+D/01/03/03 a

presenca de sinais referentes a hidrogénios quelados préximos a dy412).

3.4.3.7 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/01/03/03 das raizes de

P. bahiensis

A fracdo H+D/01/03/03 (42,3 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo H+D/01/03, foi submetida novamente a cromatografia em
Sephadex® LH-20 utilizando como fase movel o sistema isocratico DCM:MeOH 2:8.
Foram coletadas 24 fracbes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 04
novas fracbes apos analises em CCDA dada suas semelhancas nos perfis
cromatograficos (TABELA 3.9).
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TABELA 3.9 — Fracionamento cromatogréfico da fragdo H+D/01/03/03 (42,3 mg) das

raizes de P. bahiensis

FracOes FracOes Reunidas Massa (mg)
H+D/01/03/03/01 la5b 6,9
H+D/01/03/03/02 6e9 11,5
H+D/01/03/03/03 7al3 10,8
H+D/01/03/03/04 14 a 24 11,2

A partir das andlises por RMN de 'H, verificou-se a presenca

novamente do composto 8 na fragdo H+D/01/03/03/03. Vale ressaltar aqui que todas

as fracbes contendo este composto

foram submetidas a fracionamento

cromatografico com objetivo de isolar uma maior quantidade do mesmo, pois este

composto, por apresentar atividade inseticida e fungicida, foi submetido ao processo

de nanoencapsulamento.

O Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo
H+D/01/03 e H+D/01/03/03 (descritos nos itens 3.4.3.6 e 3.4.3.7) é mostrado na

FIGURA 3.10.
H+D/01
(830,3mg)

CC SiO,, Hex:AcOEt 1:1 ¢/ H,0 10%
H+D/01/01 H+D/01/02 H+D/01/03 H+D/01/04 H+D/01/05 H+D/01/06
(284,2mg) (53,2mg) (109,5mg) (86,8mg) (79,1mg) (134,6mg)

l
CC Sephadex, DCM:MeOH 4:6 ‘
H+D/01/03/01 H+D/01/03/02 H+D/01/03/03 H+D/01/03/04
(23,4mg) (16,5mg) (42,3mg) (20,0mg)
CC Sephadex LH-20, DCM:MeOH 2:8
H+D/01/03/03/01 ||H+D/01/03/03/02 | |H+D/01/03/03/03 || H+D/01/03/03/04
(6,9 mg) (11,5 mg) (10,8 mg) (11,2 mg)

8

FIGURA 3.10 — Fluxograma referente aos fracionamentos cromatograficos das
fracbes H+D/01/03 e H+D/01/03/03 das raizes de P. bahiensis.
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3.4.3.8 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02 das raizes de P.

bahiensis

A fracdo H+D/02 (97,6 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico do extrato H+D bruto obtido das raizes de P. bahiensis, foi submetido
a uma coluna cromatografica em Sephadex® LH-20 como fase estacionaria, com
eluicdo isocratica utilizando MeOH 100%. Foram coletadas 24 fragBes contendo em
cada 10 mL e através das analises em CCDA foram agrupadas em 05 fracOes
(TABELA 3.10).

Vale ressaltar que a massa utilizada neste fracionamento néo
corresponde a obtida inicialmente ja4 que este foi ensaiado frente a atividade

inseticida e tendo uma parte da massa restante reservada para posteriores ensaios.

TABELA 3.10 - Fracionamento cromatografico do grupo H+D/02 (97,6 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/02/01 la4 20,5
H+D/02/02 5e6 18,1
H+D/02/03 7€e8 44.4
H+D/02/04 9al2? 3,0
H+D/02/05 13a24 3.1

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de *H onde se verificou a
presenca predominante de material graxo na primeira fragdo, tendo sinal
caracteristico de aromatico nos grupos H+D/02/02, H+D/02/03 e H+D/02/04, sinais
caracteristicos de hidrogénios quelados em torno de &412 no grupo H+D/02/03 com
alta complexidade pela grande presenca de compostos desta classe quimica. A

FIGURA 3.11 refere-se ao fluxograma da fracdo H+D/02.
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H+D/02
228,2mgq)

H+D/02/01| [H+D/02/02| |H+D/02/03| [H+D/02/04| |H+D/02/05
(20,5mg) (18,1mg) (44,4mq) (3,0mg) (3,1mg)

FIGURA 3.11 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo

H+D/02 das raizes de P. bahiensis.

3.4.3.9 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo H+D/02/03 das raizes de P.

bahiensis

A fracdo H+D/02/03 (44,4 mg) foi fracionada em HPLC (FIGURA 3.12)
utilizando coluna polimérica Shodex, com loop de 200 pL, como fase mével MeOH
100% e utilizando o comprimento de onda a 254 nm para deteccdo. Foram obtidas
04 bandas cromatograficas e coletadas. Nesse fracionamento houve um problema
no momento da injecdo e houve perdas significativas da massa da fracao

fracionada.
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FIGURA 3.12 — Cromatograma referente a fragdo H+D/02/03.
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A numeracdo das fracOes se deu pela ordem sucessiva das bandas
coletadas. As massas referentes a cada banda séo apresentadas na TABELA 3.11.

TABELA 3.11 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03 (44,4 mg) das

raizes de P. bahiensis

Fracoes Intervalo recolhido Massa (mgQ)
H+D/02/03/01 Até 30 min. 1,4
H+D/02/03/02 30 a 60 min. 24,1
H+D/02/03/03 68 a 80 min. 2,6
H+D/02/03/04 80 a 110 min. 2,7

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de *H, onde se verificou
que a mistura majoritaria estava presente na fracdo H+D/02/03/02. O restante das
fracOes foi analisado, porém néo se verificou interesse em seus estudos e aliada a
pouca quantidade haveria certa dificuldade na analise das misturas dos
componentes presentes. O fluxograma do fracionamento cromatografico da fracao

estudada esta apresentado na FIGURA 3.13.

H+D/02/03
(44,4 mg)

HPLC, coluna Shodex, MeOH 100%

| | | |

H+D/02/03/01 || H+D/02/03/02 || H+D/02/03/03 || H+D/02/03/04
(1,4 mg) (24,1 mg) (2,6 mg) (2,7 mg)

FIGURA 3.13 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
H+D/02/03 das raizes de P. bahiensis.
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3.4.3.10 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02 das raizes de

P. bahiensis

A fracdo H+D/02/03/02 (24,1 mg), proveniente do fracionamento

cromatografico da fracdo H+D/02/03, foi submetida a cromatografia em gel de silica

de fase reversa Cig utilizando como fase mével o sistema isocratico MeOH:H,0 8:2.

Foram coletadas 35 fracbes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 04

novas fracbes apos analises em CCDA em razédo de suas semelhancas (TABELA

3.12).

TABELA 3.12 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02 (24,1 mg)

das raizes de P. bahiensis

FracOes FracOes Reunidas Massa (mg)
H+D/02/03/02/01 lals 14,3
H+D/02/03/02/02 16 a 25 4,0
H+D/02/03/02/03 26 a 32 2,6
H+D/02/03/02/04 33a35 1,2

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H, onde se verificou

como no item descrito anteriormente, que a mistura majoritaria de interesse estava
presente na fracdo H+D/02/03/02/01. A FIGURA 3.14 é o fluxograma do

fracionamento cromatografico desta fragcdo em estudo.

H+D/02/03/02
(24,1 mg)

CC SIO, C,4, MEOH:H,0 8:2

|

{ {

|

H+D/02/03/02/01
(14,3 mg)

H+D/02/03/02/02 || H+D/02/03/02/03

(4,0 mg) (2,6 mg)

H+D/02/03/02/04
(4,2 mg)

FIGURA 3.14 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo
H+D/02/03/02 das raizes de P. bahiensis.
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3.4.3.11 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo H+D/02/03/02/01 das raizes

de P. bahiensis

A fracdo H+D/02/03/02/01 (14,3 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fragdo H+D/02/03/02, foi submetido a HPLC utilizando como fase
estacionaria silica de fase reversa Cis, tendo como fase moével dois sistemas
gradiente exploratorios (MeOH:H,O com aumento da concentracdo de MeOH em
funcdo do tempo) para verificar a melhor separacdo dos compostos. Foram testados
diversos sistemas, sendo que abaixo s&do apresentados os dois melhores

cromatogramas obtidos com melhores resolugdes:

- Sistema MeOH:H,0 10% a 100% em 60 minutos de corrida cromatografica:

0,40

=) ]
< 0,207

0,00

O e e e e e e

000 1000 2000 3000 4000 50,00 60,00 70,00 80,00
Minutes

- Sistema MeOH:H,0 50% a 100% em 60 minutos de corrida cromatografica:

0,60

0,40
2
< 4
0,20

0,00+

L 1 L B I L B
10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00
Minutes

Apos ter escolhido o segundo sistema pela melhor separacgéo, partiu-se
para 0 estudo em escala semi-preparativa, utilizando-se da férmula dada pela
EQUAGCAO 1, onde S é o fator de escalonamento em que R, e L, so,
respectivamente, didmetro e comprimento da coluna preparativa e Ry e Ly, 0O

diametro e comprimento da coluna analitica.
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Assim, em relacdo ao fluxo utilizado, passou de 1 para 6 mL/min.

Foram recolhidas 06 fracbes a partir do cromatograma obtido em escala semi-

preparativa, como mostrado no cromatograma supracitado e na TABELA 3.13.

TABELA 3.13 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01 (14,3 mg)

das raizes de P. bahiensis

Fragbes Intervalo recolhido Massa (mQ)
H+D/02/03/02/01/01 Até 20 min. 0,5
H+D/02/03/02/01/02 20 a 23 min. 2,2
H+D/02/03/02/01/03 23 a 26 min. 0,7
H+D/02/03/02/01/04 26 a 29 min. 8,8
H+D/02/03/02/01/05 29 a 31 min. 0,8
H+D/02/03/02/01/06 31 a 38 min. 0,6

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H, onde se verificou

que a mistura majoritaria de interesse estava presente na fracdo H+D/02/03/01/04. O

fluxograma referente ao fracionamento cromatografico desta fracdo em estudo é

mostrado pela FIGURA 3.15.

H+D/02/03/02/01
(14,3 mg)

HPLC, colunaC,;, MeOH:H,O 1:1 a MeOH 100%

H+D/02/03/02/01/01 | | H+D/02/03/02/01/02
(0,5mg) (2,2 mg)

H+D/02/03/02/01/03
(0,7 mg) (8,0 mg)

H+D/02/03/02/01/04

H+D/02/03/02/01/05
(0,8 mg)

H+D/02/03/02/01/06
(0,6 mg)

FIGURA 3.15 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
H+D/02/03/02/01 das raizes de P. bahiensis.
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3.4.3.12 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01/04 das

raizes de P. bahiensis

A fracdo H+D/02/03/02/01/04 (8,8 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01, foi submetida a cromatografia em
Sephadex® LH-20 tendo como fase movel MeOH. Foram coletadas 10 fracdes de
aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 02 fracdes apds analises em CCDA em

razao de suas semelhancas, como apresentado na TABELA 3.14.

TABELA 3.14 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01/04 (8,8

mgq) das raizes de P. bahiensis

FracOes Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/02/03/02/01/04/01 la3 0,6
H+D/02/03/02/01/04/02 4al0 7,4

A partir das analises em CCDA, a mistura de interesse encontrava-se

na segunda fracao obtida, assim partiu-se para o seu fracionamento.

3.4.3.13 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01/04/02 das

raizes de P. bahiensis

Para obter uma maior quantidade total dessa fracao, ja que ha uma alta
complexidade de constituintes, mesmo apos os fracionamentos, foi buscado, através
do fracionamento em paralelo do extrato restante e, assim foi obtido 3,3 mg da
fracdo ao qual se assemelhava com o discutido aqui, através da semelhanca no
perfil cromatografico em CCDA, juntamente com a juncdo da fracédo
H+D/02/03/02/01/03.

Assim, a fracdo H+D/02/03/02/01/04/02 (11,4 mg), proveniente do

fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01/04, foi submetida a
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cromatografia em gel de silica, utilizando como fase movel o sistema isocratico
Hex:AcOEt 10:1 para a separagcao dos componentes mais apolares da mistura e,
AcOEt 100% para os componentes mais polares. Foram coletadas 09 fracdes de
aproximadamente 5 mL cada, reunidas em 04 novas fracbes ap0s analises em
CCDA (TABELA 3.15).

TABELA 3.15 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/02/03/02/01/04/02
(11,4 mg) das raizes de P. bahiensis

FracOes Fracbes Reunidas Massa (mg)
H+D/02/03/02/01/04/02/01 la3 1,8
H+D/02/03/02/01/04/02/02 4eb 0,5
H+D/02/03/02/01/04/02/03 6e’7 1,4
H+D/02/03/02/01/04/02/04 8e9 4,6

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H, onde se verificou
que na fracdo H+D/02/03/02/01/04/02/01 ha a presenca novamente do composto 8.
Na fracdo H+D/02/03/02/01/04/02/03, notou-se o0s sinais caracteristicos de um
esqueleto antraquindnico, tendo os sinais duplicados no espectro de RMN de *H,
levando, a principio, a ter uma mistura de dois isdbmeros da classe das oxantronas
ou das antronas. Apds analises detalhadas, mostrou-se ter o isolamento de um
dimero de antraquinona, sendo esta a substancia 10. A fracao
H+D/02/03/02/01/04/02/04, através da analise por RMN de 'H, mostrou a presenca
complexa de compostos do tipo antraquindnico, sendo que esta fragao foi submetida
a andlise via LC/ESI-MS sob plataforma APl 2000 com objetivo de identificar os
compostos em mistura. A partir das diversas analises, foram identificados os

compostos 11 - 14.

Uma possivel explicacdo do fato que o composto 8 esteja aparecendo
na maioria das fracdes pode ser pela sua interacdo na fase estacionaria, ja que ele
na maioria dos casos € sempre 0 composto majoritario na mistura, € no momento
que é usado um solvente de maior polaridade (AcOEt), este retira por completo o

mesmo.
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A FIGURA 3.16 mostra o fluxograma do fracionamento cromatografico
das fracdes H+D/02/03/02/01/04 e H+D/02/03/02/01/04/02 descritos nos itens
3.4.3.12 e 33.4.3.13.

H+D/02/03/02/01/04
(8,0 mg) *Foi obtido uma maior
quantidade no refracionamento

do extrato restante.

CC Sephadex LH-20, MeOH 100%

I I

H+D/02/03/02/01/04/01 || H+D/02/03/02/01/04/02
(0,6 mg) (11,4 mg*)

CC SiO,, Hex:AcOEt 10:1, AcOEt 100%

H+D/02/03/02/01/04/02/01
(1,9 mg)

H+D/02/03/02/01/04/02/02
(1,0 mg)

H+D/02/03/02/01/04/02/03
(1,4 mg)

H+D/02/03/02/01/04/02/04
(4,6 mg)

10

11-14

FIGURA 3.16 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatogréfico das fragcées
H+D/02/03/02/01/04 e H+D/02/03/02/01/04/02 das raizes de P. bahiensis.

3.4.3.14 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/03 das raizes de P.

bahiensis

O grupo H+D/03 (142,2 mg), fracionamento

cromatografico do extrato H+D bruto obtido das raizes de P. bahiensis, foi submetido

proveniente do

a uma coluna cromatografica em Sephadex® LH-20 como fase estacionaria, com
eluicdo isocratica utilizando MeOH 100%. Foram coletadas 38 fragBes contendo em
cada 10 mL, e através das analises em CCDA foram agrupadas em 05 fracOes
(TABELA 3.16).
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TABELA 3.16 - Fracionamento cromatografico da fragdo H+D/03 (142,2 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos FracOes Reunidas Massa (mg)
H+D/03/01 la6 18,8
H+D/03/02 7e8 8,7
H+D/03/03 9al2 89,4
H+D/03/04 13a16 11,2
H+D/03/05 17 a 38 4,3

Todas as fracées foram analisadas por RMN de *H onde se verificou a
presenca predominante de material graxo nos dois primeiros grupos, tendo sinais
caracteristicos de aromaticos nos grupos H+D/03/02, H+D/03/03 e H+D/03/04, onde
que na terceira fracdo mostrou a presenca de uma mistura de compostos de alta
complexidade, sendo que esta fracdo, juntamente com a fracdo
H+D/02/03/02/01/04/02/04, foram escolhidas, inicialmente, para realizar um trabalho
em LC/ESI-MS sob plataforma APl 2000 com objetivo de identificar os compostos
em mistura. A descricdo detalhada deste estudo esta mostrada no item 3.5. A partir
das analises desta fracdo H+D/03/03 via LC/ESI-MS, foram identificadas as

substancias 15 e 16, sendo estes 0s compostos majoritarios presentes nesta fragao.

3.4.3.15 — Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/05 das raizes de P.

bahiensis

O grupo H+D/O5 (61,9 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico do extrato H+D bruto obtido das raizes de P. bahiensis, foi submetido
a uma coluna cromatografica em Sephadex® LH-20 como fase estacionaria, com
eluigdo isocratica utilizando MeOH 100%. Foram coletadas 35 fragBes contendo em
cada 10 mL, e através das analises em CCDA foram agrupadas em 04 novas
fracOes (TABELA 3.17).
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TABELA 3.17 - Fracionamento cromatografico da fracdo H+D/05 (61,9 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos FragOes Reunidas Massa (mgQ)
H+D/05/01 le?2 7,6
H+D/05/02 3a8 7,7
H+D/05/03 9al6 28,4
H+D/05/04 17a35 8,1

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de *H onde se verificou a
presenca de sinais caracteristicos de aromaticos na fragdo H+D/05/04, mostrando
também alta complexidade de compostos, porém com sinais muito semelhantes a
substancia 10, sendo assim alvo de estudo para verificar a possibilidade do mesmo

ser um estereoisomero, por exemplo, em relagédo ao composto previamente isolado.

3.4.3.16 — Fracionamento cromatogréfico da fragdo H+D/05/04 das raizes de P.
bahiensis

A fracdo H+D/05/04 (8,1 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fragdo H+D/05 das raizes de P. bahiensis, foi submetida a uma
coluna cromatogréafica em gel de silica como fase estacionaria, tendo como fase
movel isocratica hex:AcOEt 8:2. Foram coletadas 57 frac6es contendo em cada 05
mL, e através das analises em CCDA foram agrupadas em 05 fragcbes (TABELA
3.18).
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TABELA 3.18 - Fracionamento cromatografico da fragdo H+D/05/04 (8,1 mg) das

raizes de P. bahiensis

Grupos FracOes Reunidas Massa (mg)
H+D/05/04/01 lab 0,6
H+D/05/04/02 6 a35 3,3
H+D/05/04/03 36 a 43 1,4
H+D/05/04/04 44 a 53 11
H+D/05/04/05 54 a 57 0,8

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H, onde se verificou
que na fragdo H+D/05/04/03 ha a presenca novamente do composto 10 em muita
baixa quantidade pelo fato de estar presente em mistura de mais outros compostos.
A possibilidade de ser uma possivel estrutura isomérica foi descartada a partir da
definicdo, através da purificacdo, das multiplicidades aliadas as constantes de

acoplamento dos sinais referentes a essa substancia no espectro de RMN de *H.

A FIGURA 3.17 mostra o fluxograma do fracionamento cromatografico
das fracdes H+D/05 e H+D/05/04 descritos nos itens 3.4.3.15 e 3.4.3.16.

H+D/05
(61,9 mg)

CC Sephadex LH-20, MeOH 100%

[

[

[

|

H+D/05/01
(7,6 mg)

H+D/05/02
(7,7 mg)

H+D/05/03
(28,4 mg)

H+D/05/04
(8,1 mg)

CC SiO,, Hex:AcOEt 8:2

[

[

H+D/05/04/01
(0,6 mg)

H+D/05/04/02
(3,3 mg)

il

H+D/05/04/03
(1,4 mg)

H+D/05/04/04
(1,1 mg)

|

10

l

H+D/05/04/05
(0,8 mg)

FIGURA 3.17 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico das fracoes
H+D/05 e H+D/05/04 das raizes de P. bahiensis.
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3.4.4 — Estudo do extrato diclorometanico do caule de T. shomburgkianum

Todos os extratos obtidos de T. schomburgkianum foram submetidos
ao ensaio inseticida e fungicida. A partir do resultado do ensaio inseticida e
fungicida, o extrato diclorometanico do caule mostrou possuir atividade em potencial
frente as operarias de Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte L.

gongylophorus.

3.4.4.1 — Fracionamento do extrato bruto diclorometanico do caule de T.

schomburgkianum

O extrato bruto bioativo em DCM do caule (52,1 g) mostrou, através da
andlise do espectro de RMN de 'H e CCDA, uma complexidade de compostos
presentes e também a presenca de compostos tanto apolares quanto polares.
Assim, este foi inicialmente particionado, dissolvendo-o uma parte do extrato em
uma solucdo MeOH:H,0 9:1 e particionando, agora em hexano para a uma divisao
um pouco mais fina das diferentes polaridades, obtendo assim compostos apolares
e, portanto tendo uma prévia separacdo em relacdo as polaridades dos compostos
presentes no extrato. O restante do extrato (hidroalcodlica) ndo solivel em hexano
foi nomeado de particdo em diclorometano. A FIGURA 3.18 mostra o procedimento
da particio descrita para o extrato diclorometanico do caule de T.

schomburgkianum.
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Extrato DCM caule T. schomburgkianum

(40,0 g)
MeOH: H,0 9:1
Hexano
Particdo hexanica Parti¢do diclorometanica
(17,61 g) (18,62 g)
FIGURA 3.18 — llustracdo da particdo realizada utilizando o extrato bruto

diclorometéanico do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.2 — Fracionamento da particdo hexanica do extrato bruto diclorometanico

do caule de T. schomburgkianum

Uma parte do material referente a particdo hexanica (9,2 Q),
proveniente do extrato bruto diclorometéanico do caule de T. schomburgkianum, foi
submetida a coluna cromatografica em gel de silica como fase estacionaria, tendo
como fase movel inicial Hex:DCM 1:1, seguido de Hex:DCM 2:8, Hex:DCM 1:9, DCM
e, por ultimo, DCM:AcOEt 9:1, com todas as misturas de eluentes com volume de
500 mL. Foram coletadas 92 fracbes com diferentes volumes de coleta (coletadas
conforme a saida das bandas cromatogréficas), reunidas em 10 fracdes a partir das

semelhancas nos perfis cromatogréaficos via CCDA (TABELA 3.19).
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TABELA 3.19 — Fracionamento cromatografico da particdo hexanica (9,2 g) do caule

de T. schomburgkianum

Fragcdes FragOes Reunidas Massa (mQ)
TSPH/01 lab 443,8
TSPH/02 6e7 139,2
TSPH/03 8all 1212,9
TSPH/04 11a40 336,4
TSPH/05 41 a 82 585,1
TSPH/06 83 635,2
TSPH/07 84 e 85 709,3
TSPH/08 86 a 88 1216,4
TSPH/09 89 e 90 613,1
TSPH/10 91e92 2939,0

As andlises de RMN de *H mostraram que, em algumas fracdes foram
observados sinais com maior clareza em oy 0,80 a 5,4, mostrando a presenca de
determinados compostos majoritarios nestas fragbes. As fragbes TSPH/03 e
TSPH/04, a partir de seus espectros de RMN de 'H e CG/EM, mostraram uma
semelhanca em seus perfis, principalmente nos picos majoritarios, sendo reunidas
em uma unica fracdo denominada TSPH/03+04. O fluxograma referente ao
fracionamento cromatografico desta particdo em estudo é mostrado pela FIGURA
3.19.

Particdo hexanica do caule
de T. schomburgkianum
(9,2 mg)

ccsio,
Hex:DCM 1:1; 2:8; 1:9; DCM; DCM:ACOE! 9:1

TSPH/Ol TSPH/OZ TSPH/O3 TSPH/04 TSPH/05 TSPH/OB TSPH/O? TSPH/OS TSPH/09 TSPH/lO
(4438 mg) || (1392 mg) || (12129 mg) || (336,4mg) || (5851 mg) || (6352mg) || (709,3mg) || (1216,4mg) || (613,1mg) || (2939,0 mg)

Juncéo

FIGURA 3.19 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da particao
hexanica proveniente do extrato bruto diclorometéanico do caule de T.

schomburgkianum.
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3.4.4.3 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/02 do caule de T.

schomburgkianum

A fracdo TSPH/02 (139,2 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da particdo hexanica, foi submetida a cromatografia em gel de sillica
utilizando como fase mével inicial hexano, Hex:DCM 9:1, seguida por Hex:DCM 8:2,
Hex:DCM 7:3, Hex:DCM1:1 e por ultimo DCM. Foram coletadas 64 fracdes de
aproximadamente 125 mL cada, reunidas em 05 novas fracbes ap0s analises em
CCDA (TABELA 3.20).

TABELA 3.20 — Fracionamento cromatografico da fragdo TSPH/02 (139,2 mg) do

caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/02/01 lals 2,2
TSPH/02/02 16 a 35 7,4
TSPH/02/03 36 a 60 40,4
TSPH/02/04 61 e 62 8,2
TSPH/02/05 63 e 64 77,6

As andlises de RMN de *H mostraram que nas fracées TSPH/02/02 e
TSPH/02/03 havia uma semelhanga espectroscopica entre elas e possuiam sinais
majoritarios e caracteristicos de composto hidrocarboneto, possivelmente da classe

dos terpenos.

3.4.4.4 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/02/02+03 do caule de

T. schomburgkianum

A fracdo TSPH/02/02+03 (47,8 mg), proveniente do fracionamento

cromatografico da particdo hexanica, foi submetida a cromatografia em gel de sillica
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utilizando como fase mdvel o sistema isocratico Hex:AcOEt 9:1. Foram coletadas 32
fracbes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 03 novas fragbes (TABELA
3.21).

TABELA 3.21 — Fracionamento cromatogréfico da fragdo TSPH/02/02+03 (47,8 mg)

do caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/02/02+03/01 la6 3.4
TSPH/02/02+03/02 7al5 40,2
TSPH/02/02+03/03 16 a 32 3,8

Todas as fracBes foram analisadas por RMN de 'H, onde se verificou
na fracdo TSPH/02/02+03/02 um triterpeno do tipo oleanano 17. A fragcao
TSPH/02/02+03/01 foi analisada juntamente com outras técnicas espectrométricas,
tais como CG/EM mostrando assim a presenca de trés triterpenos: 18 - 20. O
Fluxograma (FIGURA 3.20) respresenta 0s sucessivos fracionamentos
cromatograficos realizados com a fragdo TSPH/02 e TSPH/02/02+03 proveniente do

caule de T. schomburgkianum.

TSPH/02
(139,2 mg)

cc sio,
Hex:DCM 9:1; 82;73 1:1; DCM

TSPH/02/01 TSPH/02102 TSPH/02/03 TSPH102/04 TSPH/OZ/OS
(2,2 mg) (7,4 mg) (40,4 mg) (8,2 mg) (77,6 mg)

L 1

CC sio,
Hex:AcOEt 9:1

[ l

TSPH/02/02+03/01 TSPH/02/02+03/02 TSPH/02/02+03/03
(3,4 mg) (40,2 mg) (3,8 mg)

| |

18 - 20 17

FIGURA 3.20 — Fluxograma referente aos fracionamentos cromatograficos das
fragbes TSPH/02 e TSPH/02/02+03 do caule de T. schomburgkianum.
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3.4.4.5 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/03+04 do caule de T.

schomburgkianum

A fracdo TSPH/03+04 (1,55 g), proveniente do fracionamento
cromatografico da particdo hexanica, foi submetida a cromatografia em gel de silica
utilizando como fase moével o sistema isocratico Hex:AcOEt 9:1. Foram coletadas 51
fracbes de aproximadamente 20 mL cada, reunidas em 06 fracGes a partir da

semelhanca no perfil cromatografico (TABELA 3.22).

TABELA 3.22 — Fracionamento cromatografico da fragdao TSPH/03+04 (1,55 g) do

caule de T. schomburgkianum

Fracoes Fracdes Reunidas Massa (mgQ)
TSPH/03+04/01 la5b 58,6
T-SPH/03+04/02 6a9 53,9
TSPH/03+04/03 10a 20 172
TSPH/03+04/04 21 a40 820,8
TSPH/03+04/05 41 a 50 48,4
TSPH/03+04/06 51 230,1

Na analise via CCDA, a fracdo TSPH/03+04/04 mostrou a presenca de
uma mancha majoritaria com R; 0,4 no sistema Hex:AcOEt 9:1, além de outras
manchas minoritarias. As analises de RMN de 'H mostraram que, apesar da
possibilidade de ter um composto majoritario nesta fracdo via CCDA, havia uma
complexidade de sinais referentes a regido de sinais de hidrogénios ligados a
carbonos alifaticos, muito provavelmente de se tratar de misturas de esteréides ou
triterpenos. A FIGURA 3.21 apresenta o fluxograma para o fracionamento

cromatografico de TSPH/03+04 proveniente do caule de T. schomburgkianum.
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TSPH/03

TSPH/04

(1212,9 mg) (336,4 mg)
l |
CC sio,
- ‘ | Hex:AcOFt 9:1 ‘ ‘
TSPH/03+04/01 TSPH/03+04/02 TSPH/03+04/03 TSPH/03+04/04 TSPH/03+04/05 TSPH/03+04/06
(58,6 mg) (53,9 mg) (172,0 mg) (820,8 mqg) (48,4 mg) (230,1 mg)

FIGURA 3.21 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
TSPH/03+04 do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.6 — Fracionamento cromatogréafico da fragdo TSPH/03+04/04 do caule de

T. schomburgkianum

A fracdo TSPH/03+04/04 (820,8 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo TSPH/03+04, foi submetida a cromatografia em gel de
silica utilizando como fase mével novamente o sistema isocratico Hex:AcOEt 9:1.
Foram coletadas 49 fracbes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 05
fracOes (TABELA 3.23).

TABELA 3.23 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo TSPH/03+04/04 (820,8 mg)

do caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/03+04/04/01 la4 13,6
TSPH/03+04/04/02 5als 81,6
TSPH/03+04/04/03 16 a 32 574,5
TSPH/03+04/04/04 33 a45 51,3
TSPH/03+04/04/05 46 a 49 27,5

A FIGURA 3.22 representa o fluxograma referente ao fracionamento
cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04 do caule de T. schomburgkianum.
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TSPH/03+04/04
(820,8 mg)

CC sio,
Hex:AcOEt 9:1
I I I |

TSPH/03+04/04/01 | | TSPH/03+04/04/02 | | TSPH/03+04/04/03 | | TSPH/03+04/04/04 | | TSPH/03+04/04/05
(13,6 mg) (81,6 mg) (574,5 mg) (51,3 mg) (27,5 mq)

FIGURA 3.22 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
TSPH/03+04/04 do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.7 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04/03 do caule

de T. schomburgkianum

A fragdo TSPH/03+04/04/03, proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04, semelhante a anterior, mostrava uma
possivel coeluicdo entre 0s compostos majoritarios presentes com mesmo Ry. Assim,
foi realizada uma busca em diferentes sistemas de solventes (MARTELANC et al.,
2009), tais como CHCls:éter 19:1, DCM:AcOEt 24:1, CHCls:éter 97:3, dentre outros,

porém nenhum apresentou uma boa resolugéo de separacéo.

ApOs outros testes de sistemas de fase movel, a fracao
TSPH/03+04/04/03 (574,5 mg) foi submetida a cromatografia em gel de silica
utiizando como fase movel o sistema isocratico Hex:AcOEt 9:1 com 1% de &cido
formico. Assim, foram coletadas 33 fragcbes de aproximadamente 10 mL cada,
reunidas em 05 fracdes (TABELA 3.24).
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TABELA 3.24 — Fracionamento cromatografico da fragdo TSPH/03+04/04/03 (574,5

mg) do caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/03+04/04/03/01 la3 6,8
TSPH/03+04/04/03/02 4a1l8 492,6
TSPH/03+04/04/03/03 19a25 32,5
TSPH/03+04/04/03/04 26 a3l 12,6
TSPH/03+04/04/03/05 32e33 11,8

As anélises de RMN de H mostraram que a mistura de interesse se
encontrava na fracado TSPH/03+04/04/03/02, e, vale ressaltar que todas as outras
fracbes foram analisadas também através da técnica de CG/EM para a possivel
identificacdo dos compostos minoritarios. O fluxograma deste fracionamento

cromatografico € mostrado através da FIGURA 3.23.

TSPH/03+04/04/03
(574,5 mg)

CCsio,
Hex:AcOEt 9:1 + 1% 4ac. férmico

TSPH/03+04/04/03/01 TSPH/03+04/04/03/02 || TSPH/03+04/04/03/03 TSPH/03+04/04/03/04 || TSPH/03+04/04/03/05
(6,8 mg) (492,6 mg) (32,5 mg) (12,6 mg) (11,8 mg)

FIGURA 3.23 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
TSPH/03+04/04/03 do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.8 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04/03/02 do

caule de T. schomburgkianum

A fragdo TSPH/03+04/04/03/02, proveniente do fracionamento
cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04/03, apoOs sucessivos fracionamentos,
encontrava-se, via CCDA, teoricamente mais pura pela quantidade menor de

manchas na revelagdo com vanilina. Assim, a fragdo TSPH/03+04/04/03/02 (492,6
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mg) foi submetida a cromatografia em gel de silica utilizando como fase movel o
sistema Hex:AcOEt 95:5. Foram coletadas 70 fracbes de aproximadamente 5 mL
cada, reunidas em 07 fracdes pela semelhanca no perfil cromatografico (TABELA
3.25).

TABELA 3.25 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/03+04/04/03/02
(492,6 mg) do caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/03+04/04/03/02/01 lals 4,6
TSPH/03+04/04/03/02/02 16 a 18 0,8
TSPH/03+04/04/03/02/03 19a25 1,5
TSPH/03+04/04/03/02/04 26 a 28 11
TSPH/03+04/04/03/02/05 29 a 50 467,6
TSPH/03+04/04/03/02/06 51 a 60 1,8
TSPH/03+04/04/03/02/07 61a70 2,9

A andlise de RMN de 'H da fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05,
juntamente com a analise de CG/EM, mostrou a presenca de trés compostos, sendo
que um deles apresentava-se majoritariamente. O composto majoritario foi
identificado como 21 e os dois compostos minoritarios da mistura foram identificados
como 22 e 23. A FIGURA 3.24 mostra o fracionamento cromatografico feito com a
fragdo TSPH/03+04/04/03/02 proveniente do caule de T. schombugkianum.

TSPH/03+04/04/03/02
(492,6 mg)

cC sio,
Hex:AcOEt 95:5

(0,8 mg) (1,5 mg) (1,1 mg) (467,6 mg) (1,8 mg)

21-23

‘ TSPH/03+04/04/03/02/02 H TSPH/03+04/04/03/02/03 H TSPH/03+04/04/03/02/04 H TSPH/03+04/04/03/02/05 H TSPH/03+04/04/03/02/06 ‘

TSPH/03+04/04/03/02/01
(4,6 mg)

TSPH/03+04/04/03/02/07
(2,9 mg)

FIGURA 3.24 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracédo
TSPH/03+04/04/03/02 do caule de T. schomburgkianum.
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3.4.4.9 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo TSPH/05 do caule de T.

schomburgkianum

A fracdo TSPH/05 (585,1 mg), proveniente do fracionamento
cromatografico da particdo hexanica, foi submetida a cromatografia em gel de silica
utilizando como fase movel o sistema Hex:AcOEt 9:1. Assim, foram coletadas 48
fracOes de aproximadamente 20 mL cada, reunidas em 09 fracGes (TABELA 3.26).

A andlise de RMN de 'H da fracdo TSPH/05/06, juntamente com a
analise de CG/EM, mostrou o isolamento do esteréide 7. Vale ressaltar que houve
uma perda significativa na massa da fracdo, resultando em um baixo rendimento da
coluna realizada. A FIGURA 3.25 apresenta o fluxograma referente ao
fracionamento cromatografico realizado com a fragcdo TSPH/05 proveniente do caule

de T. schombugkianum.

TABELA 3.26 — Fracionamento cromatografico da fragdo TSPH/05 (585,1 mg) do

caule de T. schomburgkianum

FracOes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/05/01 la4 5,0
TSPH/05/02 5e6 5,6
TSPH/05/03 7al0 50,4
TSPH/05/04 11a1l7 67,4
TSPH/05/05 18 a 20 20,4
TSPH/05/06 21 a30 99,6
TSPH/05/07 31a35 2,9
TSPH/05/08 36 a44 2,6
TSPH/05/09 45 17,8
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TSPH/05
(585,1 mg)

ccC sio,

Hex:AcOEt 9:1
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TSPH/05/01
(5,0 mg)

TSPH/05/02
(5,6 mg)

TSPH/05/03
(50,4 mg)

TSPH/05/04
(67,4 mg)

TSPH/05/05
(20,4 mg)

TSPH/05/06
(99,6 mg)

TSPH/05/07
(2,9 mg)

TSPH/05/08
(2,6 mg)

TSPH/05/09
(17,8 mg)

FIGURA 3.25 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatogréfico da fracédo
TSPH/05 do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.10 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/07 do caule de T.

schomburgkianum

A fracdo TSPH/07 (709,3 mg),

cromatografico da particdo hexanica, foi submetida a uma cromatografia em gel de

proveniente do fracionamento

silica tipo flash como fase estacionaria, utilizando como fase mével Hex:Acetona 8:2.
Foram coletadas 50 fracbes de aproximadamente 50 mL cada, reunidas em 06

fracOes pela semelhanga no perfil cromatogréfico (TABELA 3.27).

TABELA 3.27 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/07 (709,3 mg) do

caule de T. schomburgkianum

FracOes Fracbes Reunidas Massa (mg)
TSPH/07/01 le?2 121,0
TSPH/07/02 3a5b 61,3
TSPH/07/03 6al2 179,4
TSPH/07/04 13 a20 69,3
TSPH/07/05 21a35 39,4
TSPH/07/06 36 a 50 80,0

75



As andlises de RMN de 'H mostraram que na fracdo TSPH/07/04
mostrava sinais muito distintos em relagcdo aos vistos anteriormente, sendo este
O fluxograma deste fracionamento

escolhido para posterior fracionamento.

cromatografico € mostrado através da FIGURA 3.26.

TSPH/07
(585,1 mg)

CC sio,
Hex:Acetona 8:2

TSPH/07/01
(121,0 mg)

TSPH/07/02
(61,3 mg)

TSPH/07/03
(179,4 mq)

TSPH/07/04
(69,3 mg)

TSPH/07/05
(39,4 mqg)

TSPH/07/06
(80,0 mg)

FIGURA 3.26 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo

TSPH/07 do caule de T. schomburgkianum.

3.4.4.11 — Fracionamento cromatografico da fracdo TSPH/07/04 do caule de T.

schomburgkianum

A fragcdo TSPH/07/04 (69,3 mg),
cromatografico da fracdo TSPH/07, foi submetida a cromatografia em Sephadex®

proveniente do fracionamento
LH-20 utilizando como fase modvel o sistema isocratico DCM:MeOH 4:6. Foram

coletadas 26 fracdes de aproximadamente 10 mL cada, reunidas em 05 novas

fracOes pela semelhanga no perfil cromatogréfico (TABELA 3.28).
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TABELA 3.28 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo TSPH/07/04 (69,3 mg) do

caule de T. schomburgkianum

Fracbes FracOes Reunidas Massa (mg)
TSPH/07/04/01 la4 3,9
TSPH/07/04/02 5a13 25,6
TSPH/07/04/03 14 a 16 13,9
TSPH/07/04/04 17 19,0
TSPH/07/04/05 18 a 26 3,7

A andlise de RMN de *H da fracdo TSPH/07/04/05 mostrou a presenca

dos sinais vistos anteriormente, sendo que este foi identificado como 26. A FIGURA

3.27 mostra o fracionamento cromatogréfico feito com a fragdo TSPH/07/04

proveniente do caule de T. schombugkianum.

TSPH/07/04
(69,3 mg)

CC Sephadex LH-20

DCM:MeOH 4:6
TSPH/07/04/01 | | TSPH/07/04/02 || TSPH/07/04/03 | | TSPH/07/04/04 | | TSPH/07/04/05
(3,9 mg) (25,6 mg) (13,9 mg) (19,0 mg) (3,7 mg)
24

FIGURA 3.27 — Fluxograma referente ao fracionamento cromatografico da fracéo
TSPH/07/04 do caule de T. schomburgkianum.

3.5 — ANALISE QUALITATIVAVIA HPLC/ESI-MS/MS

Esta parte do trabalho teve como principal objetivo o envolvimento e

aprendizado em Espectrometria de Massas na identificacdo dos compostos

presentes em misturas complexas,
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necessérias, e, principalmente o aprendizado como operador e conhecedor desta
técnica analitica e ndo somente como usuario da mesma. Vale salientar que os
termos técnicos aqui utilizados foram baseados no artigo VESSECCHI et al. (2011),
onde o mesmo descreve um grande numero de termos e definicbes traduzidos para

a lingua portuguesa que sao utilizados de forma corrente.

Assim, com este enfoque de trabalho, foi observado que algumas
fracbes e subfragbes de P. bahiensis possuiam alguns sinais de interesse no
espectro de RMN de *H indicando as classes das substancias e que estavam em
mistura. A partir dessas informagdes, houve uma busca na literatura com o enfoque
de se identificar simultaneamente os compostos presentes, tendo alguns artigos
selecionados e tomados como ponto de partida para este presente estudo
(ACKACHA et al., 2003; SONG et al., 2009). Apés algumas tentativas e mudancas,
foi utilizado como referéncia, inicialmente, o artigo descrito por JIN et al. (2007) para
este trabalho.

3.5.1 — Preparo das amostras

As fracbes, subfracbes e compostos puros (utilizados como padrdes)
foram pesadas e solubilizadas em concentracdo de 1 mg/mL em metanol grau MS.
As amostras foram deixadas em repouso durante 24 horas mantidas em geladeira e
depois filtradas em filtros 0,2 pm e foram diluidas até a concentracdo de 100 pg/mL
para a injecdo no sistema de HPLC (fracdes e subfracdes) e para composto puro, na

faixa de trabalho entre 10 pg/mL a 1 pg/mL para otimizagéo por infusdo direta.

3.5.2 — Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas em HPLC/ESI-MS/MS

Em relacdo a avaliacdo dos parametros cromatograficos, foram
testadas diferentes combinagbes de sistemas de fase movel, aditivos organicos
presentes na fase aquosa da fase moével para o auxilio na ionizacdo. Outros
parametros, tais como fluxo da fase movel e temperatura do forno da coluna foram

otimizados.
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Assim, para realizar uma boa separagcéo dos compostos presentes nas
misturas, diferentes sistemas de fase moével foram testadas (metanol/agua,
acetonitrila/agua) com ou sem a adicdo de acido formico, acido acético e acetato de
amonio na fase aquosa. O sistema de fase movel, em todos os testes, constituiu de
uma quantidade definida de aditivo em agua (fase aquosa) e metanol ou acetonitrila
como sendo a fase organica, usando a seguinte rampa iniciando em 50% de fase
organica (0 min.) diminuindo para 20% (30 min.) até 0% (40 min.),permanecendo
constante até 60 min. de corrida cromatografica. O fluxo utilizado foi de 500 pL/min
munido de divisor de fluxo com razéo de 3:1, com a temperatura do forno da coluna
em 30°C, volume de injecdo de 20 pL e utilizacdo do detector em 250 nm. A

TABELA 3.29 mostra as diferentes condi¢Ges avaliadas.

Vale salientar que todas as analises foram realizadas utilizando uma
coluna Eclipse XDB Ci3 munida de pré-coluna de seguranca, prevenindo a entrada
de possiveis interferentes que poderiam atrapalhar ou mesmo diminuir o
desempenho da coluna nas andlises, e todas as analises foram comparadas com
base no cromatograma de ions totais (TIC, Total lons Chromatogram) em modo de

aquisicao full scan gerado em cada analise mostrada abaixo.

TABELA 3.29 - Variaveis avaliadas para otimizagdo cromatografica

Fase Movel Aditivo Modo de ionizacao
H,O:MeOH HCOOH 0,05% (v/v) Positivo / Negativo
H,O:ACN HCOOH 0,05% (v/v) Positivo / Negativo
H,O:MeOH CH3COOH 0,05 (v/v) Positivo / Negativo
H.O:ACN CH3COOH 0,05 (v/v) Positivo / Negativo
H,O:MeOH CH3COONH,4 10 mM Positivo / Negativo
H,O:ACN CH3;COONH,4 10 mM Positivo / Negativo
H,O:MeOH CH3COONH,4 20 mM Positivo / Negativo
H.O:ACN CH3COONH,4 20 mM Positivo / Negativo
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Apés avaliacdo de todos os testes realizados, foi definido, ao contrario
do artigo previamente utilizado como referéncia, a utilizagéo da fase mével composta

por H,O:MeOH utilizando como aditivo CH3COONH, a 20 mM em modo negativo.

3.5.3 — Otimizacédo das condi¢cdes no Espectrdmetro de Massas com ionizacéo
por Eletrospray (ESI-MS)

Para obter uma maior resposta dos ions desejados, foram feitas as
analises por infusado direta no espectrémetro de massas (FIGURA 3.28) e analise em
Espectrometria de Massas por injecdo em fluxo (FIGURA 3.29) para ajuste de
alguns parametros importantes no fornecimento do maximo de resposta do ion [M-
H]. Assim, foram utilizados dois padrbes de antraquinonas, crisofanol (obtido
naturalmente) com m/z 254 e alizarina (obtido comercialmente) com m/z 240, nas
concentracdes de 1 pg/mL em MeOH grau MS para injecéo direta e 100 pg/mL em

MeOH grau MS para analise por injecdo em fluxo.

Bomiba infusers atoplada 2o
~ Espectrometro de Massas

<& i

v

Sernga (6 4,6 mm) de 1000 pL
Vazka de 10 plimin

Espectrémetro de Massas

FIGURA 3.28 — Esquema ilustrativo da analise por infusdo direta.
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Conexio direta entre o modulo autosampler e a fonte Turboionspray
[l Fluxo de 1000 pL/min

Divisor de fluxo na razdo 3:1 -

Corrida cromatograficaem 1,3 min
C—

> | N
| L
==

\

Sistema HPLC Espectrometro de Massas

FIGURA 3.29 — Esquema ilustrativo da analise por injecdo em fluxo.

Foram, ainda, avaliados parametros dependentes do composto para
MS e MS/MS, tais como o potencial de desagregacao (DP), potencial de entrada
(EP), potencial de focalizacao (FP), energia de colisdo (CE), potenciais de entrada e
saida da célula (CEP e CXP respectivamente) e parametros da fonte/gas, tais como
gas de cortina (CUR), voltagem do TurbolonSpray® (IS), temperatura da fonte
(TEM), gas nebulizador (GS1), gas de aquecimento (GS2), gas de colisdo (CAD). As
FIGURAS 3.30 e 3.31 ilustram os parametros citados anteriormente.

[

Q2

Is Gs1 oP CcEp XP

CUR | FP | CE
TEM Gs2 | Pt

FIGURA 3.30 — Esquema ilustrativo dos parametros otimizados no equipamento API
2000.

Orifice
Plate

FIGURA 3.31 — Esquema ilustrativo dos parametros otimizados na fonte de

ionizacao por Eletrospray.
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Assim, todos os parametros otimizados no modo negativo estao
llustrados na TABELA 3.30.

TABELA 3.30 — Relacéo dos parametros utilizados no Espectrometro de Massas

Parametros utilizados

CUR (Curtain gas) 40 psi
IS (lonspray Voltage) -4500 V
GS1 (Gas 1) 50 psi
GS2 (Gas 2) 45 psi
TEM (Temperature) 0; 400 °C
DP (Declustering Potential) -58 Vv
FP (Focusing Potential) -380 V
EP (Entrance Potential) -10V
CEP (Collision Cell Entrance Potential) -16 V
CAD (Collisionaly Activated Dissociation) 4V
CE (Collision Energy) 52V
CXP (Collision Cell Exit Potential) -4V

3.5.4 — Otimizacao da posicao da agulha na fonte de ionizacéo por Eletrospray
(ESI-MS)

Este ajuste foi fundamental no processo de nebulizacdo e secagem da
amostra a ser ionizada dentro da fonte de ionizacdo, na interface entre o
acoplamento da técnica de Cromatografia Liquida com o Espectrémetro de Massa.
Para isso foram feitas 36 inje¢cBes para a andlise por injecdo em fluxo, ou seja, a
injecdo do padrao crisofanol varrendo um uUnico ion [M-H]" com m/z 253 (modo de
aquisicdo Q; Multiple lon) sem a colocacao da coluna cromatogréafica com tempo de
corrida ajustado em 1,3 min. e temperatura da fonte otimizada em 400°C foi

realizada juntamente com a variagcdo das posi¢des vertical e horizontal da agulha da
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fonte de ionizacdo (orificio por onde a amostra sai do cromatografo liquido e é
nebulizada para dentro do Espectrometro de Massas). Em resumo, foi a verificagao
do melhor posicionamento da mesma para gerar uma maxima resposta e melhor
resolucdo no sinal do ion detectado (méxima leitura do TIC). Para uma melhor
exemplificacdo do processo de ajuste, segue abaixo, através da FIGURA 3.32, trés

andlises realizadas.

WCaT QT o 00 = ), [ = G 7Tl 2TV (TG Sy T

(A) (B)

(A) Posicao horizontal em 3 e posicéo vertical em 5
com TIC de 1,5x10%

(B) Posicao horizontal em 0 e posicéao vertical em 8
com TIC de 3,3x10°;

(C) Posicao horizontal em 5 e posicao vertical em 5

- com TIC de 9,5x10°.

©

FIGURA 3.32 — Analises por injecdo em fluxo realizadas na otimizacdo da posicéo
da agulha.

O resultado obtido na analise indicada em (C) mostrou ter a maxima
resposta dos ions totais detectados, aliado a melhor resolucdo do sinal gerado,

sendo o ajuste escolhido como 5 (posi¢do horizontal) e 5 (posigéo vertical).
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3.6 — METODOLOGIA DAS NANOPARTICULAS

3.6.1 — Compostos nanoencapsulados

Como objetivo principal desta parte do presente trabalho, o processo
de nanoencapsulamento de compostos bioativos, apesar de terem sidos isolados 26
compostos das plantas estudadas, somente crisofanol mostrou boa atividade no
ensaio inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa e fungicida frente ao
L. gongylophorus. Além disso, pode ser isolado em quantidades satisfatorias para
realizar o processo de nanoencapsulamento. Assim, para um estudo mais amplo
com outros compostos bioativos, foram obtidos compostos comerciais da marca
Sigma-Aldrich, cedidos gentilmente pelo Dr. Warley de Souza Borges, tanto das
classes das antraquinonas (alizarina, 2-metilantraquinona e antraguinona), quanto
das naftoquinonas (menadiona e 1,4-naftoquinona) e realizados os trabalhos prévios

com 0S mesmaos.

A partir dos resultados dos ensaios biolégicos com 0s compostos
comerciais, foram escolhidos, além do crisofanol, alizarina e menadiona para serem

submetidos ao processo de nanoencapsulamento.

Em paralelo, foi desenvolvido um estudo com o principio ativo sintético
fipronil, sendo um dos compostos mais utilizados nas iscas comerciais no controle
das formigas-cortadeiras. Vale ressaltar, que este estudo foi de extrema importancia
para a compreensao das caracteristicas desta técnica, como o efeito da cinética de
liberacdo, ou seja, a liberacdo controlada do principio ativo devido ao processo de
encapsulamento, a possibilidade da diminuicdo da dosagem da carga de ativo para
a acao desejada (o que contribuird para diminuir sua acao poluidora ao ambiente) e

forneceu um padrao para os estudos realizados com produtos naturais.

3.6.2 — Método de preparo das nanoparticulas

Em relacdo as diversas técnicas de preparacdo das nanoparticulas,

como ja discutido no item 1.2, nanoprecipitacdo se destaca pela sua simplicidade,
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reprodutibilidade, baixo custo, entre outras mais (COUVREUR et al., 2002). Alguns
dados estatisticos sdo mostrados abaixo pelas FIGURAS 3.33-3.35, mostrando, em
relacdo a consideracdo de sistemas de liberagdo nanoparticulados, que a utilizagéo
da técnica de nanoprecipitacdo ou nanodeposicdo interfacial produz resultados
satisfatérios em relacdo ao tamanho da particula, eficiéncia de encapsulacao
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

Fonte: Adaptado de Mora-Huertas et al., 2010.

FIGURA 3.33 — Tamanho das nanoparticulas obtidas em diferentes métodos de

preparacao.
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Fonte: Adaptado de Mora-Huertas et al., 2010.

FIGURA 3.34 — Eficiéncia de encapsulacdo do ativo em nanoparticulas obtidas em
diferentes métodos de preparacéo.

Apesar das vantagens dos métodos e, principalmente, das limitacbes
dos mesmos, € possivel verificar a tendéncia no uso das técnicas de preparo em
nanoparticulas, onde os dados anteriormente citados se confirmam através da
FIGURA 3.35, onde é visto que cerca de 50% dos trabalhos em pesquisas utilizando
nanoencapsulamento tem o processo de nanoprecipitagdo como o método mais

utilizado.

Fonte: Adaptado de Mora-Huertas et al.,

2010.

FIGURA 3.35 — Tendéncia geral nos métodos de preparo de nanoparticulas.
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Este método € utilizado principalmente para moléculas lipofilicas,
porém quando o objetivo da investigagdo € a nanoencapsulacdo de compostos
hidrosolUveis, esta estatistica ndo é mais valida, tornando o método de dupla-

emulsificacdo o mais utilizado.

Outro fator de extrema importancia € a tendéncia do tempo em relagéo
a porcentagem de liberagdo, como discutido no item 1.3, visando especificamente o
controle de formigas-cortadeiras. A TABELA 3.31 apresenta uma tendéncia geral na
liberacdo das substancias ativas a partir das nanocapsulas em funcdo do método de

preparacao.

TABELA 3.31 — Estimativa na liberacdo do ativo em relacdo ao método de
preparacdo (MORA-HUERTAS et al., 2010)

Método Tempo de liberagéo da substancia ativa (min)
25% 50% 75% 90%
Nanoprecipitacéo 10 45 75 750
Emulséo-difuséo <2 <2 10 60
Emulsdo-coacervacéo <4 <4 15 45
Dupla-emulsificacéao 145 1000 >2000 >2000
Revestimento-polimero 20 40 60 150
Camada-por-camada 40 85 320 510

3.6.3 — Método de nanoprecipitacdo ou nanodeposi¢ao interfacial do polimero
pré-formado

As nanoesferas e nanocapsulas foram todas preparadas utilizando a
técnica descrita inicialmente por Fessi et al. (1988 e 1989). Uma representacéo
esquematica desta técnica é apresentada na FIGURA 3.36, ja que a descricdo da

mesma foi realizada no item 1.2.
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Fonte:

FIGURA 3.36 — Esquema da metodologia de nanoprecipitacdo no preparo de

nanoparticulas.

Para esta parte do trabalho, inicialmente desenvolvida no Centro de
Quimica Medicinal (CEQUIMED-UP) da Faculdade de Farmécia da Universidade do
Porto, foram preparadas diversas formulacdes, com base em trabalhos ja publicados
pelo grupo de pesquisa CEQUIMED-UP, utilizando inicialmente o polimero PLGA.
Apés avaliar alguns parametros, como taxa de recuperagdo, eficiéncia de
encapsulacdo, tamanho de particulas, potencial zeta, estabilidade da formulacéo, foi
visto que estes ndo apresentavam resultados satisfatérios. Assim, iniciou-se a
substituicdo de alguns componentes da formulacédo e, principalmente, a substituicdo
do polimero para o PCL, mostrando agora resultados melhores, porém ainda nao
satisfatorios.

A continuidade desta etapa se deu sob a co-orientacdo do Prof. Dr.

Moacir Rossi Forim, desenvolvidas no Laboratério de Produtos Naturais
(DQ/UFSCar) onde que apds pequenas modificagdes na metodologia resultaram em

uma formulacéo estavel, sendo descrito a seguir.

Inicialmente foi obtida a fase organica constituida de acetona contendo
o polimero PCL, o composto ativo, tensoativo e, no caso das nanocapsulas, o 6leo
(nucleo). A fase aquosa foi constituida de &agua e tensoativo, de constituicdo
diferente ao contido na fase organica (TABELA 3.32). Em seguida, a fase organica
foi vertida, sob vazdo constante e continua, sobre a fase aquosa com agitacéo
constante e em temperatura ambiente, mantendo-a sob agitacdo durante 10
minutos. Logo em seguida, a suspensao coloidal foi evaporada em rotaevaporador

sob vacuo a 42°C, ajustando o volume final para 15 mL.
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TABELA 3.32 — Composicdo da formulacdo de nanoparticulas pelo método de
nanoprecipitacao

Composigéo Nanoesferas Nanocapsulas

Fase organica

Acetona 15 ml 15 ml
PCL 69 mg 69 mg
Span 60 50 mg 50 mg
Benzoato de benzila - 200 e 400 pl

Fase aquosa
Agua 25 ml 25 ml

Tween 80 50 mg 50 mg

A partir da determinacdo de cada componente da formulacéo e suas
respectivas quantidades, partiu-se para a caracterizacdo fisico-quimica visando o
entendimento do comportamento fisico-quimico destes sistemas de nanoparticulas,
sendo que estas metodologias estdo apresentadas adiante. Além das principais
metodologias de caracterizacao, foi também realizado e abordado o estudo referente
a secagem das nanoparticulas que, a principio, € uma estratégia de aumentar a
estabilidade fisico-quimica dos sistemas em relagdo ao mesmo na sua forma liquida

dispersa.

3.6.4 — Caracterizacgao fisico-quimica das nanoparticulas

Antes de iniciar o detalhamento de determinados parametros deste
item, ou seja, a quantificagdo que envolve a otimizagdo das condigoes
cromatograficas, preparo de solucbes padrbes juntamente com a confeccdo de
curva de calibracdo e, consequentemente, calculo da taxa de recuperacdo e

eficiéncia de encapsulacdo de todas as nanoparticulas confeccionadas, sera
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primeiro apresentado a metodologia que envolve toda a validagdo do método
cromatografico para garantir que todo o método analitico fornegca informacgdes

confiaveis, interpretaveis e reprodutiveis sobre as amostras.

3.6.4.1 — Validag&o do método analitico

Para a realizacdo da validacdo do método analitico foram utilizada as
normas da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), seguindo as
recomendacdes a partir da Resolugdo ANVISA RE n°899, de 29/05/2003 (ANVISA,
2003), onde foram avaliados os parametros linearidade, seletividade do método,
especificidade do método, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria),
exatidao, limites de quantificacao (LQ) e deteccédo (LD), requeridos para a execugao
da validacdo do método analitico.

Os compostos crisofanol e menadiona foram alvos de investigacéo
para a validacdo de seus respectivos métodos analiticos. A escolha destes
compostos se deu pela maior atividade apresentada. Assim, para a investigacao,
inicialmente foi realizado diversos testes para o desenvolvimento de um método
cromatografico. A TABELA 3.33 mostra as condicdes cromatograficas dos

compostos crisofanol e menadiona.

TABELA 3.33 — Condigdes cromatograficas de crisofanol e menadiona

Analito Sistema Volume de Vazéao Comprimento
injecao (uL) (mL/min) de onda (nm)
Crisofanol MeOH:H,0 (8:2 v/v) 20 1 257
Menadiona MeOH:H,0O (1:1 v/v) 20 1 251
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3.6.4.1.1 — Linearidade

bY

A linearidade refere-se a capacidade do método analitico produzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especifico (ANVISA, 2003; BRITO et al., 2003). Para a determinacao
deste parametro, foi inicialmente construida uma curva de calibracdo para ambos os

compostos, com as respectivas concentragdes de trabalho mostradas abaixo:
» Crisofanol: 5; 10; 20; 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 pg/mL.
* Menadiona: 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 400 pg/mL.

A avaliacdo deste parametro se deu a partir do calculo da regressao

linear pelo método dos minimos quadrados (coeficiente de correlacdo do gréfico, r?).

3.6.4.1.2 — Seletividade do método

A avaliacdo da seletividade do método com relacdo a algum possivel
interferente em coeluigéo foi realizada através da comparacgdo entre amostras com e
sem o analito nas mesmas condi¢cdes cromatograficas. Assim foram preparadas
solucbes de nanoesferas e nanocapsulas vazias, ou seja, sem a presenca do
composto ativo, e preparado conforme a metodologia de abertura de amostra e
analisando se ha a presenca ou auséncia de compostos com 0 mesmo tempo de
retencdo do analito na amostra. Assim, a partir desta analise h4 uma confirmacéo de
que o método é capaz de medir exatamente o analito mesmo na presenca de outros
intereferentes, componentes em sua matriz (ANVISA, 2003; BRITO et al., 2003).

3.6.4.1.3 — Especificidade do método

Apesar de este parametro ser muito utilizado como sinénimo ao
descrito anteriormente, este pode ser definido como a capacidade do método
analitico em detectar o analito (BRITO et al., 2003). Como as aberturas das
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amostras foram realizadas em um sistema de solvente diferente ao utilizado na
ressuspensao dos analitos para serem injetados e analisados via HPLC, houve
entdo a necessidade de investigar a resposta destes sistemas de solventes em
solubilizar a mesma quantidade do composto, comparando assim se existe um valor
semelhante na area do pico referente aos compostos entre os dois diferentes

sistemas de solventes.

3.6.4.1.4 — Preciséo (Repetibilidade e precisao intermediaria)

Este € o parametro que avalia a proximidade dos resultados de varias
medidas de uma amostragem multipla na mesma amostra (ANVISA, 2003; BRITO et

al., 2003). Assim, este parametro foi analisado em dois niveis:

* Precisdo intra-corrida (Repetibilidade): expressa a precisdo entre 0s
resultados em um pequeno espago de tempo com 0 mesmo analista e

instrumentacéo;

» Precisédo inter-corridas (Precisdo intermedidria): expressa as variagbes no

mesmo laboratério envolvendo diferentes dias.

Assim, foram avaliadas trés solucdes contendo os compostos ativos
em diferentes concentracdes, sendo que a primeira concentracao foi 120% do valor
utilizado no primeiro ponto da curva de calibracéo, a segunda entre 40-60% do maior
concentracdo usada na curva (foi utilizada 43%) e a terceira também entre 90-100%
do maior ponto da curva (foi utilizada 93,8%). Todas as amostras foram preparadas
em quintuplicata, totalizando 15 amostras, e analisadas em um unico dia para
precisao intra-corrida e analisadas em trés dias ndo consecutivos para avaliacao da
precisao inter-corridas, totalizando 45 amostras (conforme a FIGURA 3.37). A
precisdo é expressa como desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variacdo
(CV%) das diversas medidas, pela equacdo mostrada abaixo, onde s significa o

valor de desvio-padrdo e M a média de cada concentracéo analisada (EQUACAO 2).

CV(%) = = x 100 2)
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FIGURA 3.37 — Esquema da metodologia utilizada no parametro de precisao.

3.6.4.1.5 — Exatidao

A exatiddo mostra a concordancia ou proximidade entre o valor real do
analito na amostra em relagéo ao valor nominal. A EQUACAO 3 mostra o célculo

para este parametro, onde M corresponde ao valor da média experimental.

Exatidiao (%) =

x 100 3

teorica

3.6.4.1.6 — Limites de quantificagéo (LQ) e detecc¢ao (LD)

O limite de quantificacdo descreve a menor quantidade do analito que
pode ser analisada com precisdo e exatiddo e o limite de deteccdo demonstra a
guantidade minima detectada do analito na amostra, mesmo nao sendo quantificado
(ANVISA, 2003). Estes parametros foram obtidos experimentalmente, por
sucessivas diluicdbes de uma solucdo padrdo de concentragdo conhecida e
decrescente, comparando o valor da altura do pico em relagcdo ao sinal/ruido até
atingir a relacéo de 10 (LQ) e 3 (LD) vezes esta relacéo.
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3.6.4.2 — Eficiéncia de encapsulacao

A determinacdo da quantidade total do composto presente nas
nanoparticulas é um fator complexo pelo tamanho reduzido destes sistemas que
dificulta a separacdo da parte do composto livre em relacdo ao encapsulado
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Assim, foi utilizada a técnica de ultracentrifugacao e
ultrafiltracdo-centrifugacdo, sendo que esta ultima utiliza-se de uma membrana que,
através da centrifugacdo, separa uma parte da fase aquosa (onde as nanoparticulas
estdo dispersas) da suspensdo coloidal. Ou seja, foi adicionado 500 pL da
suspensao em um tubo e apds centrigugacdo, obteve-se entre 200 a 300 pL da fase
aquosa. Portanto, o calculo da quantidade total de composto encapsulado é feito
através da diferenca das concentracdes do composto ativo total e livre na suspensao
coloidal. A FIGURA 3.38 ilustra o sistema de filtros, da marca Corning, modelo

Costar Spin-X, utilizados na ultrafiltragdo-centrifugacéo.

191&SC_Id
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550&T_1d=2290

FIGURA 3.38 — Sistema de ultrafiltracdo-centrifugacéo.

A EQUACAO 4 representa o célculo realizado para a determinacgéo da
guantidade total, ou seja, a determinacao da Eficiéncia de encapsulacdo, onde A é a
concentragao total do composto na disperséo coloidal e B € a concentragdo obtida

no meio de dispersao:

EE (%) = @ x 100 (4)
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3.6.4.3 — Taxa de recuperacéo

A recuperagdo mostra a quantidade do composto ativo presente em
relacdo ao adicionado na formulacdo, onde este analito é extraido da matriz e
quantificado (RIBANI et al., 2004). Especificamente para as nanoparticulas, este
parametro fornece uma importante informacdo no que diz respeito a estabilidade do
composto na matriz. Fatores como degradacdo do composto ativo, perdas do
mesmo pela escolha da metodologia de preparo ou mesmo perdas em determinada

etapa, entre outros fatores, séo vistos através deste parametro.

Para isso, foi realizada uma metodologia de abertura da amostra, ou
seja, liberar por completo todo o principio ativo presente nas nanoparticulas para,
assim, avaliar o teor total presente neste sistema coloidal. Assim, foi pipetado o
volume de 100 pL da suspensao coloidal em 900 pL de uma mistura de THF:MeOH
7:3. Esta solucéo foi mantida em repouso por 120 minutos sob agitacdo em vortex e
centrifugada por 20 minutos a 14000 rpm. Posteriormente, uma aliquota de 500 pL
foi seca utilizando o equipamento SpeedVac, o produto seco foi ressuspendido em
MeOH e analisada via HPLC. Vale ressaltar que foram realizados diversos testes de
solubilidade dos compostos utilizados no processo de nanoencapsulamento nestes
solventes, onde todos apresentaram total solubilidade nos mesmos. Juntamente, foi
verificado que a mesma quantidade destes compostos sdo totalmente sollveis nos
dois sistemas, portanto ambos o0s solventes, apesar de serem diferentes, sao

especificos para cada composto utilizado.

3.6.4.4 — Diametro médio / indice de polidispersdo

Os diametros médios e, consequentemente os valores de indice de
polidispersao foram obtidos através da analise nos equipamentos da marca Malvern
Instruments, modelo Zeta Sizer Nano Series (Nano-ZS), pertencente a Universidade
do Porto e da marca Microtrac, modelo Zetatrac, pertencente ao Laboratorio de
Polimeros do Instituto de Fisica — Universidade de S&o Paulo. Todas as analises

foram realizadas em triplicatas.
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3.6.4.5 — Potencial zeta

Os valores de potencial zeta foram obtidos através da analise nos
equipamentos da marca Malvern Instruments, modelo Zeta Sizer Nano Series
(Nano-ZS), pertencente a Universidade do Porto e da marca Microtrac, modelo
Zetatrac, pertencente ao Laboratério de Polimeros do Instituto de Fisica —
Universidade de S&o Paulo. Todas as andlises foram realizadas em duplicatas.

3.6.4.6 — Analise morfoldgica

As analises da morfologia das nanoparticulas foram realizadas nos
equipamentos de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da marca Fei, modelos
Magellan 400L e Inspect S50, pertencente ao Laboratério de Caracterizacédo
Estrutural do Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de
Sao Carlos. Em relagdo ao preparo, todas foram colocadas sobre um suporte de
aluminio de tamanho especifico para os equipamentos supracitados, previamente
limpos e polidos com pasta de diamante. Em relacdo as nanoparticulas na forma
liguida, estas foram colocadas diretamente sobre o0s porta-amostras. As
nanoparticulas na forma de po, foram colocadas sobre uma fita de carbono dupla
face e afixada no porta-amostra. Todas foram mantidas em dessecador para
eliminacdo de qualquer particula de H,O e, por ultimo, todas foram recobertas por
uma camada de ouro (processo de metalizacao).

3.6.4.7 — Determinacao do pH

Os valores de pH obtidos diretamente das suspensfes coloidais de
nanoparticulas no equipamento da marca Qualxtron, modelo 8010, calibrado com
solucdes padrbes de pH 4,0 e 7,0, j& que os valores medidos se encontravam neste
intervalo de valores. As medidas foram realizadas no ato da confecgdo das

formulacdes e em 30 dias de armazenanento a 6°C.
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3.6.4.8 — Estudo da cinética de liberagdo “in vitro " das nanoparticulas

Para esta etapa do trabalho, o estudo de cinética de liberacdo “in vitro”
das nanoparticulas, principalmente no ensaio inseticida frente as operarias de A.
sexdens rubropilosa, foi considerado como o resultado do proprio ensaio, onde se
verificou a mortalidade de 50 % das operarias. Isto é explicado pela extrema
dificuldade de mimetizar as condi¢ces do ensaio, ja que ndo ha razdo para realizar
esta etapa do trabalho em uma condicéo totalmente diferente ao formigueiro. Como
foi jA discutido no item 3.3.2, todos o0s compostos ativos ensaiados foram
incorporados na dieta e, sendo esta dieta sélida, aumentou-se mais a dificuldade da
mimetizacdo do ambiente onde 0os compostos estédo presentes para a realizacao da

investigacdo em relacdo a cinética de liberacao.

3.6.4.9 — Secagem das nanoparticulas

Para esta etapa, a secagem por nebulizacdo de todas as suspensdes
coloidais foi realizada através do uso do equipamento Spray-Dryer da marca Bichi,
modelo B-290. Resumidamente, o processo de nebulizagéo utiliza como adjuvante o
didéxido de silicio coloidal (Aerosil®) para secagem e se baseia na passagem da
solucéo por um pequeno orificio, tornando-as pequenas goticulas que passarao para
uma camara de secagem sob aquecimento. Assim, ao entrar em contato com o ar
guente, ocorre a rapida secagem das goticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). A
FIGURA 3.39 apresenta esquematicamente o funcionamento deste sistema de

secagem.
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Fonte: Adaptado de BURKI et al., 2011.

FIGURA 3.39 — Sistema de secagem por nebulizacéo.

ApOs a passagem de toda a solucdo, € recolhido o po6, cuja
caracteristica principal € ser extremamente fino. Uma caracteristica se da pela
formacdo de aglomerados de nanoparticulas pela secagem aliada a presenca do
adjuvante dioxido de silicio coloidal, ou seja, microparticulas revestidas de
nanoparticulas evitando a aglutinagcdo das nanoparticulas (DOMINGUES et al.,
2008, FIGURA 3.40).

FIGURA 3.40 — Representacdo das esferas de nanoparticulas adsorvidas ao nucleo
contendo SiO..
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Antes da etapa final de secagem, foram realizados diversos testes para
a otimizagcdo nos parametros operacionais do Spray-Dryer. O principal resultado
avaliado foi a porcentagem de rendimento gerando assim o maximo de rendimento
das nanoparticulas secas. Assim, ap0s a otimizacao, todas as amostras foram secas

seguindo os parametros descritos na TABELA 3.34.

TABELA 3.34 — Condicdes utilizadas para secagem das nanoparticulas

Parametros Valores otimizados
Temperatura de entrada do ar 120°C
Bomba de aspiracéo 37 m*/hora
Fluxo da bomba peristaltica 5 mL/min
Fluxo do ar 473 L/hora
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — METABOLITOS ISOLADOS E IDENTIFICADOS

Os estudos fitoquimicos envolvendo as plantas P. bahiensis e T.
schomburgkianum culminou no isolamento e identificagdo de 24 metabdlitos

secundarios, como mostrado na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — Metabdlitos identificados

P. bahiensis
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4.1.1 — Acidos e ésteres de cadeia longa

Todas as fragbes foram analisadas via CG/EM nas mesmas condi¢des
ja descritas no item 3.4.3.3. Assim, foram identificados através da andlise em
CG/EM os compostos: palmitato de metila (1), pentadecanoato de etila (2), estearato

de metila (3) e estearato de etila (4) presentes em uma Unica mistura.

Para o composto 2 é mostrado abaixo seu espectro de massas obtido,
juntamente com sua comparag¢ao no Banco de dados do aparelho (FIGURA 4.1).
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FIGURA 4.1 — Espectro de massas do palmitato de metila (1).

No espectro de massas observou-se a presenca do pico do ion

molecular (M™) em m/z 270, correspondente a formula molecular C17H34,0,. Através
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deste e dos demais picos e em conjunto com comparacao, foi definido para esse

espectro o composto palmitato de metila (1).

Para o composto 2 é mostrado abaixo seu espectro de massas
juntamente com a comparacao deste com Banco de Dados do aparelho (FIGURA
4.2).
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FIGURA 4.2 — Espectro de massas do pentadecanoato de etila (2).

No espectro ndo foi observado a presenca do M™, porém o padréo de
fragmentacdo demonstrou uma semelhancga parcial com o composto 1, tendo uma
mudanca no pico base (P.B.). Esta mudanca se deu em 14 unidades de massa
atbmica em relacdo ao anterior, dando a informacdo de um aumento de um grupo
metileno originando o grupo etila. Assim com base nesses dados foi definida a
identificacdo do pentadecanoato de etila (2).
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Para o estearato de metila (3), € mostrado abaixo seu espectro de
massas juntamente com uma comparacdo na biblioteca NIST do equipamento
(FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.3 — Espectro de massas do estearato de metila (3).

No espectro de massas observou-se a presenca de M™ em m/z 298.
Neste caso, comparando com 0 espectro obtido para o composto 2, nota-se uma
mudanca no M™, porém mantendo o P.B. Essa mudanca em 14 unidades mostrou
um aumento na cadeia alquilica proveniente do acido graxo, definindo assim a

identificacdo do estearato de metila (3).

Para o composto estearato de etila (4) € mostrado abaixo seu espectro

de massas juntamente com comparagédo com Banco de Dados (FIGURA 4.4).
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FIGURA 4.4 — Espectro de massas do estearato de etila (4).

Foi observada semelhangca com o espectro obtido para o composto (2),
porém com a mudanca no M* em m/z 312. Isto implica em um aumento de duas
unidades de grupos metilenos na cadeia, permanecendo o grupo etila pela presenca
do pico em m/z 88. Assim foi definida a identificacdo do estearato de etila (4). A
comparacao com banco de dados do aparelho forneceu o pentadecanoato de etila,
sendo que foi buscado o Banco de dados do NIST para esse composto.

No espectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) desta mistura observou-
se um sinal em &y 4,11 (quarteto), juntamente com um sinal em &y 3,66 (singleto),
estes referentes ao grupo metileno e metilico da etila e metila, respectivamente.
Também foi observado um sinal em &y 2,29 (tripleto distorcido), referente ao grupo
metileno diretamente ligado a carboxila e sinais no intervalo entre o4 2,0 a 0,66

(grupos metilicos e metilenos da cadeia alquilica). Com base em todos esses dados,
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se confirmou a identificacdo dos compostos descritos acima. A FIGURA 4.5
corresponde ao espectro de RMN de *H desta mistura.
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FIGURA 4.5 — Espectro de RMN de *H da mistura dos ésteres de acidos graxos 1-4.

A partir da fragdo H+D/01/01/05, proveniente das raizes de P.
bahiensis, foram identificados o acido palmitico (5) e sitostenona (6). Para o

composto (5), € mostrado o0 espectro de massas, juntamente com a comparacao
com o banco de dados do préprio aparelho (FIGURA 4.6).
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FIGURA 4.6 - Espectro de massas do acido palmitico (5).

Assim, apos a analise junto ao banco de dados do NIST, verificou-se o
acido palmitico presente na mistura. Uma Unica diferenca foi observada em
comparacao com os bancos de dados, a mudanca do P.B. em relacdo ao espectro
obtido (m/z 73) com m/z 43 (espectro utilizado como comparagéo). Isto pode ser
explicado ja que para a analise foi selecionado a varredura das unidades de massa
atbmica no intervalo de 50 a 500. Assim, a auséncia do pico em m/z 43 torna o

segundo pico mais intenso como o pico base.

Para o composto 6 é mostrado abaixo o0 espectro de massas obtido

com sua comparacdo com o banco de dados (FIGURA 4.7).
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FIGURA 4.7 - Espectro de massas da sitostenona (6).

O mesmo também foi comparado com o banco de dados no NIST e foi
observada uma semelhanca entre os espectros, assim indicando haver na mistura a

sitostenona.

Analisando o espectro de RMN de *H (CDCl;, 200 MHz), observou-se
um sinal em &y 5,62, referente ao grupo metino da dupla ligagdo do esterdide,
tripleto em oy 2,33 referente ao metileno do acido de cadeia longa e sinais na regiao
entre &y 2,0 a 0,7 referentes a grupos metilenos e metilicos dos compostos em
mistura, tendo estes sinais como confirmacéo da identificacdo desses compostos,

conforme é mostrado na FIGURA 4.8.
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FIGURA 4.8 - Espectro de RMN de *H da mistura 5 e 6.

Ainda com a analise por CG/EM, a partir da fracdo H+D/01/01/06,

mostrou a presenca de um pico minoritario bem como a presenca de um majoritério.

Como foram utilizadas as mesmas condi¢cfes de andlise para todos, o primeiro pico

mencionado teve o tempo de retencdo semelhante ao composto (5) ja citado

anteriormente. A partir do espectro foi observada a presenca novamente do acido

palmitico (FIGURA 4.9).
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FIGURA 4.9 - Espectro de massas de 5.

Para o composto em presenga majoritaria, seu espectro obtido foi
comparado com o banco de dados do préprio aparelho, juntamente com o banco de
dados do NIST mostrando uma semelhanca para o composto sitosterol (7) como
mostrado na FIGURA 4.10.
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FIGURA 4.10 - Espectro de massas do sitosterol (7).

Analisando o espectro de RMN de *H (CDCls;, 200 MHz) desta mistura,
observou-se um dubleto em &y 5,32 referente ao grupo metino da dupla ligacado do
sitosterol, multipleto em &y 3,52 referente ao grupo metino ligado a hidroxila do
sitosterol, sinal em &y 2,33 (t) referente ao grupo metileno do acido de cadeia longa e
sinais na regiao entre oy 2,0 a 0,7 referentes a grupos metilenos e metilicos dos
compostos em mistura. Com estes dados, ha a confirmacao da identificacdo destes
compostos em mistura. A FIGURA 4.11 mostra o espectro de RMN de 'H desta

mistura.

114



SpinWorks 3:

009Z°L
T8EL°S
9Tr9E
8THE'T
T90€°C
008€°C
L0£9°T

T T T
PPM 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0

FIGURA 4.11 - Espectro de RMN de *H da mistura 5 e 7.

4.1.2 — Antraquinonas

4.1.2.1 — Crisofanol ( 8)

Crisofanol (8), proveniente das raizes de P. bahiensis, apresentou-se
como um sdélido cristalino de cor alaranjada e foi isolado em grande quantidade a
partir de diversas fracdes, tais como H+D/01/01/02, H+D/01/01/03, H+D/01/01/04 e
H+D/01/03/03/03. A identificacéo estrutural foi realizada através da comparagao com
dados da literatura (DANIELSEN et al., 1992; RODRIGUEZ-GAMBOA, 2001;
SANTOS et al., 2008), confirmando assim o isolamento do composto 1,8-diidroxi-3-
metilantraquinona (crisofanol, 8), tendo o espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz)
mostrado na FIGURA 4.12. Este composto apresentou atividade inseticida e

fungicida frente as formigas-cortadeiras.
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN de 'H da substancia 8.

A ampliacdo do espectro de RMN de *H indicou a presenca de dois

singletos em &y 11,96 e 12,07, cada sinal integrando para 1 hidrogénio, sendo estes

caracteristicos de sistemas 1,5 contendo duas hidroxilas queladas (FIGURA 4.13),

caracteristicos em antraquinonas, como € mostrado na ampliagdo do espectro de

RMN de 'H (FIGURA 4.14).

FIGURA 4.13 - Proposta para os sinais em o4 11,96 e 12,07.

116



SpinWorks 3:

LyL0TT
L096°TT

8€0°'T
8Y0'1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 12.12 12.10 12.08 12.06 12.04 12.02 12.00 11.98 11.96 11.94 11.92 11.90

FIGURA 4.14 - Ampliacdo dos sinais referentes aos hidrogénios das hidroxilas

queladas.

Ainda no espectro de RMN de 'H, sinais correspondentes a
hidrogénios ligados a anéis aromaticos em &y 7,78 (d, J = 7,8 Hz, 1H), &4 7,64 (t, J =
7,8 Hz, 1H), &y 7,60 (sl, 1H), &y 7,26 (d, J = 7,8 Hz, 1H), &y 7,06 (sl, 1H) que
associado a presenca de um singleto em &y 2,44 (3H) (TABELA 4.2) sugere a

estrutura do crisofanol, como mostrado nas FIGURAS 4.15 e 4.16.
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FIGURA 4.15 - Ampliac&do dos sinais na regido de aromaticos de 8.
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FIGURA 4.16 - Ampliacdo do sinal referente a metila ligada a sistema aromatico de
8.
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A partir da analise em CG/EM, observou-se no espectro de massas a
presenca de um pico do ion molecular em m/z 254 (compativel com a féormula

molecular C15H1004), sendo este também o pico base (FIGURA 4.17).

FIGURA 4.17 - Espectro de massas do crisofanol.

Com base no espectro obtido, bem como os dados de RMN 'H e
comparacdo com a literatura (RODRIGUEZ-GAMBOA, 2001), foi confirmada a
estrutura do crisofanol. Os dados de deslocamentos quimicos e da literatura sao
apresentados na TABELA 4.2.
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TABELA 4.2 - Dados de deslocamentos de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) do
crisofanol (8) e comparacao com a literatura

C ¥ 3 Lit.? (J)
2 7,06 sl 7,10 dq (1,6; 0,8 Hz)
4 7,60 sl 7,66 dl (1,6 Hz)
5 7,78 d (7,8 Hz) 7,82 dd (7,6; 1,3 Hz)
6 7,64t (7,8 Hz) 7,67 tl (7,6 Hz)
7 7,26 d (7,8 Hz) 7,28 dd (8,3; 1,3 Hz)
11 2,44 s 2,47t (0,8 Hz)
1-OH 11,96° 12,02° s
8-OH 12,07° 12,13"s

qRODRIGUEZ-GAMBOA, 2001. "Sinais podem estar trocados.

4.1.2.2 — 8-O-metilcrisofanol ( 9)

A substancia (9) foi isolada da fracdo H+D/01/02/11/01 proveniente dos
sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato H+D das raizes de P.
bahiensis. A fracdo de partida (H+D/01) apresentou atividade inseticida frente as
operarias de Atta sexdens rubropilosa, porém nao foi possivel realizar o ensaio do
composto isolado pela pouca quantidade. Vale ressaltar que, apesar desse
composto ja possuir sua descricdo na literatura, este somente foi relatado em
espécies de Cassia (Leguminosae) e em duas espécies de Rheum (Polygonaceae),

sem relatos do isolamento em espécies de Picramnia.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls;), mostrou um Unico
singleto em &y 12,93, integrando para 1 hidrogénio, mostrando que este composto
possuia somente a presenca de uma unica hidroxila quelada, tendo como outro
substituinte ndo mais uma segunda hidroxila, na outra posicdo [ a carbonila
(FIGURA 4.18), diferentemente do composto isolado anteriormente, como é

mostrado na ampliacdo do espectro de RMN de *H (FIGURA 4.19).
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FIGURA 4.18 - Proposta para o unico sinal em &4 12,93 (pode ter posicao trocada).
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FIGURA 4.19 - Ampliacéo dos sinais de RMN™H referentes & hidroxila quelada de 9.

No espectro de RMN de 'H s&o vistos ainda sinais na regido de sinais
de hidrogénios ligados a anéis aromaticos em &y 7,97 (dd, J = 1,2 e 8,0 Hz, 1H), &4
7,74 (tl, 3 = 8,0 Hz, 1H), &, 7,60 (ddist, J = 0,8 Hz, 1H), &, 7,36 (dd, J = 1,2 e 8,0 Hz,
1H), &4 7,10 (g, J = 0,8 Hz, 1H), sendo que a partir das multiplicidades dos sinais dos
hidrogénios ligados a aneis aromaticos, nota-se uma similaridade no padrdo de
substituicdo ao do crisofanol (com alguns sinais desblindados), como mostrado na
FIGURA 4.20.
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FIGURA 4.20 - Ampliac&o dos sinais de RMN'H na regido de aromaticos de 9.

O espectro de RMN de 'H tem também a presenca de um sinal em &y
4,08 (s, 3H) (FIGURA 4.21), este caracteristico de uma metoxila altamente
desblindada e, aliado ao fato de que ha somente a presenca de uma unica hidroxila
quelada, existe a possibilidade que 0 mesmo seja 0 outro substituinte na posicéo (3 a
carbonila no esqueleto antraquindnico. Outro sinal é visto em oy 2,45 (s, 3H)

referente aos hidrogénios da metila ligada ao sistema aromatico.
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FIGURA 4.21 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H relativo aos sinais referentes a

metoxila e metila de 9.

Assumindo que as multiplicidades dos sinais vistos na regido referente

aos hidrogénios ligados a anéis aromaticos possuem o0 mesmo padrdo de
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substituicdo do composto crisofanol, exceto pelos seus valores de deslocamentos
quimicos, aliado a presenca de um unico sinal caracteristico a hidrogénio quelado e
de uma metoxila, ha agora o aparecimento de duas possibilidades de localizagcdo em

relacdo ao posicionamento do substituinte metoxila e hidroxila, juntamente com

comparacdo aos deslocamentos quimicos de 8, como mostrado abaixo (FIGURA
4.22).

8,782 O §,7,65
Possibilidade 1 Possibilidade 2 Crisofanol (8)

FIGURA 4.22 — Existéncia de duas possibilidades no posicionamento da metoxila ao

anel.

Para o posicionamento dos substituintes metoxila e hidroxila nas
posicoes 1 e 8, ao analisar-se os sinais comparados com o de 8, na FIGURA 4.22,
com os observados, mostram que o anel A tem seus sinais de RMN sofrendo
mudanca nos valores de deslocamentos quimicos, sendo que os do anel C nao
sofreram quaisquer mudancas. Analisando que os deslocamentos quimicos nas
posicoes C-5, C-6 e C-7 deslocaram todos para uma regido mais desblindada,
propde-se que a metoxila ocupe a posicdo em C-8. Assim, estes dados permitiram a
confirmacédo do isolamento do composto 1-hidroxi-8-metodxi-3-metilantraquinona ou
8-O-metilcrisofanol (9), juntamente com comparacdo na literatura (TIETZE et al.,
2007). Os dados de deslocamento quimico e da literatura sdo mostrados na
TABELA 4.3.
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TABELA 4.3 - Dados de deslocamentos de RMN de *H (CDCls 400 MHz) do 8-O-

metilcrisofanol (9) e comparacdo com a literatura

C on (J) oy Lit. (J)
2 7,10 q (0,8 Hz) 7,06 d (0,6 Hz)
4 7,60 ddist (0,8 Hz) 7,55d (1,1 Hz)
5 7,97 dd (8,0; 1,2 Hz) 7,92 dd (7,5; 0,8 Hz)
6 7,74 11 (8,0 Hz) 7,71t (8,4 Hz)
7 7,36 dd (8,0; 1,2 Hz) 7,33 dd (8,4; 0,6 Hz)
11 245s 243s
1-OH 12,93 s 12,90 s
8-OMe 4,08 s 4,06 s

4.1.2.3 — Biantrona do crisofanol (  10)

A substéancia 10 foi isolada da fracdo H+D/02/03/02/01/04/02/03
proveniente dos sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato H+D das
raizes de P. bahiensis. Como mencionado no composto anterior, a fracdo de origem
apresentou atividade inseticida, porém, como foi isolado em pequena guantidade,

para este também nao foi possivel avaliar a atividade.

No espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) foram observados a
presenca de sinais de deslocamentos quimicos referentes a 4 hidrogénios quelados,
hidrogénios ligados a anéis arométicos, hidrogénios de metila ligada a sistema

aromatico e um sinal em o4 4,49, como mostra a FIGURA 4.23.
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FIGURA 4.23 — Espectro de RMN de *H da substancia 10.

Na ampliacdo do espectro de RMN de 'H observou-se para os
hidrogénios ligados aos sistemas aromaticos as seguintes multiplicidades: tripleto
largo, dois duplo-dubletos e dois singletos, sendo que estes estdo aos pares (Figura
4.24). Uma possivel atribuicdo para essas multiplicidades pode ser para um nucleo
crisofanol-9-antrona (FIGURA 4.25).
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FIGURA 4.24 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H na regido aromética da
substancia 10.

FIGURA 4.25 — Etrutura representativa do nucleo crisofanol-9-antrona.

Ainda no espectro de RMN de *H, com ampliacdes nas outras regides,
mostrou a possibilidade da presenca de uma mistura que seria atribuida pela
presenca de pares de sinais de deslocamento quimicos na regido desblindada
(FIGURA 4.26) e na regido blindada, referente as metilas ligadas aos sistemas
aromaticas (FIGURA 4.27).
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FIGURA 4.26 — Ampliacéo da regi&o desblindada do espectro de RMN de *H de 10.
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FIGURA 4.27 — Ampliacéo da regi&o blindada do espectro de RMN de *H de 10.
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A partir dos espectros mostrados acima, foi confirmada a presenca do
ndcleo ja citado, crisofanol-9-antrona, porém a presenca do sinal em &y 4,49
(FIGURA 4.28), fez com que houvesse uma possibilidade de atribuicdo deste sinal
para os hidrogénios ligados a C-10, tornando-o agora um carbono metilénico
(antronas) ou metinico (oxantronas) e ndo mais um carbono carbonilico, ao qual

caracteriza a classe das antraquinonas (FIGURA 4.29).
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FIGURA 4.28 — Ampliacdo do sinal em & 4,49 do espectro de RMN de *H de 10.

Antraquinona Antrona Oxantrona

FIGURA 4.29 — Possibilidades das classes quimicas em relagédo a substituicdo em
C-10.
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Porém, ja que este sinal ndo se duplicou em nenhum momento,
diferentemente dos demais sinais. A Unica possibilidade é de este ser referente a
dois hidrogénios ligados a C-10 por se tratar da existéncia de duas moléculas e
consequentemente da integracdo do mesmo para dois hidrogénios, faltando assim
outro substituinte no mesmo carbono. Assim, esta substancia foi tratada como sendo
uma biantrona onde que foi considerada a multiplicidade do sinal em &y 4,49 como
sendo dois singletos ja que em nenhum momento, visto no espectro, ha um
acoplamento com este sinal. A confirmacao da estrutura se deu através somente da
comparacao com a literatura (MAI et al., 2001; SANTOS et al., 2008) pois nao foi
possivel a aquisicdo dos espectros 2D, ja que a mesma foi perdida no momento da

secagem em capela.

A atribuicdo dos sinais, principalmente com base nas referéncias
supracitadas, foi muito duvidosa, pois SANTOS et al (2008) indicou apenas a
presenca de um singleto em &y 4,49 referente & H-10 e H-10" sem a determinagéo
da estereoquimica e MAI et al. (2001) mostrou a presenca de dois isémeros (cis e
trans), porém a atribuicdo dos sinais foi dada como sendo a mesma para as duas
moléculas diastereoisoméricas. Ao analisar detalhadamente o espectro de RMN de
'H mostrados até aqui, quando houve a ampliacdo dos pares de sinais, a integracdo
dos mesmos ndo se manteve constante, ou seja, em relacdo a um sinal ao outro
houve uma variagdo neste valor, sempre um maior em relagdo ao outro. Este fato
pode implicar na presenca de duas moléculas isoméricas, sendo que cada uma
possui os deslocamentos quimicos diferentes ou mesmo a presenca somente de
uma molécula na qual pela rotacdo livre entre C-10 e C-10" forneca duas

conformacdes. A FIGURA 4.30 mostra as duas possibilidades dos isomeros.

Isbmero A Isbmero B

FIGURA 4.30 — Duas possibilidades diastereoisoméricas para 10.
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Sendo assim, através das informacdes e discussbes supracitadas,
diferentemente das atribuicbes feitas nas referéncias aqui utilizadas, foram
atribuidos os sinais supondo a existéncia de dois isbmeros, como mostrado na figura
acima, poréem estudos mais aprofundados ainda estdo sendo realizado, tal como
experimento de dupla irradiagdo e com baixa temperatura, assim neste presente
momento foram somente atribuidos os sinais sendo que 0s mesmos possam estar
trocados. A atribuicdo foi feita com base no conhecimento de que compostos de
configuracdo trans sdo mais estaveis em relacdo ao cis, assim sendo 0s sinais com
0 maior valor de integracdo foram atribuidos para o isbmero B. Através da analise
por espectrometria de massas utilizando parte da quantidade restante da fracédo
contendo 10, foi possivel confirmar a massa de m/z 477 ao analisar em modo full

scan operando com ionizacao negativa (ESI-MS), como mostrado na FIGURA 4.31.

ay, 8

LETIIIEI2L 8T8y LL

FIGURA 4.31 — Anélise no modo full scan do composto 10.

Este composto, apesar de estar descrito na literatura, foi inédito no
género Picramnia. Os dados de deslocamento quimico da substancia 10 e da
literatura (SANTOS et al., 2008 e MAI et al., 2001) sdo mostrados na TABELA 4.4.
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Tabela 4.4 - Dados de deslocamentos de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) da biantrona

do crisofanol (10) e comparacgdo com a literatura

Isbmero A Isbmero B N&o Definido Misturade Ae B
C NE) NE) Oy Lit.! () &y Lit.2 ()
2 6,73 s 6,66 s 6,73 sl 6,68 d (1,0 Hz)
4 6,18 s 576 s 6,18 sl 6,00 d (1,0 Hz)
5 6,36 d (7,6 Hz) 6,75d (7,3 Hz) 6,75 d (7,9 Hz) 6,68 dd (8,0; 1,0 Hz)
6 7,36 t (7,9 Hz) 7,49t (7,9 HZ) 7,49t (7,9 Hz) 7,41t (8,0 Hz)
7 6,88 dd (8,4;0,9Hz) 6,95dd (8,4; 0,9 Hz) 6,95 d (7,9 Hz) 6,89 dd (8,0; 1,0 Hz)
10 4,49 s 4,48 s 4,49 s 4,49 s
11 2,33s 2,23s 2,37s 2,25s
1-OH 11,73 s 11,65 s 11,72 s 11,63 s
8-OH 11,90 s 11,90 s 11,90 s 11,85s
2 6,73 s 6,66 s 6,67 sl 6,60 d (1,0 Hz)
4 6,18 s 5,76 s 5,76 sl 5,70 d (1,0 Hz)
5 6,36 d (7,6 Hz) 6,75d (7,3 Hz) 6,36 d (8,0 Hz) 6,29 dd (8,0; 1,0 Hz)
6 7,36t (7,9 Hz) 7,491 (7,9 Hz) 7,361 (8,0 Hz) 7,291 (8,0 Hz)
7 6,88 dd (8,4; 0,9 Hz) 6,95dd (8,4; 0,9 Hz) 6,88 d (8,0 Hz) 6,81 dd (8,0; 1,0 Hz)
10° 4,49 s 4,48 s 4,49 s 4,51s
11 2,33 s 2,23s 2,24s 2,15s
1°-OH 11,73 s 11,65s 11,65 s 11,58 s
8-OH 11,90 s 11,90 s 11,80 s 11,75 s

* Todos foram obtidos em CDCl;; *: SANTOS et al., 2008 e *; MAI et al., 2001.

131



4.1.2.4 - Substancias com esqueleto antraquinénico identificadas via
HPLC/ESI-MS/MS

Como foi mencionado no item 3.5, foram realizadas algumas analises
qualitativas em HPLC/ESI-MS/MS, utilizando um Espectrometro de Massas sob
Plataforma API 2000 (Applied Biosystems) com algumas fracdes e subfracdes na
qual possibilitou a identificacdo de alguns compostos descritos adiante. Com este
enfoque de trabalho, foram escolhidas algumas fragcoes e subfracdes de P. bahiensis
gue possuiam alguns sinais de deslocamentos quimicos relativos a esqueletos de
antronas e seus derivados no espectro de RMN de *H os quais, por anélise mais
detalhada, se mostraram muito similares aos compostos isolados por RODRIGUEZ-
GAMBOA (2001). A partir dessas informacgdes, juntamente com alguns artigos
selecionados (ACKACHA et al., 2003; JIN et al.,, 2007; SONG et al., 2009), foi

iniciado o trabalho de identificacdo simultanea destes compostos.

Inicialmente, baseado nos artigos tomados como base, foi proposto a
analise utilizando as condicbes descritos nos mesmos, onde a analise se dava
através do modo negativo com a utilizacdo de acido formico e acético como aditivos
na fase aquosa. Este fato, a principio, pode parecer contraditério o uso de pH baixo
em analise no modo negativo, porém trabalhos como KELLY et al. (1992), onde os
estudos a partir de observacfes similares foram também descritos. Porém, ao
analisar algumas corridas simultaneas de mesma origem mostrou uma variagcao na
lonizacao, ou seja, em determinadas bandas, aleatoriamente, a intensidade do sinal
estava mostrando uma grande variacdo. Ou seja, em determinada anélise o mesmo
composto ionizava fortemente e em outras, fracamente. Desta forma, uma possivel
explicacéo foi devido a algum tipo de supresséo de ions ocasionado pela adi¢cado do
acido, podendo haver uma competicdo entre os ions gerados ja que ao analisar no
modo negativo, h4 a necessidade da presenca do anion hidroxila para atuar na
retirada de um proton do analito, porém a presenca do acido inibe esta reacéo.
Juntamente, outra possibilidade se da pela neutralizacdo deste anion necessario
pelo acido, pois ao analisar este fato por uma reacdo redox, tanto a agua e o
metanol presente na fase moével podem reduzir na geracdo deste anion (modo
negativo). Assim, para a continuidade do trabalho, foi substituido o aditivo presente
na fase aquosa pelo acetato de amoénio mantendo o modo de ionizagcdo negativo

(DERKSEN et al., 2002). Para tanto, foram testadas duas concentracdes, 10 e 20
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mM, onde a Ultima concentragdo foi escolhida pelo melhor poder de ionizagéo,
comparando as andlises realizadas em duplicatas com as duas concentragfes
utilizando a mesma amostra. Operando no modo de ionizacdo negativo, foi realizado
a otimizacdo dos parametros como descrito no item 3.5.3. Para tanto, foi infundido o
composto crisofanol a 10 pg/ml (infuséo direta) e 100 pg/ml (andlise por injecdo em
fluxo) em MeOH grau MS utilizando o modo Q1 Multiple lon, onde foi selecionado o
ion de m/z 253 em 150 mseg mantendo a duracdo da andlise por 10 minutos para o
ajuste dos parametros da fonte/gas (ndo dependentes do composto). Como estes
parametros ndo séo ajustaveis atraves do programa, tal como uma varredura em um
intervalo de trabalho e a verificagdo do melhor valor com a maior intensidade, no
intervalo de tempo programado de duracdo do experimento, foi variado cada
parametro e avaliou-se 0 comportamento desta variacdo em relacdo a intensidade
do ion selecionado, levando em conta o aumento ou a diminui¢éo, dentro da faixa
limite de trabalho sugerido pelo manual do equipamento. Vale ressaltar que para a
avaliacdo da temperatura foi realizado a analise por injecdo em fluxo com duracao
da analise por 1,3 minutos. Para os parametros dependentes do composto, nas
analises MS e MS/MS, foram realizadas as otimizaces, na maioria dos casos,
através de um ajuste semi-automatico das energias através da realizacdo de
“rampas”, ou seja, no préprio software existe a possibilidade da escolha da opcéao
onde um intervalo definido de trabalho, ha uma varredura em um incremento
definido pelo operador e se avalia, através de um grafico, cada valor de energia
versus sua intensidade. Assim, todos os parametros avaliados e otimizados se
encontram na TABELA 4.5.
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TABELA 4.5 - Parametros dependente da fonte, gas e do composto avaliados e

otimizados
Partes do Parametros Faixa de Incremento Valor
equipamento trabalho otimizado
Fonte Posicdo da agulha 0al10 mm 1 4 mm
(horizontal)
Posicdo da agulha 2a10 mm 1 5 mm
(vertical)
IS -2000 a -4500 V 500 -4500 V
TEM 200 a 450 °C 50 400 °C
Gas CUR 10 a 50 psi 5 40 psi
GS1 10 a 50 psi 5 50 psi
GS2 10 a 50 psi 5 45 psi
Espectrébmetro DP -200a0V 1 -58 V
FP -400 a-50 V 1 -380 V
EP -12a-1V 1 -10V
CEP -188a0V 1 -16 V
CAD 2a8V 1 4V
CE -130a-5V 1 52V
CXP -58a0V 1 -4V

A partir desta etapa de otimizacdo obteve-se a maior abundéancia dos
ions, [M-H]" no modo full scan para o padrao utilizado (FIGURA 4.32), juntamente
com o cromatograma obtido no modo product ion (FIGURA 4.33), foi verificado, a
partir da proposta de fragmentagéo, um padrdo da mesma para 0S compostos com

esqueleto atraquindnico.
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FIGURA 4.32 — Espectro de massas no modo full scan para o padrdo usado com

m/z 254.
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FIGURA 4.33 — Espectro de massas no modo product ion para o padrdo usado com

m/z 253.
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A partir destes cromatogramas, aliado a alguns experimentos no modo
precursor ion, foram propostas algumas possiveis fragementacdes, como mostrado
na FIGURA 4.34.

OH O OH O O OH O
(6]
m/z 253 m/z 225
Fragmentacdes Mais Intensas - CH,
OH o OH o B
m/z 182 m/z 210
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FIGURA 4.34 — Proposta de fragmentacdo para o composto crisofanol utilizado

como padréo.

Com base neste conhecimento em relagcdo ao comportamento nas
fragmentacdes mostradas acima através da proposta, principalmente para os ions
mais intensos, este foi o ponto de partida para as analises de cada banda
cromatografica mostrada em cada corrida cromatografica feita para as fracbes
estudadas, aliada também com o monitoramento dos espectros de U.V. obtidos para
as mesmas bandas através do detector de arranjo de diodos.
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4.1.2.4.1 — Antronas glico-benzoiladas 11 e 12

As substancias diastereoisoméricas 11 e 12 foram isoladas a partir da
fracdo H+D/02/03/02/01/04/02/04 proveniente dos sucessivos fracionamentos
cromatograficos do extrato H+D das raizes de P. bahiensis. A fracdo de partida
(H+D/02) apresentou atividade inseticida frente as operarias de Atta sexdens
rubropilosa e ndo foi submetida ao ensaio bioldgico devido a pouca quantidade de
material. Porém, ja que a fracdo H+D/02 foi a segunda mais ativa dentre as testadas,
ha um grande indicio dos mesmos contribuirem para esta atividade, ja que como
sera discutida abaixo, esta fracdo foi rica em antronas e oxantronas glicosiladas,
sendo estes presentes majoritariamente. Estes compostos nunca foram relatados na

literatura, sendo, portanto, ambos inéditos.

Como foi discutido no item 4.1.2.4, a partir das otimizacdes descritas,
foi realizada uma andlise em modo full scan da fragdo aos quais as mesmas

estavam presentes, como mostrado na FIGURA 4.35.

Irtenaity, con

FIGURA 4.35 — Analise em modo full scan a partir da fracdo rica em 11 e 12.
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A partir desta analise do espectro de U.V. (arranjo de diodos), foi
verificado que a banda com tg 22,98 min. mostrava um espectro referente a

composto altamente conjugado (FIGURA 4.36).

FIGURA 4.36 — Espectro de U.V. referente a banda em tg 22,98 min.

Ao analisar o espectro de massas gerado a partir da selecdo desta
banda (FIGURA 4.37), observou-se um ion de m/z 491, juntamente com outros dois
ions intensos de m/z 239 e 281, indicam fragmentacdo do ion pseudo molecular de
um composto glicosilado, onde os fragmentos correspondem a aglicona e outro,
possivelmente, a uma fragmentagcdo cruzada no aclcar, comportamento
caracteristico para esses compostos (RAFAELLY et al., 2008; ZAIA, 2004).
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FIGURA 4.37 — Espectro de massas gerado a partir da banda com tg 22,98 min.

Foram realizados também diversos experimentos, tais como, neutral
loss (verificar a perda de moléculas neutras, neste caso de CO, caracteristico para
um esqueleto antraquindnico), precursor ion (confirmar a fragmentacéo) e product
ion (confirmar a estrutura através da proposta de fragmentacdo). N&o serdo
mostrados todos 0s experimentos realizados, porém, 0 experimento que esta
representado pela FIGURA 4.38 foi o ponto principal na confirmagdo da molécula
desprotonada [M-H]" com m/z 491, jA que o experimento obtido no modo “precursor
ion” forneceu as informacdes necessarias pela transicdo entre m/z 491 — m/z 281 e,
além disso, o aparecimento dos adutos [M + CI]" e [M + unidade de acetato]’, com

m/z 527 e 551, respectivamente.
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FIGURA 4.38 — Analise no modo precursor ion para a transicdo m/z 491 — m/z 281.

Com base nesses dados, foi realizado um levantamento bibliogréafico
no género contendo compostos antraquindnicos glicosilados com a massa de 492
u.m.a., onde a partir do artigo descrito por HERNANDEZ-MEDEL et al. (1998), foi
isolado o composto da classe das antronas, especificamente, a substancia
Uveosideo. Este fato levou a verificar outras referéncias (DIAZ et al., 2004; PHIFER
et al., 2007), onde foram relatados o isolamento de diastereoisomeros, onde a
configuracdo da unidade de acUcar alterava somente em C-10. Assim, para a
verificacdo da existéncia de um par de diatereoisomeros foram registrados os
espectros de 1 e 2 D de RMN (CDCl3, 400 MHz, FIGURA 4.39).
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FIGURA 4.39 — Espectro de RMN de 'H das substancias 11 e 12.

A partir da analise detalhada do espectro de RMN de 'H foi possivel
confirmar a presenca da mistura de diastereoisdmeros, como sugerido acima, pela
presenca de pares de sinais em &y 12,09; 12,06; 11,96 e 11,95 referentes aos
hidrogénios quelados a carbonila e em &y 2,41 e 2,37 referentes as metilas ligadas
ao anel aromatico. Além disso, a presenca de sinais entre dy 5,21 e 3,75 indicaram a
presenca de uma unidade de aclicar na molécula. O espectro de RMN de *C
(CDCl3, 100 MHz, FIGURA 4.40), apesar da baixa intensidades dos sinais, mostrou
a presenca dos carbonos referentes ao esqueleto proposto. Alguns sinais foram
determinantes nesta atribuicdo, tais como a presenca de uma carbonila em &
193,84 juntamente com o0s sinais em oy 43,79 e 43,73, mostrando que em C-10
houve a reducdo da carbonila, sendo este um carbono metinico com uma

substituicdo de uma unidade de glicose.
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FIGURA 4.40 — Espectro de RMN de **C das substancias 11 e 12.

Ainda no espectro de RMN de *3C, a presenca de dois sinais intensos
em & 128,42 e 129,69, caracteristicos da presenca de um anel benzénico
monosubstituido e aliado a presenca de um sinal dc 162,28 mostrou a presenca do
grupo benzoila ligada a unidade da glicose, ja que o padréo do esqueleto carbonico
da aglicona mostrou ser pertencente ao crisofanol-9-antrona. Os mapas de
contornos HSQC e HMBC permitiram a completa atribuicdo dos sinais de RMN de
'H e *3C através dos picos cruzados (FIGURAS 4.41 a 4.46).
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FIGURA 4.41 — Mapa de contornos HSQC das substancias 11 e 12.
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FIGURA 4.42 — Ampliagcdo do mapa de contorno HSQC das substéncias 11 e 12.
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FIGURA 4.44 — Mapa de contornos HMBC das substancias 11 e 12.
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FIGURA 4.45 — Ampliagcado do mapa de contornos HMBC das substancias 11 e 12.
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FIGURA 4.46 — Ampliacdo do mapa de contornos HMBC das substancias 11 e 12.
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A partir das analises utilizando como modelo o composto descrito por
HERNANDEZ-MEDEL et al. (1998), que tem a mesma aglicona, diferindo na
unidade da glicose e o0 posicionamento do grupo benzoila, confirmou a

caracterizacdo dos compostos 10 e 11, nao relatados na literatura (FIGURA 4.47).

OH O BH 5,85

m = Picos cruzados 1H-1H

Uveosideo

FIGURA 4.47 — Comparacdo dos sinais atribuidos para uveosideo e suas

respectivas correlacdes *H — *H.

A andlise do espectro de COSY (FIGURAS 4.48 e 4.49) mostrou as
principais correlagbes na diferenciacdo da glicose, juntamente com o0
posicionamento dos substituintes no mesmo. Os acoplamentos entre H-5" e H-4", H-
5 e H-10, H-4" e H-3", H-3" e H-2" foram as correlacdes determinantes para esta
justificativa, juntamente com as correlacbes mostradas no mapa de contornos
HSQC.
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FIGURA 4.49 — Ampliacdo do espectro de RMN Bidimensional COSY das

substancias 11 e 12.

Assim, a observacdes dos ions m/z 491, 281 e 239 mostradas na
FIGURA 4.37, agora podem ser justificadas através da proposta de fragmentacéo
abaixo (FIGURA 4.50).
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FIGURA 4.50 — Proposta de fragmentacéo ocorrida nas substancias 11 e 12.

A partir de todos os dados discutidos e confirmacéo a partir da massa
molecular 492 um.a. e férmula molecular Cy;H4O9 para ambos o0s
diastereoisdomeros 11 e 12, foram elucidadas as estruturais dos mesmos, sendo que
experimentos de massas de alta resolucdo e a determinacdo da configuracao
absoluta em C-10 em 11 e 12, através de analises de dicroismo circular serdo
realizados. A determinacéo da configuragdo absoluta dos isbmeros se trata de uma
etapa complicada ja que o trabalho de RODRIGUEZ-GAMBOA (2001) provou que a
partir do isolamento de um dos diastereoisomeros, ele pode levar ao outro isémero
pela epimerizacdo, formando novamente a mistura de ambos os compostos, uma
vez que um deles € mais estavel. A TABELA 4.6 apresenta a proposta de atribuicdo
completa dos dados de RMN de *H e '3C dos compostos 11 e 12, inéditos na
literatura, denominados Uveosideo B e C.

OH O OH OH O OH

11 12
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TABELA 4.6 — Dados de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) e **C (CDCls, 100 MHz) das
antronas inéditas 11 e 12

11 12
C o (J) S o (J) 3¢
- 161,94 - 161,94
1a - 115,41 - 115,41
6,86 s 116,56 6,73 s 116,33
- 147,84 - 147,84
6,88 s 121,31 6,84 s 119,73
da - 141,17 - 144,72
5 7,01 d (7,84 Hz) 118,56 7,05 d (8,0 Hz) 120,31
5a - 144,72 - 141,12
6 7,47 m 135,85 7,49 m 134,76
6,91 d (8,4 Hz) 116,11 7,02 d (8,24 Hz) 116,33
- 161,84* 161,84*
8a - 116,70* 116,70*
9 - 193,84* - 193,84*
10 4,61 sl 43,79 4,61 sl 43,73
11 2,41's 22,34 2,37s 22,20
1-OH 12,08 s - 12,06 s -
8-OH 11,96 s - 11,95 s -
1 4,99 d (3,88 Hz) 92,23 4,99 d (3,88 Hz) 92,23
2 5,22 m 72,18 5,22 m 72,18
3 4,14dd (9,5;3,08Hz) 70,50  4,14dd (9,5;3,08Hz) 70,50
& 3,76 1 (9,5 Hz) 68,34 3,76 t (9,5 Hz) 68,34
5 4,08 d (9,5 Hz) 77,00 4,08 d (9,5 Hz) 77,00
1°-C=0 - 162,28 - 162,28
17 - 129,64 - 129,64*
216" 7,53 m 129,69 7,53 m 129,69
3"/5" 7,381 (7,96 Hz) 128,42 7,381 (7,96 Hz) 128,42
4 7,57 m 133,58 7,57 m 133,58

* Sinal coalescido com o sinal de CDCls.

** As atribuicdbes dos carbonos quaternarios podem estar trocados pela baixa
intensidade obtida e/ou pelo coalescimento no registro do espectro de RMN de *3C.
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4.1.2.4.2 — Oxantronas glico-benzoiladas 13 e 14

As substancias 13 e 14 foram isoladas parcialmente da fracdo
H+D/02/03/02/01/04/02/04 proveniente dos sucessivos fracionamentos
cromatograficos do extrato H+D das raizes de P. bahiensis. Novamente, esta etapa
do trabalho de identificacdo total ou parcial dos componentes desta fracdo esta
relacionada com a atividade inseticida apresentada pela fracdo original. Estas
substancias estavam presentes em quantidades minoritarias em relagdo aos
majoritarios descritos no item anterior. Estes compostos foram identificados somente
através da Espectrometria de Massas, portanto foi baseada nas fragmentacbes
obtidas no modo full scan, aliada a andlise dos espectros de U.V. A comparac¢éo do
espectro de U.V. destes compostos (FIGURA 4.51) com o dos compostos 11 e 12
(FIGURA 4.36) mostrou semelhanca muito grande e indicando um sistema

altamente conjugado.

8 8 8 8 B&

HE= 8 s 8

FIGURA 4.51 — Espectro de U.V. obtido para as substancias 13 e 14.

Aliado a esta informagédo, o espectro de massas no modo full scan
(FIGURA 4.52) se observa presenca de um ion de m/z 507, diferentemente do
obtido para as substancias 11 e 12.
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FIGURA 4.52 — Espectro de massas no modo full scan obtido para as substancias
13 e 14.

Considerando uma diferenca de 16 u.m.a. entre os valores de m/z 507
e 491, ela indica a presenca de um grupo hidroxila na molécula sugerindo as
estruturas da FIGURA 4.53.

OH O OH OH O OH

. (1 (1
H Glu HO Glu

Possibilidade 1 Possibilidade 2

FIGURA 4.53 — Duas mais provaveis possibilidades no posicionamento do grupo

hidroxila nas substancias 13 e 14.

Ao considerar a primeira possibilidade no posicionamento da hidroxila,
tornando o esqueleto antraquindnico semelhante a antraquinona emodina, muito
provavelmente o posicionamento da mesma na posicao para a carbonila mostraria
um efeito batocrémico no U.V., mais especificamente um incremento de +25 nm na
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banda referente ao anel da aglicona. Porém, os valores de comprimentos de onda
sdo muito préximos (268 e 270 nm), descartando esta possibilidade. Além disso, a
presenca de alguns ions, tais como, m/z 255 e 281, diferindo dos compostos 11 e
12, mostrou que a segunda possibilidade estaria mais plausivel pela proposta de

fragmentacao mostrada na FIGURA 4.54.

o O OH
O O OH
O‘O C||vagem cruzada O‘O .=
no anel da glicose
HO /)
H HO H
H
m/z 507 m/z 255

m/z 281

FIGURA 4.54 — Proposta de fragmentacao provavel para definicdo parcial de 13 e
14.

Assim, apesar de ndo ter sido possivel a obtencdo dos dados de RMN
para definicdo total das substancias, e com base nos dados de U.V. e
Espectrometria de Massas, foram propostas as estruturas para 13 e 14,
pertencentes a classe das oxantronas (FIGURA 4.55), muito comum na Familia

Picramniaceae.

13 14

FIGURA 4.55 — Possiveis estruturas para 13 e 14.

4.1.2.4.3 — Antronas glico-acetiladas 15 e 16

As substancias alvaradoina E (15) e alvaradoina F (16) foram isoladas
na forma de pares de diastereocisémeros e identificadas a partir da fracdo H+D/03/03

proveniente dos sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato H+D das
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raizes de P. bahiensis. A fracdo de partida (H+D/03) apresentou-se como a mais
ativa como inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa e 0s mesmos
nao foram submetidos ao ensaio pela pouca quantidade obtida. Ha, portanto, indicio
destes compostos estarem relacionados a esta atividade, jA que 0S mesmos
mostraram estarem presentes majoritariamente na fracdo, determinado através de
comparacado dos espectros de RMN de *H da frac&o original e dos compostos 15 e
16.

Como foi discutido no item 4.1.2.4, a partir das otimizacbes descritas,
foi realizada andlise no modo full scan da fracdo na qual as mesmas estavam
presentes (FIGURA 4.56).

FIGURA 4.56 — Espectro de massas no modo full scan da fracdo HD/03/03.

A partir desta analise, foi verificado que a banda com tg 36,76 min.
mostra na regido do U.V. espectro referente a composto altamente conjugado
(FIGURA 4.57).
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FIGURA 4.57 — Espectro de U.V. referente a banda em tg 36,76 min.

Ao analisar o espectro de massas gerado a partir da selecdo desta
banda (FIGURA 4.58), o aparecimento de um ion de m/z 429, juntamente com
outros ions intensos de m/z 369, 281 e 239 sugeriu a ocorréncia de fragmentacéo a
partir da molécula desprotonada de um composto glicosilado, onde os outros dois
ions pertenciam a aglicona e outro relativo a fragmentacdo cruzada no acucar,
comportamento este caracteristico para esses compostos (RAFAELLY et al., 2008;
ZAIA, 2004), porém com diferencas em relacdo aos compostos 11 e 12, onde uma
diminuicdo na massa molecular se dava pela auséncia do grupo benzoila na unidade

da glicose.
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FIGURA 4.58 — Espectro de massas no modo full scan gerado a partir da banda com
tr 36,76 min.

Foram também realizados diversos experimentos, tais como neutral
loss (verificar a perda da molécula de CO, caracteristico para um esqueleto
antraquindnico), precursor ion (confirmar a fragmentacgéo) e product ion (confirmar a
estrutura através da proposta de fragmentacdo). As FIGURAS 4.59 (andlise no
modo precursor ion de m/z 239) e 4.60 (analise no modo precursor ion de m/z 281)

mostraram que todos proviam do ion de m/z 369 e do ion pseudo molecular m/z 429.
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FIGURA 4.59 — Espectro de massas no modo precursor ion para a transicao m/z 429

— m/z 239.
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FIGURA 4.60 — Espectro de massas no modo precursor ion para a transicao m/z 429
— m/z 281.

Com base nesses dados, foi realizado um levantamento bibliogréafico
no género contendo compostos antraquindnicos glicosilados com a massa de 429
u.m.a., onde, a partir do artigo descrito por PHIFER et al. (2007), foram isoladas
substancias da classe das antronas, especificamente, os compostos Alvaraoina E e
F. Assim sendo foi obtido o espectro de RMN de 'H (CD;OD e CDCl;, 400 MHz)
para esta mistura (FIGURAS 4.61 e 4.62). O registro do espectro de RMN em
cloroformio deuterado foi realizado para a verificacdo da presenca das hidroxilas

gueladas, tipicos para estes compostos em questao.
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FIGURA 4.61 — Espectro de RMN de *H em CD3OD das substancias 15 e 16.
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Analisando o espectro de RMN de H em CDCl;, foi verificado a
presenca de sinais em &y 12,14; 12,13; 12,02 e 12,01 confirmando a presenca de
duas moléculas diastereoisomeéricas, aliada a outros sinais mostrados no espectro.
Em relacdo aos sinais referentes aos hidrogénios arométicos, a melhor separagéo
dos mesmos e a resolucdo dos sinais foi aquela do registro em CD3OD,
diferentemente dos sinais relativos a glicose, onde que o registro em CDCI; foi
gerado um melhor espectro (FIGURAS 4.63 e 4.64).
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FIGURA 4.63 — Comparacdo da regido aromatica no espectro de RMN de H em

CD3;OD em relagédo a CDCl; das substancias 15 e 16.
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FIGURA 4.64 — Comparacdo da regido da glicose no espectro de RMN de 'H em
CDCIl3; em relagdo a CD3OD das substancias 15 e 16.

O espectro de RMN de *3C (CD;OD, 100 MHz, FIGURA 4.65), apesar
das baixas intensidades dos sinais, mostrou a presenca dos carbonos referentes ao
esqueleto crisofanol-9-antrona, como ja discutido anteriormente, confirmado pelos
sinais referente a carbonila em &; 195,34 juntamente com o sinal em &, 44,30, sendo

este um carbono metinico com uma substituicdo de uma unidade de glicose.
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FIGURA 4.65 — Espectro de RMN de **C das substancias 15 e 16.

Ainda no espectro de RMN de *3C, a auséncia de sinais caracteristicos
de um anel benzénico e, agora com a presenca de dois sinais em &c 20,39 e 20,43,
além dos sinais referentes as metilas ligadas a aglicona, caracteristicos da presenca
de um grupo acetato ligado a unidade da glicose, ja que, em comparacdo com 11 e
12, ndo houve mudanca no padrao do esqueleto carbbnico da aglicona. Nos mapas
de contornos HSQC e HMBC permitiram a completa atribuicdo dos sinais de RMN
de 'H e *3C através dos picos cruzados (FIGURAS 4.66 e 4.67).
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FIGURA 4.66 — Mapa de contorno HSQC das substancias 15 e 16.
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FIGURA 4.67 — Mapa de contorno HMBC das substancias 15 e 16.

by LJMJL

10

— 20
— 30
— 40

— 50
— 60
— 70

— 80
— 90
— 100

—110
—120
—130

PPM (F1)

PPM (F2)

6.8

6.4

6.0

5.6

5.2

4.8

b

4.4

3.2

2.8

2.4

2.0

-0

} 20
— 30
j40
j 50
j60
j 70
jBO
jQO
j 100
— 110
j 120
— 130
j 140
j 150
— 160

PPM (F1)

PPM (F2)

6.8

6.4

162



A partir das analises, foi verificado o isolamento dos compostos
Alvaradoina E e F, porém relatados somente no género Alvaradoa, estes nunca
foram relatados no género Picramnia, mostrando que a eliminagéo deste género na
Familia Simaroubaceae e inclusdo na Familia Picramniaceae, com ambos 0s
géneros citados inclusos nela, em relagéo ao perfil quimico, se reforca a partir desse
relato.

Em relagéo ao espectro de massas no modo full scan (FIGURA 4.58),
ele confirmou a presenca de ambas as moléculas através da proposta de
fragmentacao mostrada na FIGURA 4.68.

o m/z 429

m/z 239 m/z 281

FIGURA 4.68 — Proposta de fragmentacéo ocorrida nas substancias 15 e 16.

A partir de todos os dados discutidos, a confirmacdo da massa
molecular m/z 429 para ambos os diastereocisbmeros 15 e 16, e as atribuicdes de

RMN de 'H e 3C (TABELA 4.7) em comparacgéo com a literatura (PHIFER et al.,
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2007) foram identificadas as substancias 15 e 16. Apesar de esta comparacao ter
sido realizada em solventes deuterados distintos, o relato das correlagdes
bidimensionais citadas no artigo fez com que houvesse a confirmacdo dos mesmos
em mistura. Sao apresentados os dados de um dos compostos da literatura utilizado
como base de referéncia (PHIFER et al., 2007).

15 16
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TABELA 4.7 — Dados de RMN de *H (CDs;OD, 400 MHz) e **C (CDs;OD, 100 MHz)
das antronas 15 e 16 e comparagao com a literatura

15 16 Alvaradoina F (16)

C 34 (J) ¢ 34 (J) ¢ 3 Lit.” (J) ¢ Lit.”
o)

1 - 163,41** - 163,41** - 162,9

la - 118,77* - 116,62** - 116,1

2 6,72 s 117,45** 6,69 s 116,89** 6,70 s 116,6

- 148,46** - 149,02** - 148,7

4 6,97 s 122,64 6,86 s 116,69 6,90 s 120,2

4a - 142,22** - 147,77** - 146,7

5 6,99d (7,48 Hz) 119,21 7,10d (7,32 Hz) 121,41 7,18 d (7,5 Hz) 121,2

5a - 147,25** - 142 ,35** - 142,4

7,491 (7,5 Hz) 136,88** 7,491 (7,5 Hz) 136,30** 7,53 dd (8,0; 7,9 Hz) 136,1

7 6,83d (8,56 Hz) 116,69 6,87d (8,56 Hz) 117,22 6,88 d (7,9 Hz) 116,8

- 163,54** 163,54** - 163,1

8a - 116,62** 118,77** - 118,3

9 - 195,34 - 195,34 - 195,0
10 4,60 sl 44,30 4,60 sl 44,30 4,66 d (2,3 Hz) 43,9
11 2,38 s 22,08 2,40 s 22,18 2,40 s 22,0

1-OH - - - - 11,92 -
8-OH - - - - 12,04 -

1 5,60 s 95,09 5,60 s 95,09 5,62s 94,4
2 3,62-3,67m 70,91 3,62—-3,67m 70,91 3,66 —-3,70m 70,5
3 3,62 —-3,67m 73,35 3,62 —-3,67m 73,35 3,66 —-3,70m 73,1
4 3,55-3,64m 68,26** 3,55-3,64m 68,35** 3,59-3,61m 68,3
5 3,75m 81,82** 3,75m 81,95** 3,86 dd (9,9; 2,5 Hz) 81,4

1’ - 169,81 - 169,81 - 168,3
2" 1,75s 20,39** 1,77 s 20,43** 1,78 s 20,4

* Obtido em acetona deuterada.

** As atribuicdes dos carbonos quaternarios podem estar trocados pela baixa

intensidade obtida e/ou pelo coalescimento no registro do espectro de RMN de *3C.
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4.1.3 — Esterdides

4.1.3.1 — B Sitosterol ( 7)

A substancia 7 foi isolada da fracdo TSPH/05/06, proveniente dos
sucessivos fracionamentos cromatograficos da particdo hexanica do caule de T.
schomburgkianum. Como este composto ja foi discutido neste trabalho, aqui sera
somente mostrado o espectro de RMN de *H (FIGURA 4.69) e o espectro de massas
via CG/EM (FIGURA 4.70) na confirmacéo da substancia 7.
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FIGURA 4.70 — Espectro de massas via CG/EM como confirmacao do isolamento de
7.

166



4.1.4 — Triterperpenos

4.1.4.1 — 3B-hidroxiglutin-5-eno ( 17)

A substancia 17 foi isolada da fracdo TSPH/02/02+03/02, proveniente
dos sucessivos fracionamentos cromatograficos da particdo hexanica do caule de T.
schomburgkianum. Para este composto, apesar de ndo ser inédito, uma busca feita
através do banco de dados SciFinder mostrou oito referéncias do composto acima,
entretanto, na Familia Anacardiaceae € o primeiro relato do seu isolamento. Esta

substancia foi enviada para a avaliacdo da atividade inseticida e fungicida.

O espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) mostrou um sinal em &y
5,63 (dl, J = 6,0 Hz) integrando para 1H, caracteristico de hidrogénio olefinico, um
sinal em &y 3,46 (ddl, J = 2,3; 3,3 Hz) integrando também para 1H, referente ao

hidrogénio ligado no C-3 geminal a uma hidroxila (FIGURA 4.71).
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FIGURA 4.71 — Regido relativa aos sinais desblindados do espectro de RMN *H de
17.
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Na regido mais blindada do espectro observa-se, além dos sinais
referentes aos grupos metilénicos entre &y 2,04 a 1,22, oito sinais referentes a
grupos metilicos em &4 1,16; 1,14; 1,09; 1,04; 1,00; 0,99; 0,96 e 0,85, como mostra a
FIGURA 4.72.

FIGURA 4.72 — Regido relativa aos sinais blindados do espectro de RMN *H de 17.

O espectro de RMN de *C contém 30 sinais de deslocamentos
quimicos, sendo que foram observados, além dos sinais referentes a regidao de
carbonos do tipo sp® metilicos, metilénicos, metinicos e quaternarios n&o
funcionalizados, um sinal em &; 76,3 referente ao carbono metinico ligado a hidroxila
e dois sinais em & 141,6 e 122,0 caracteristicos de carbono do tipo sp? como
mostra a FIGURA 4.73.

Na analise do espectro de HSQC, foram observados os picos cruzados
entre &y 3,46 / &, 76,3; &4 5,63 / 8. 122,0, mostrando que o carbono em &; 141,6 trata-
se de um carbono totalmente substituido, indicando o posicionamento da dupla
ligacdo em C-5. Os picos cruzados referentes aos grupos metilicos foram
observados entre &4 1,16 / &:32,0; &4 1,14 / 8. 25,4; &4 1,09 / &:19,6; o4 1,04 / . 28,9;
o1 1,00/ 6. 18,2; 840,99 / 8. 32,4; 610,96 / 8. 34,5 e 640,85/ & 16,2.
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FIGURA 4.73 — Espectro de RMN de **C do composto 17.

Assim, através destas analises e em comparacdo com a literatura
(GONZALEZ et al., 1987), foi possivel a confirmacédo do isolamento do composto
triterpénico pentaciclico do tipo oleanano conhecido como 3p-hidroxiglutin-5-eno
(17). A Tabela 4.8 apresenta os dados de RMN de **C de 17 em comparac&o com a
literatura (GONZALEZ et al., 1987).

17
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TABELA 4.8 - Dados de deslocamentos de RMN de **C (CDCls;, 100 MHz) do 3p-

hidréxiglutin-5-eno (17) e comparacao com a literatura

H Oc O Lit.
1 18,2 18,3
2 27,8 27,9
3 76,3 76,4
4 40,8 40,9
5 141,6 141,7
6 122,0 122,1
7 23,6 23,7
8 47,4 47,5
9 34,2 34,9
10 49,7 49,8
11 33,1 33,2
12 30,3 30,4
13 37,8 37,9
14 39,3 39,4
15 34,6 34,7
16 36,0 35,1
17 30,3 30,1
18 43,0 43,2
19 35,0 351
20 28,2 28,3
21 32,0 32,2
22 38,9 39,0
23 28,9 29,0
24 25,4 25,5
25 16,2 16,2
26 18,2 18,4
27 19,6 19,6
28 32,4 32,4
29 32,0 32,1
30 34,5 34,6

170



4.1.4.2 — Mistura de olean-12-eno ( 18), famirenona ( 19) e friedelina ( 20)

As substancias 18 - 20 foram identificadas em mistura contida na
fragdo TSPH/02/02+03/01, proveniente dos sucessivos fracionamentos
cromatograficos da particdo hexanica do caule de T. schomburgkianum. Devido a
pouca quantidade deste material, foi dado enfoque na analise via CG/EM por, além
de ser uma técnica mais sensivel em relacdo, por exemplo, a Ressonancia
Magnética Nuclear, poderia, em teoria, fornecer uma maior informacgéo estrutural na
diferenciacdo dos diferentes tipos de classes de terpenos pelas fragmentagbes
propostas. Vale ressaltar que foram realizados os espectros de RMN de *H (600
MHz) e *C (150 MHz), porém estas informacdes foram utilizadas somente na

confirmacéo da estrutura.

Na andlise do espectro de CG/EM, foram vistas trés bandas

majoritarias durante a corrida cromatografica, como mostra a FIGURA 4.74.
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FIGURA 4.74 — Espectro de CG/EM, juntamente com a ampliacdo, da mistura de 18
- 20.

Foram gerados os espectros de massas de cada uma das bandas e

descritos conforme o aumento de seu tempo de retencédo (Figura 4.75).
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Ao analisar todos o0s espectros de massas, pode-se notar uma
semelhanca na faixa intermediaria dos picos de massas, mais especificamente os
ions m/z 218 e 205 (OGIHARA e tal., 2000; SHIOJIMA e tal., 1992). Por se tratar de
uma mistura de triterpenos, isso gera uma duvida quanto as suas classes. Assim,
pela presenca destes fragmentos, existiu uma grande possibilidade de se tratar de
um esqueleto friedelano, ursano ou oleanano, juntamente com o posicionamento da

dupla ligacdo em C-12 (Figura 4.76)

Vale ressaltar que todos os M" estabelecidos para 0os compostos
descritos abaixo foram considerados como uma unidade de massa atémica a menos
que o valor mostrado no espectro de massas, devido a um problema de calibragao

para as massas de alta unidade de massa atémica.
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FIGURA 4.75 — Espectros de Massa: (A) primeira banda cromatogréfica; (B)

segunda banda cromatogréfica e (C) terceira banda cromatogréfica.
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m/z 218

Olean-12-eno

FIGURA 4.76 — Fragmentacdo do tipo Retro Diels-Alder gerando o fragmento m/z
218.

Para o espectro obtido em (A), a analise do ultimo ion gerado como
sendo o pico do ion molecular M™, m/z 411, obrigatoriamente esta molécula em
questdo deveria possuir um numero impar do atomo de nitrogénio, sendo assim
impossivel para os compostos em discussédo ou o equipamento se descalibrou para
massas altas. Com isso, ha duas possibilidades em assumir M* como sendo m/z
410 ou m/z 412, porém a ultima hip6tese foi descartada pela auséncia de um sinal
referente a um hidrogénio oximetinico no espectro de RMN de *H, indicando a
probabilidade de n&o ter nenhum substituinte em C-3 ou a presenga de carbonila
naquela posicdo. Assim, a analise da fragmentacdo feita na FIGURA 4.76,
assumindo M™ como sendo m/z 410 e a formacgédo do fragmento em m/z 218, o
fragmento perdido passa a ser m/z 192, e a Unica possibilidade é possuir dois
hidrogénios ligados em C-3 (R = H). Portanto, para a banda (A), o composto foi
identificado como olean-12-eno (20), com base em comparagdo com a literatura
(AGETA et al., 1995).

Para o espectro obtido em (B, FIGURA 4.75), h4 uma grande
similaridade com o discutido anteriormente, com excecdo de alguns ions e de
possuir uma maior intensidade em m/z 205, mostrando pertencer a mesma classe
de triterpeno, oleaneno. Juntamente com este fato, a presenca agora de M™ como
sendo m/z 424, faz com que haja outro padrédo de substituicdo em C-3 e, pela
diferenca das unidades de massa atémica com M" do composto discutido

anteriormente, mostra agora a presenc¢a de um grupo carbonila em C-3.

Uma diferenca significativa entre os espectros em (A) e (B) é vista no
ion m/z 205, sendo que em (B) sua intensidade relativa € muito maior. Uma hipétese
pode ser dada a uma maior contribuicdo de um determinado fragmento com a

mesma unidade de massa atdOmica e que pode estar sendo influenciada, por
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exemplo, por um determinado grupo funcional. Algumas possibilidades de
fragmentacdes para os ions m/z 218 e m/z 205 das moléculas sem presenca de
substituinte em C-3 e com a substituicio com o grupo carbonila em C-3 sédo
mostrados abaixo (FIGURA 4.77).
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FIGURA 4.77 — Possibilidades de fragmentacdes para os ions em m/z 218 e m/z 205
para as moléculas sem substituicio em C-3 e com a presenca do grupo carbonila
em C-3.

Com estas propostas de fragmentacdo, juntamente com dados da
literatura (CARVALHO et al., 1998), foi identificado este composto como sendo 3-

oxo-olean-12-eno (19), mais conhecido como 3-amirenona.

Para a ultima banda observada (C), ao analisar o espectro de massas,
principalmente M™ em m/z 426 em comparacdo com o anterior (m/z 424), mostra um
aumento de duas unidades de massa atdémica, 0 que representa a possibilidade de
nao mais possuir uma dupla ligacdo na molécula. Com estes dados e comparacao
com a literatura (IGOLI & GRAY, 2008), este foi identificado como friedelan-3-ona
(IGOLI & GRAY, 2008), que apresenta os ions em comum de 426 [M]"; 302; 273;
218; 205; 163; 123 e 95 u.m.a. tendo intensidades semelhantes a 20, (FIGURA 4.75)

e este foi identificado como friedelan-3-ona (20), conhecida também como friedelina.

Assim, as estruturas identificadas na fragcdo TSPH/02/02+03/01 como

uma mistura ternaria sao ilustradas na FIGURA 4.78.
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18 19 20

FIGURA 4.78 — Substancias identificadas na fracdo TSPH/02/02+03/01.

4.1.4.3 — Lupeol ( 21)

O composto 21, proveniente da fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05, foi
identificado como sendo o composto majoritario da mistura. Os compostos

minoritarios foram identificados e descritos no proximo item da presente tese.

No espectro de RMN de 'H (CDCl;, 400 MHz) desta fracdo foram
observados sinais caracteristicos de compostos com o esqueleto triterpénico, como
relatado anteriormente (FIGURA 4.79).
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FIGURA 4.79 — Espectro de RMN de *H da fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05.
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Pode se observar que, além da regido referente aos deslocamentos
guimicos dos grupos metilicos, metilénicos, mitinicos ndo funcionalizados, existem
sinais referentes a hidrogénio oximetinico e hidrogénios ligados a carbono de
hibridacdo sp® Isto leva a possibilidade de haver um triterpeno com um grupo
hidroxila ligado em C-3, como foi verificado no composto 17, porém a presenca de
um singleto em &y 1,65 (referente a um grupo metilénico ligado a carbono sp?) e os
sinais em &y 4,66 (d, J = 2,3 Hz) e &4 4,53 (dddist, J = 1,2 e 2,3 Hz) demonstram que
ndo mais se trata de uma dupla ligagdo endociclica, deve existir uma cadeia lateral
no esqueleto triterpénico devido a estes sinais observados. Portanto, devido a estas
observacdes, esta molécula pertence a classe dos triterpenos do tipo lupano, e com

os deslocamentos quimicos vistos, mostram ser caracteristicos do composto lupeol.

Para a comparagdo com o composto lupeol (padréo), foi registrado o
especto de RMN de 'H do mesmo e comparado com a fracdo
TSPH/03+04/04/03/02/05, como mostra a FIGURA 4.80.
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FIGURA 4.80 — Comparac&o dos espectros de RMN de *H entre o padréo lupeol e a
fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05.
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Esta fragéo foi injetada no CG/EM, juntamente com o padrao lupeol,
como mostra a FIGURA 4.81.
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FIGURA 4.81 — Espectro de CG/EM da fragdo TSPH/03+04/04/03/02/05, junto com a

comparac¢ao com o padréo lupeol (em vermelho).

Assim, a estrutura referente ao composto majoritario identificada na
fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05 € mostrada na FIGURA 4.82.

21

FIGURA 4.82 — Substancia 21 identificada na fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05.
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4.1.4.4 — Mistura de B-amirina ( 22) e g-amirina ( 23)

As substancias 22 e 23 provenientes da fracéo
TSPH/03+04/04/03/02/05 foram identificadas como sendo 0s compostos minoritarios
da mistura, como mostrado no cromatograma descrito no item anterior (FIGURA
4.83).
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FIGURA 4.83 — Cromatograma de CG/EM da fragdo TSPH/03+04/04/03/02/05 e a

presenca dos minoritarios 22 e 23.

Na tentativa da identificacdo dos compostos minoritéarios, inicialmente
realizou-se andlise no espectrdmetro de massas, através de infusdo direta utilizando
a fonte APCI, nos modos full scan e product ion (FIGURA 4.84). Esta analise ndo
mostrou suficiente para a identificacdo dos mesmos, pois uma hipotese foi levantada
nesta parte, se existe a possibilidade da presenca de massas moleculares idénticas
dos compostos minoritarios juntamente com o lupeol e, portanto, somente a
realizacdo de uma infusdo direta ndo distinguiria 0s compostos minoritarios,
diferentemente da realizacdo de um experimento de CG/EM com a separacao de

cada banda cromatografica.
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TSPH/03+04/04/03/02/05, juntamente com o espectro no modo product ion do ion
m/z 427 .

Assim, foram analisadas as bandas minoritarias através dos espectros
de massas por impacto eletrénico gerados das mesmas (FIGURAS 4.85 e 4.86). A
analise mais detalhada indica presenca novamente de compostos da classe dos
terpenos pelas fragmentacdes caracteristicas ja discutidas.
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FIGURA 4.85 — Espectro de massas via CG/EM da primeira banda minoritaria
proveniente da fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05.
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FIGURA 4.86 — Espectro de massas via CG/EM da segunda banda minoritaria
proveniente da fracdo TSPH/03+04/04/03/02/05.

Como ja foi discutido no item anterior, 0 composto majoritario presente
nesta fragcdo estd em quantidade muito alta em relacdo aos outros dois compostos,
visto que no espectro de RMN de 'H ndo se define os sinais caracteristicos dos
compostos minoritarios por estarem em uma relagao sinal/ruido muito baixa, o que é
esperado, visto que esta técnica ndo se mostra tdo sensivel comparada com a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Assim, a partir de uma
andlise detalhada dos fragmentos, juntamente com comparagdo com a literatura
(ASSIMOPOULOU & PAPAGEORGIOU, 2005) e eles apresentarem grande
similaridade e a presenca do pico base com m/z 218, relativo ao retro-Diels-Alder da
molécula, indica a presenca de compostos da classe dos oleananos e ursanos com
insaturacdo em C-12. Os demais fragmentos possuem m/z 203 e 207 (FIGURA
4.87).

Com base nestas informacfes e principalmente por comparacdo dos
espectros relatados no trabalho de DIAS et al. (2011), foram identificadas as
substancias como B-amirina (22) e a-amirina (23). Dias e colaboradores (2011)

efetuaram a separacdo destes isbmeros através da Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia no modo semi-preparativo e confirmou as estruturas presentes atraves

dos registros dos espectros de RMN de *H e *3C.

Em relacdo a fragmentacdo referente ao composto (-amirina, a
transicdo entre m/z 218 a m/z 203, além de gerar um anel de seis membros, mais
estavel em relacdo ao outro composto, a clivagem homolitica com saida da metila
torna a presenca de um radical terciario, muito mais estavel que as outras
fragmentacdes apresentadas para a a-amirina. Assim sendo, com base nesta
justificativa proposta, foi definida a primeira banda cromatogréfica para 22 e a

segunda para 23.
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FIGURA 4.87 — Proposta de fragmentacédo para a diferenciacdo dos isbmeros 22 e
23.
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4.1.5 — Flavonodides

4.1.5.1 — Flavona ( 24)

A substéncia 24, presente na fracdo TSPH/07/04/05, proveniente dos
sucessivos fracionamentos cromatograficos da particdo hexanica do caule de T.
schomburgkianum foi identificada como sendo um flavondide da classe da flavona,
sem a presenca de nenhum substituinte em seu anel aromatico, cujo nome IUPAC é
2-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona (24). Este composto ja € descrito na literatura
juntamente com suas atividades biolégicas (VALDAMERI et al., 2010), porém o seu

isolamento de Anacardiaceae nunca foi descrito.

O espectro de RMN de 'H mostrou a presenca, além de sinais de
deslocamentos quimicos referentes a impureza, sinais com caracteristicas de
hidrogénios aromaticos desblindados, caracteristicos da classe dos flavondides
(FIGURA 4.88, RMN de *H, CD;0D, 400 MHz).
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FIGURA 4.88 — Espectro de RMN de *H da substancia 24.
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A partir da ampliagdo dos sinais referentes ao composto (FIGURA
4.89), a presenca de um singleto em &y 6,96 determinou a presenca de um
esqueleto tipico de um flavondide, sendo este caracteristico de hidrogénio H-3
presentes em flavonas. Em relacdo a regido aromatica, foram verificados a presenca
de 9 sinais para os hidrogénios, mostrando que a mesma nao possui nenhum
substituinte nos anéis A e B. Assim, somente com o registro dos espectros de 1D
tornaria dificil distinguir cada sinal para sua correta atribuicdo. O espectro de RMN
13C (FIGURA 4.90) mostrou a presenca de 13 sinais para carbonos, ja que a
auséncia de substituinte tornam os hidrogénios H-2" equivalente a H-6" e H-3
equivalente a H-5" e, consequentemente, o0 mesmo efeito com os carbonos ligados a

estes hidrogénios, totalizando assim 15 carbonos.
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FIGURA 4.90 — Espectro de RMN de **C da substancia 24.

A confirmacdo em relacdo a correta atribuicdo dos valores de
deslocamentos e suas respectivas posi¢coes se deu através dos mapas de contornos
HSQC (FIGURA 4.91) e HMBC (FIGURAS 4.92 e 4.93). Vale ressaltar que, apesar
da molécula ja ser descritas em artigos especializados, em relacdo a atribuicdo de
deslocamentos quimicos, nao foi possivel encontrar dados confiaveis para a

molécula em questéo.

A partir da analise dos mapas de contornos mostrados abaixo, onde
foram atribuidos todos os carbonos e hidrogénios, assim como as correlagfes a
longa distancia, principalmente os picos cruzados entre H-3/ C-4, C-4a, C-2e C-1" e
H-6 / C-8 e C-4a (TABELA 4.9), aliada a informacéo obtida através da analise via
CG/EM ([M+H]" (m/z 222, M* e P.B.), como mostrado na FIGURA 4.94, confirmou a
estrutura de 24.
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FIGURA 4.91 — Mapa de contornos HSQC da substancia 24.
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FIGURA 4.94 — Espectro de massas via CG/EM de 24.
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24

TABELA 4.9 - Dados de deslocamentos de RMN de 'H (CD3;OD, 400 MHz) e *3C
(CDsOD, 100 MHz) de 24

Posicéo Sn (J) Oc
2 - 165,96
3 6,94 s 107,73
4 i 180,67
4a - 124,62
5 8,17 dd (8,0 e 1,6 Hz) 126,20
6 7,521td (8,0 e 1,0 Hz) 126,82
7 7,84 ddd (8,2; 8,0 e 1,6 Hz) 135,78
8 7,76 dd (8,2 e 1,0 Hz) 119,56
8a - 157,87
i - 132,76
2 8,07 dd (7,7 e 1,5 Hz) 127,62
3 7,58 —-7,61m 130,30
4 7,58 -7,61m 133,15
5 7,58 —-7,61m 130,30

6 8,07 dd (7,7 e 1,5 Hz) 127,62
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4.2 — NANOPARTICULAS

Neste item deste presente trabalho sera discutido todo o
desenvolvimento das nanoparticulas contendo compostos ativos, sendo que este foi
realizado em duas partes, ou seja, o trabalho foi inicialmente realizado no Centro de
Quimica Medicinal (CEQUIMED-UP) da Faculdade de Farmécia da Universidade do
Porto sob co-orientagcdo da Profa. Dra. Madalena Maria de Magalhdes Pinto, onde
foram obtidos resultados néo tdo satisfatorios, porém promissores para posterior
estudo e melhoramento dos parametros avaliados. Finalmente esta parte do trabalho
foi concluida no Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos,
no Laboratério de Nanoparticulas, sob co-orientacdo do Prof. Dr. Moacir Rossi

Forim.

4.2.1 — Inicio do desenvolvimento das nanoparticulas

Para o inicio do processo de encapsulamento foi estudado o composto
alizarina, visto que, sendo este adquirido comercialmente, se dispdor de uma maior
guantidade para os testes iniciais. Ap6s estabelecimento dos parametros

importantes, foi iniciado o estudo com o composto crisofanol.

Como parte inicial do trabalho, foram registrados os espectros de U.V.
da alizarina e crisofanol, juntamente com a determinacdo de suas solubilidades em
MeOH e ACN, para determinar o maximo de absorcdo para, posteriormente, ser
analisada em HPLC. Para isso, foram colocadas as mesmas quantidades de
alizarina (1,1 mg) em 2 mL de MeOH e ACN para ver a solubilidade neles. Para o
ensaio em ACN, ndo houve completa solubilidade, permanecendo a amostra turva,
diferentemente da solucdo preparada em MeOH. Assim, através de uma diluicdo, foi
obtida uma nova solucdo de 50 yM e obtido seu espectro de U.V., como mostrado
abaixo pela FIGURA 4.95.
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FIGURA 4.95 - Espectro de U.V. em MeOH do composto alizarina.

A partir da determinagdo do comprimento de onda a ser utilizado nas
analises em HPLC (A 247 nm), e apos diversos testes cromatograficos em busca de
uma otimizacdo da metodologia de andlise, foi definido a utilizacdo da coluna
Nucleosil C18 (¢ 4,6 x 250 mm, 5 um), volume de injecdo de 20 pL, fluxo de 1
mL/min, tempo de corrida em 10 minutos utilizando como fase movel o sistema
MeOH:H,0 8:2.

Para o composto crisofanol foi utilizado o mesmo procedimento
descrito acima para a obtencdo do espectro de U.V. em MeOH como é mostrado
abaixo através da FIGURA 4.96.
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FIGURA 4.96 - Espectro de U.V. em MeOH do composto crisofanol.
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A partir da determinacdo do comprimento onda utilizado nas analises
em HPLC (A 257 nm), os parametros cromatogréaficos foram os mesmos otimizados

para o composto alizarina.

A partir deste ponto, foi realizada uma busca de uma metodologia
eficiente e estavel para as nanoparticulas, iniciando o trabalho utilizando protocolos
de preparacao ja utilizados anteriormente pelo grupo de pesquisa (TEIXEIRA et al.,
2005), preparando somente as nanoesferas com o polimero PLGA com volume final

de 10 ml, cuja composicao utilizada encontra-se descrita na TABELA 4.10.

TABELA 4.10 — Composigéo das nanoesferas contendo Pluronic® F-68

Composicéao Nanoesferas

Fase Organica

PLGA 50 mg
Alizarina Diferentes concentragbes
Acetona 10 mL

Fase aquosa

0,25% (w/v) Pluronic® F-68 10 mL

As concentragfes utilizadas foram 150, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL,
sendo que em todos os casos (duplicata), houve instabilidade na formulacdo e a ndo

formacao das nanoesferas, ilustradas pela FIGURA 4.97.
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Fonte: Foto do autor

FIGURA 4.97 — Exemplos de nanoesferas de PLGA contendo alizarina.

Ao analisar detalhadamente, provavelmente a instabilidade do sistema
disperso causou a agregacdo, onde as particulas aderiram umas as outras,
aumentando de tamanho sucessivamente. Inicialmente houve a formacdo de
floculagcédo, este podendo ou ndo sedimentar ou formar a separacdo das fases.
Contudo, com a formacéo de particulas maiores e mais densas, houve a formacao
de coagulacéo, onde foi visivel a formacéo de particulas mais densas que o meio
(sedimentacédo) e a formacao de creme pela formacdo de particulas menos densas
gue o meio. Todas estas observacbes foram vistas nos sistemas contendo o0s
ingredientes contidos e ja descritos na formulacdo em questdo. A FIGURA 4.98

ilustra este processo de instabilidade.
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FIGURA 4.98 — Diferentes mecanismos gerados no processo de instabilidade de

uma disperséo.

Na tentativa de se obter uma formulacdo que fornecesse as
nanoesferas estaveis, foi substituido o polimero PLGA pelo polimero PCL
(BERNARDI et al., 2009) e utilizando a concentragdo do composto alizarina de 25

Mg/mL em duas formulacdes diferentes (TABELA 4.11).

TABELA 4.11 — Composi¢ao das nanoesferas contendo Span 60 e Tween 80

12 Formulacéo 22 Formulacéo

Composicgéao

Fase Organica

Composicgéao

Fase Organica

PCL 100 mg PCL 50 mg
Alizarina 25 pg/mL Alizarina 25 pg/mL
Span® 60 77 mg Span® 60 77 mg
Acetona 27,32 mL Acetona 27,5mL
Fase aquosa Fase aquosa

77 mg Tween® 80 53 mL 77 mg Tween® 80 53 mL

194



A partir da preparagao destas, a segunda formulacéo apresentou uma
maior estabilidade, porém ainda néo satisfatério, ja que formavam aglomerados de
polimero, causando assim um problema na formulagcédo final. Apesar deste fator,
foram confeccionadas nanoesferas com concentracdo de 75 e 50 ug/mL utilizando a
segunda formulacdo para obter um valor estimativo em relacdo a andlise da taxa de

encapsulacéo.

Para as etapas seguintes, adicdo do acucar (agente crioprotetor) e
centrifugacéo foi testada em diversos sistemas contendo trealose e glucose em
porcentagens diferentes (5, 4 e 3% para cada) e analise do tempo e rotacdo para a
parte da centrifugacéo utilizando nanoesferas vazias. Assim, através dos resultados
obtidos, foi verificado que a adicdo de 5% de glucose ndo causava nenhum tipo de
instabilidade nas nanoesferas. Porém, na centrifugacdo, a utilizacdo de 9000 rpm
por 3 h ndo foi suficiente para a sedimentacdo das mesmas, sendo necessaria a
utilizacdo de uma ultracentrifuga que disponha de rotagfes acima deste valor.

Em relacdo a adicdo do agente crioprotetor, este foi avaliado para
posterior secagem do material através do processo de freeze-drying, com o objetivo
de aumentar a estabilidade da formulacdo, quanto em manter as caracteristicas
fisico-quimicas, evitando altera¢cdes ou mesmo degradacdo do material ao longo do
tempo de armazenagem. Este processo envolve trés passos principais:
congelamento ou solidificacdo do material, secagem primaria (envolve a sublimacao
da 4gua no estado solido) e secagem secundaria (desor¢do da agua residual), e
como este processo pode gerar muito estresse e desestabilizando a suspenséo
coloidal das nanoparticulas, ha a necessidade de se utilizar um agente crioproptetor
a fim de proteger de possivel agregacdo das nanoparticulas durante o estresse
causado pelo congelamento (ABDELWAHED et al., 2006).

Apesar de obter um melhor resultado utilizando esta nova formulacao
das nanoesferas, esta apresentava precipitacdo do polimero em algumas amostras
e instabilidade no armazenamento a baixa temperatura. Assim, por estes aspectos,
foi feito uma busca bibliografica em artigos especializados para obter indicacdes
sobre formulacdes que fornecessem um melhor comportamento no que diz respeito
a estabilidade em todos os parametros descritos anteriormente. Assim, um

procedimento encontrado (ZILI et al., 2005) que se aproximava mais dos dados ja
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obtidos, foi adotado porém com algumas modificacbes na formulacao descrita pelo
artigo (TABELA 4.12 e FIGURA 4.99).

TABELA 4.12 — Composicao das nanoesferas contendo Span® 80 e Tween® 80

Composigéo Nanoesferas

Fase Organica

PCL 69 mg
Principio ativo Diferentes quantidades
Acetona 13 ml
Span® 80 25 mg

Fase aquosa
Tween® 80 50 mg

Agua 25 ml

Fonte: Foto do autor

FIGURA 4.99 — Exemplos de nanoesferas e nanocépsulas de PCL contendo

crisofanol.
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Ao verificar que esta metodologia fornecia nanoesferas estaveis, foram
preparadas nanoesferas vazias para ajustar o valor de centrifugagcdo que melhor
resultasse na sedimentacdo da mesma. Assim foram realizados diversos testes
variando a velocidade (10000 a 30000 rpm) e tempo (15 a 30 min) de permanéncia
na centrifuga, obtendo assim um valor de 20000 rpm por 25 minutos a 20°C. Foi
repetido o ensaio para determinar a quantidade do agente crioprotetor (trealose e
glucose em diferentes concentracdes) e obtendo o valor de 5% de massa em

relacdo ao volume.

Com todos os parametros ajustados na preparacdo de nanoesferas,
foram utilizadas diferentes quantidades dos compostos alizarina e crisofanol sem e
com a presenca de uma solucdo tampéo fosfato 0,001M ajustado a pH 5,0 para

avaliar uma possivel melhora na taxa de encapsulacao.

Para a busca de uma metodologia para as nanocapsulas, houve
também problemas para obter uma formulagdo que apresentasse uma melhor
estabilidade, sendo que foram testadas as mesmas composi¢cdes acima descritas
com a diferenca da adicdo de um 6leo (Myritol® 812 ou miristato de isopropila).
Todas as formulagcBes descritas acima com a presenca deste 6leo causaram
também instabilidade para as nanocapsulas, exceto com a formulacdo modificada
(ZILI et al., 2005).

Um fator importante foi verificar se a estabilidade poderia ser somente
devido a mudanca do polimero ou pela utilizacdo do 6leo. Para isso, foi testada a
solubilidade dos compostos em miristato de isopropila e em benzoato de benzila,
ambos ja bastante relatados os seus usos na confec¢do de nanocapsulas. Para isso,
foi testada a solubilidade da alizarina em miristato de isopropila e em benzoato de
benzila, sendo que neste teste foi adicionada uma quantidade do composto até notar
a saturacdo do mesmo no 6leo. A FIGURA 4.100 mostra um dos testes comparando
a solubilidade do composto alizarina em miristato de isopropila e benzoato de

benzila.
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FIGURA 4.100 — Miristato de isopropila (esq.) e benzoato de benzila (dir.), cada um
contendo 5 mg de alizarina.

Assim, foi verificado que uma maior solubilidade se deu em benzoato
de benzila, provavelmente pela maior interacdo - ™ do anel aromatico em relacao
as interacbes entre a carboxila do miristato de isopropila frente ao esqueleto
antraquindnico. Aliado a esta observagcdo, nas nanocapsulas, a porcentagem de
composto encapsulado aumenta significativamente se o material que constitui o
ndcleo, neste caso o 6leo, € um bom solvente para 0 composto em questdo, ou seja,
a maior solubilidade auxilia na porcentagem e na eficiéncia de encapsulagcdo em
termos de sua concentracdo (COUVREUR et al., 2002). Esta consideracdo é que
torna as nanocapsulas mais vantajosas em relacdo as nanoesferas quando ha uma
necessidade de se obter o mdximo de composto encapsulado, ja que isto torna alta
a capacidade de encapsulamento comparando com o baixo conteddo polimérico
(FRESTA et al., 1996).

Assim, a partir da escolha do benzoato de benzila como o 6leo a ser
utilizado, outro aspecto analisado foi a quantidade do mesmo na formulagéo. Sendo
assim, foram testados diversos volumes de 6leo (125 L, 150 uL, 200 yL e 250 uL) e
verificando se, apos centrifugacéo, apresentava sobre a superficie goticulas de 6leo
nao encapsulado. Com isso, foi determinado que o volume utilizado seria de 200 pL

de benzoato de benzila.
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4.2.1.1 — Formulacao das nanoesferas e nanocépsulas

Como foi descrito anteriormente, ap0s diversas alteracbes e
modificacbes na formulacdo, seguem abaixo as formula¢des iniciais para
nanoesferas (TABELA 4.13) e nanocapsulas (TABELA 4.14) com todos os

ingredientes otimizados.

TABELA 4.13 — Formulacgdo inicial para nanoesferas

Composigéo Nanoesferas

Fase Organica

PCL 69 mg

Composto a ser encapsulado Diferentes quantidades*
Acetona 13 mL

Span® 80 25 mg

Fase aquosa

Tween® 80 50 mg

Agua 25 mL

*Alizarina: 1,0; 0,6 mg e 0,6 mg utilizando uma solucdo tampéo fosfato ajustada a pH 5,0.

Crisofanol: 1,0; 0,5; 0,2 mg e 0,2 mg utilizando uma solucéo tampao fosfato ajustada a pH 5,0.

TABELA 4.14 — Formulacgdo inicial para nanocapsulas

Composigéao Nanocapsulas

Fase Organica

PCL 69 mg
Benzoato de benzila 200 pL*
Acetona 13 mL
Span® 80 50 mg
Fase aquosa

Tween® 80 50 mg
Agua 25 mL

* No volume de 200 uL utilizou-se da solugédo saturada, previamente preparada, apoés filtracdo em
0,45 um.
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4.2.1.2 — Determinacdo da taxa de recuperagao e eficiéncia de encapsulagcao

nas nanoparticulas

Para a determinacdo da taxa de encapsulacdo das nanoesferas e
nanocapsulas, juntamente com a determinacdo da quantidade maxima dos
compostos dissolvidos em benzoato de benzila para as nanocépsulas com a
guantidade maxima de composto, foram confeccionadas suas respectivas curvas de
calibracdo e analisadas via HPLC. Em relacdo a determinacdo dos parametros
supracitados, inicialmente, foi verificado que ndo haveria a existéncia de nenhum
outro composto presente na composi¢cdo que poderia estar coeluindo e interferindo
na medicéo durante as analises via HPLC. Assim, foi obtido um espectro de U.V. da
alizarina, crisofanol e benzoato de benzila (0 Unico provavel interferente na
quantificacdo) para garantir que, tendo como base a escolha dos comprimentos de
onda a ser utilizado e, consequentemente na determinacdo da quantidade de
compostos encapsulados, ndo haveria a existéncia de nenhum outro composto em
coeluicdo e garantindo assim que a medicao seja o valor real existente na amostra.
Para essa analise foi realizada também a injecdo da mistura alizarina e
crisofanol/benzoato de benzila. Os espectros de U.V. foram obtidos nas mesmas
concentracbes (20 uM) para os trés compostos citados anteriormente (FIGURA
4.101).
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FIGURA 4.101 — Espectro de U.V. de alizarina, crisofanol e benzoato de benzila em
iguais concentracoes.

Como mostra a FIGURA 4.101, apesar da interferéncia na absorcao do
benzoato de benzila nos comprimentos de onda escolhidos para a analise da
alizarina e do crisofanol, 247 e 257 nm, respectivamente, seria possivel a analise de
alizarina e crisofanol na presenca do 6leo por cromatografia. Assim, ao proceder a
analise em HPLC, os resultados foram satisfatorios para a mistura
crisofanol/benzoato de benzila, mas para a mistura alizarina/benzoato de benzila a
diferenca nos tempos de retencdo foi muito pequena (0,02 min.), e mesmo para
diferentes fases moveis (acetonitrila, isopropanol, butanol, hexano), diferentes
fluxos, proporcbes e diferentes fases estacionarias (em fase normal houve uma
separacao, mas nao total para permitir assim a quantificacdo). Uma alternativa para
solucionar este problema foi trabalhar no comprimento de onda visivel para a
quantificacdo (430 nm) para as nanocdpsulas, ja que neste comprimento de onda
nao houve a interferéncia do 6leo, sendo que para esta analise foram alteradas as
concentracfes para a curva de calibracdo pela menor deteccdo com relacdo a

absorcao. Portanto, para a andlise das nanoparticulas contendo alizarina foi feita a
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247 nm para as nanoesferas e a 430 nm para as nanocapsulas e, para

nanoparticulas contendo crisofanol, a 257 nm para as nanoesferas e nanocapsulas.

4.2.1.2.1 — Curva de calibragdo para nanoparticulas contendo alizarina e as

respectivas porcentagens de encapsulamento

Para a realizacdo das curvas de calibracao foram obtidas solu¢des nas
concentracfes de 50; 25; 12; 9; 6; 3 e 1,5 pg/mL, preparadas a partir da solucao
estoque de 100 pg/mL em THF:MeOH 7:3, para as analises das nanoesferas (Figura
4.102).

Curva de Calibracéo
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FIGURA 4.102 — Curva de calibracdo da alizarina a 247 nm para analise das

nanoesferas.

Em relagdo as nanocépsulas, foi utilizada uma solucdo estoque de
1000 pg/mL em THF:MeOH 7:3, e a partir da mesma foram preparadas solu¢cdes nas
concentracdes de 500; 250; 120; 90 e 60 pg/mL (Figura 4.103).

Curva de Calibragdo NC Alizarina
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FIGURA 4.103 — Curva de calibracdo da alizarina a 430 nm para analise das

nanocapsulas.
202



A partir das medicdes das areas obtidas em triplicatas nas analises das
nanoparticulas pela integracdo das bandas de HPLC e seguido de interpolacéo
através da equacdo da reta para cada uma das concentracdes, foram obtidos os

valores de taxa de encapsulacdo (TABELA 4.15).

TABELA 4.15 — Taxa de recuperacéo (%Rec.) e eficiéncia de encapsulacao (%E.E.)

das nanoesferas e nanocépsulas contendo alizarina

Quantidade Conc. Média Desvio %Rec. £ %E.E. + Desvio
(mg) (ug/ml) Area Padrio Desvio Padrao
(mV), n=3 (Area) Padrao
Nanoesferas
NSA 1,0 66,67 520,23 66,54 58,70 + 4,13 92,30 + 4,60
NSA 0,6 40,00 209,70 21,47 66,44 + 2,85 96,29 + 2,98
NSA 0,6 + 40,00 244,67 16,35 70,87 £ 0,66 99,03 +1,11
Tampao a pH
5

Nanocapsulas

6,15 40,97 63,79 1,54 90,48 +1,01 99,86 + 1,27

Em relacdo as nanoesferas sem e com a presenca da solugdo tampao,
ndo houve uma mudanca significativa nos resultados obtidos, uma vez que o
composto néo é totalmente insoltvel em H,O e este fato provavelmente fez com que
a adicdo do acido ndo alterasse a concentracdo do composto presente nas

nanoesferas.
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4.2.1.2.2 — Curva de calibracdo para nanoparticulas contendo crisofanol e as

respectivas porcentagens de encapsulamento

Para a realizagdo das curvas de calibragdes foram utilizadas uma
solugéo estoque de 100 pg/mL em THF:MeOH 7:3, preparada a partir das mesmas
concentracOes de 50; 25; 12; 9; 6; 3 e 1,5 pg/mL para as analises das nanoesferas e

nanocapsulas (Figura 4.104).
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FIGURA 4.104 - Curva de calibracdo do crisofanol a 257 nm para analise das

nanoesferas e nanocapsulas.

A partir das analises em CLAE e em triplicatas para cada uma das
concentragbes e, a partir da medicdo das areas obtida nas analises das
nanoparticulas e seguido de uma interpolacdo através da equacao da reta, foram

obtidos os valores de taxa de encapsulacédo (TABELA 4.16).
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TABELA 4.16 — Taxa de recuperagéo (%Rec.) e eficiéncia de encapsulacdo (%E.E.)

das nanoesferas e nanocapsulas contendo crisofanol

Quantidade Conc. Média Desvio %Rec. £ %E.E. £
(mg) (ug/ml)  Area (mV), Padrao Desvio Desvio Padrao
n=3 (Area) Padrao
Nanoesferas
NSC 1,0 66,67 57,75 2,48 15,57 +0,61 98,87 +0,89
NSC 0,5 33,33 116,99 8,82 58,09+3,91 86,15+2,87
NSC 0,2 13,33 33,99 2,51 48,77 £3,67 98,85+ 2,99
NSC 0,2 + 13,33 4475 2,79 61,20 +£3,08 99,77 +£2,93
Tampéao a pH
5

Nanocapsulas

24,99 166,60 1040,59 16,37 96,19 +1,50 99,89 +2,02

Ao comparar os resultados obtidos sem e com a adicdo do tampao, a
presenca do tampdo a pH 5 mostrou ser importante fator no aumento da
porcentagem de encapsulacdo. Uma explicacdo se da pelo fato de que a presenca
do tampéo, ou seja, 0 aumento na quantidade de ions na fase aquosa criou o
processo de salting-out, fazendo com que a maior parte do composto se deslocasse
para a fase organica, e aliado ao fato de que com a solucdo a pH 5 houve total
deslocamento no equilibrio para a forma neutra. Assim sendo, neste caso, a total
insolubilidade do composto tornou o fator de pH importante no maior concentracao

do composto na suspenséo.
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4.2.1.3 — Caracterizacdo das nanoparticulas

Para a caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas, foram
analisados somente dois parametros importantes: tamanho médio das particulas

com seu indice de polidisperséo e potencial zeta.

4.2.1.3.1 — Tamanho de particulas / indice de polidispersdo e Potencial zeta para

nanoparticulas contendo alizarina

Todos os parametros de caracterizacao fisico-quimica envolvidos nesta
etapa do trabalho foram obtidos em duplicatas, no equipamento Zeta Sizer Nano
Series (Nano-ZS), onde que todos os valores foram gerados simultaneamente. Os
resultados obtidos estdo na TABELA 4.17.
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TABELA 4.17 — Tamanho de particulas e potencial zeta para nanoparticulas

contendo alizarina

Tamanho das particulas

Amostras Média (nm), Diametro Médio indice de Polidispers&o +
n=3 + Desvio Padrao Desvio Padrao
NSA 1,0 152,9 152,9 +1,05 0,08 +0,03
NSA 0,6 149,4 149,4 + 0,99 0,05 +0,02
NSA 0,6 + 177,7 177,7 £1,77 0,04 +£0,01
Tampao a pH
5
NCA 208,8 208,8 £2,12 0,09 +£0,04
NS vazias 156,4 156,4 +1,17 0,08 £0,01
NC vazias 200,8 200,8 £1,80 0,05+0,01
Potencial Zeta
Amostras Média (mV), Desvio Condutancia Potencial Zeta
n=3 Padrao (mS/cm) £ Desvio + Desvio
Padréo Padréo
NSA 1,0 -9,47 0,47 1,15+0,05 -9,47 + 0,47
NSA 0,6 -8,86 0,42 1,15+ 0,05 -8,86 + 0,42
NSA 0,6 + -8,90 0,34 1,15+ 0,05 -8,90 £ 0,34
Tampao a pH
5
NCA -10,19 0,62 1,26 + 0,06 -10,19 + 0,62
NS vazias -8,13 0,45 1,14+ 0,05 -8,13+0,45
NC vazias -9,59 0,27 1,23 + 0,07 -9,59 + 0,27

Em relagdo aos resultados obtidos na caracterizagdo, ao se tratar do
tamanho médio, tanto das nanoesferas, quanto das nanocapsulas, foram obtidos
valores de grande interesse, ja que além dos resultados estarem o6timos referentes
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ao tamanho das particulas, estes podem ser administrados frente as formigas sem
ficar retidos no sistema de filtro, alcancando o alvo (trato digestivo). Além disso, 0s
valores obtidos de indice de polidispersdo mostraram-se também como O6timos
resultados, ja que valores na faixa entre 0 a 0,08 sdo considerados sistemas

monodispersos, ou seja, as particulas ali presentes possuem tamanhos uniformes.

Em relagéo aos resultados do potencial zeta, estes ndo mostraram
satisfatorios, uma vez que para considerar um sistema estavel, os valores obtidos
devem estar acima de 30 mV, podendo ser tanto positivo quanto negativo, porém
mesmo ndo tendo alcancado algo satisfatério, como resultados preliminares este se
torna razoavel, pois outros parédmetros importantes como desenvolvimento da
formulacdo, estabilidade inicial no momento da confeccdo, entre outros foram

alcancados.

4.2.1.3.2 — Tamanho de particulas / indice de polidispersdo e Potencial zeta para

nanoparticulas contendo crisofanol

Todos os parametros foram obtidos no mesmo protocolo descrito no

item anterior. Os resultados obtidos constam da TABELA 4.18.
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TABELA 4.18 - Tamanho de particulas e potencial zeta para nanoparticulas

contendo crisofanol

Tamanho das particulas

Amostras Média Diametro indice de Polidisperséo +
(nm), n=3  Médio * Desvio Desvio Padrao
Padrao
NSC 1,0 158,6 158,6 + 6,06 0,06 + 0,01
NSC 0,5 163,0 163,0 £0,70 0,04 +0,01
NSC 0,2 158,2 158,2 +2,19 0,05+0,01
NSC 0,2 + 181,7 181,7 +1,17 0,06 +0,01
Tampao a pH
5
NCC 184,1 184,1 + 0,59 0,03 +0,02
NS vazias 156,4 156,4 +1,17 0,08 +0,01
NC vazias 200,8 200,8 £1,81 0,05+0,01
Potencial Zeta
Amostras Média (mV), Desvio Condutancia Potencial Zeta
n=3 Padrao (mS/cm) £ Desvio + Desvio
Padrao Padrao
NSC 1,0 -2,20 2,09 0,02 +£0,01 -2,20+2,10
NSC 0,5 -8,26 0,34 0,01 +0,01 -8,26 + 0,33
NSC 0,2 -8,64 0,24 1,12+ 0,04 -8,64 + 0,24
NSC 0,2 + -10,50 0,67 1,14 + 0,05 -10,50 + 0,67
Tampao a pH
5
NCC -9,30 0,40 1,27 £0,07 -9,30 £ 0,40
NS vazias -8,13 0,45 1,14+ 0,05 -8,13+0,45
NC vazias -9,59 0,27 1,23 +£0,07 -9,59 £ 0,27
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Em relacdo aos resultados obtidos, foi observado o mesmo padréo
obtido inicialmente para ambos os compostos. Apesar da obtencdo de resultados
satisfatorios em relacdo ao tamanho das particulas, novamente o parametro do

potencial zeta ndo se mostrou satisfatorio.

Os resultados até aqui descritos mostram que desde a formulagéo,
confeccdo, carga contida nas nanoparticulas e sua caracterizagdo, foram obtidos
resultados ndo satisfatorios, porém promissores para a continuidade do mesmo,
aperfeicoando alguns pontos importantes para que, apos resultados positivos em
relagdo a caracterizacdo fisico-quimica e, juntamente com a validagdo do método
cromatografico para a obtencdo de dados confidveis de quantificacdo, estes possam
ser administrados frente as formigas-cortadeiras para a avaliacdo da sua eficacia
frente ao seu real ambiente e avaliando o comportamento das nanoparticulas no

mesmo.

4.2.2 — Continuidade e finalizacdo do desenvolvimento das formulaces das

nanoparticulas

Para a continuidade no estudo do processo de nanoencapsulamento
dos compostos ativos, inicialmente foi proposto aumentar o estudo utilizando
compostos da mesma classe quimica ou com o esqueleto carbdnico muito similar.
Assim sendo, foram avaliados os seguintes compostos comerciais: antraquinona, 2-
metilantraquinona, ambos da classe das antraquinonas e menadiona e 1,4-

naftoquinona ambos da classe das naftoquinonas.

Em relacdo a atividade biolégica, que sera discutido em detalhes
posteriormente, curiosamente somente as pertencentes a classe das naftoquinonas
foram as mais ativas frente aos ensaios inseticida e fungicida. Assim, apesar de ter
desenvolvido o trabalho inicial de nanoencapsulamento utilizando alizarina, este foi
descartado ja que ndo apresentou atividade inseticida e fungicida em potencial.
Assim, o trabalho foi desenvolvido e ampliado com a encapsulacdo do composto
comercial menadiona, juntamente com o crisofanol, previamente isolado

naturalmente das raizes de P. bahiensis.
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Para aperfeicoamento e modificacbes na formulagcdo das
nanoparticulas, foram realizadas diversas modificacbes tanto nos parametros
externos a formulacdo, quanto a alteracdo na propria formulacdo. Em relacdo aos
parametros externos, foi utilizada uma placa de agitacdo da marca IKA (modelo RT-
10), onde a mesma é munida de agitacdo e aquecimento constante e,
principalmente, a possibilidade de confeccionar 5 formulacdes em série. Para tanto,
a agitacdo foi mantida em 6000 rpm sob aquecimento em 50°C. As solucbes
contendo dispersbes das nanoparticulas foram sempre concentradas em

rotaevaporador a 40°C para o volume final de 15 mL.

Em relacdo a mudanga na formulacdo das nanoesferas contendo os
compostos crisofanol e menadiona, foi substituido o tensioativo Span 80 para Span
60 em quantidades alteradas, juntamente com o aumento do volume de acetona em

15 mL. A TABELA 4.19 apresenta a formulacao final para as nanoesferas.

TABELA 4.19 — Formulag&o final para nanoesferas

Composicéo Nanoesferas

Fase Organica

PCL 69 mg
Composto a ser encapsulado Diferentes quantidades*
Acetona 15 mL
Span® 80 50 mg

Fase aquosa
Tween® 80 50 mg

Agua 25 mL

*Crisofanol: 1,0 e 0,5 mg.
Menadiona: 5,0; 3,0; 2,5; 2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 mg.

Para as nanocapsulas, as mesmas alteracdes foram também feitas
neste caso, porém foi alterado o volume adicionado do 6leo na formulagéo, ja que
testes posteriores mostraram que a carga maxima alcancada do 6leo no sistema foi
de 400 pL. Assim, foram confeccionadas duas formulacdes variando a quantidade

211



de d6leo, 200 e 400 yL com concentracbes determinadas e duas formulagbes
contendo as mesmas quantidades de o6leo, porém com redugdo na quantidade do
composto, a fim de avaliar posteriormente, se essa reducdo na quantidade do
composto bioativo interfere em muito a atividade em relacéo a cinética de liberacao.

A nova formulacéo obtida para as hanocpsulas é mostrada na TABELA 4.20.

TABELA 4.20 — Formulacao final para nanocapsulas

Composigéo Nanocapsulas

Fase Organica

PCL 69 mg
Benzoato de benzila 200 e 400 pL
Acetona 15 mL
Span® 60 50 mg

Fase aquosa
Tween® 80 50 mg

Agua 25 mL

* Nos volumes de 200 e 400 uL utilizou-se da solucdo saturada, previamente
preparada, apos filtracdo em 0,45 um.

Assim, foram confeccionadas todas as formulacdes descritas acima em
duplicata, juntamente com as nanoesferas vazias (NSV) e nanocapsulas vazias com
200 e 400 pL de benzoato de benzila (NCV200 e NCV400). Todas as formulacdes
foram preparadas para analise via HPLC para a quantificacdo dos compostos
bioativos encapsulados e para as caracterizacfes fisico-quimicas. Para tanto sera
discutido primeiro toda a validacdo do método feito na parte cromatografica para

ambos 0s compostos encapsulados.
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4.2.3 — Validacdo dos métodos cromatograficos via HPLC para crisofanol e

menadiona

Para esta parte, foram avaliados todos os parametros ja descritos
anteriormente envolvendo a validagdo do método analitico utilizando como base as
recomendacdes a partir da Resolucdo ANVISA RE n° 899, de 29/05/2003 (ANVISA,

2003) na execucdao correta da mesma.

Com o intuito de simplificar a discussédo de cada etapa do processo de
validacéo (linearidade, seletividade, especificidade, precisao, exatidao e limites de
quantificacdo e deteccéo), foi introduzido e discutido cada etapa deste processo e
neles os experimentos de ambos 0s compostos encapsulados. Os tempos de
retencdo de cada composto foram: crisofanol (t: 10,4 min.) e menadiona (t: 12,2

min.).

4.2.3.1 — Linearidade do método

A linearidade foi determinada através do calculo da regresséo linear
pelo método dos minimos quadrados (coeficiente de correlacdo do gréfico, r?), a

partir da confeccéo da curva de calibracdo para cada um dos compostos.

4.2.3.1.1 — Crisofanol

A curva de calibracdo foi obtida através da confecgdo do grafico da
area da banda referente ao analito versus as suas respectivas concentracgoes.
Assim, as concentracdes estudadas foram 5; 10; 20; 50; 100; 200; 400; 600; 800;
1000 pg/mL. A FIGURA 4.105 mostra a curva de calibracéo obtida para crisofanol.
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CURVA DE CALIBRAGCAO CRISOFANOL
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FIGURA 4.105 — Curva de calibracao referente ao crisofanol.

A partir da curva foram obtidos os valores pertencentes a equacédo da
reta (y= 99598x + 109907) e o valor de r’= 0,9997. Estes valores obtidos indicam
otima linearidade em toda a faixa de concentracdo investigada, ou seja, todos 0s
resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo, dentro da faixa de

concentracéo trabalhada.

4.2.3.1.2 — Menadiona

Para este composto, foram utilizadas as seguintes concentragdes:
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 50; 100; 200; 400 pug/mL e a Figura 4.106 mostra a sua

curva de calibracéao.

CURVA DE CALIBRACAO
MENADIONA

40000000,00

30000000,00 y=81228x-55223. %
@ 20000000,00 R*=0,9 N
g & Sériel

< 10000000,00
——Linear (Sériel)
0,00 : : , : |
-10000000,00 0
Concentragao

FIGURA 4.106 — Curva de calibracao referente & menadiona.
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Foi obtida a equacdo da reta (y= 81228x - 55223) com valor de r’=
0,9997. Como no composto anterior, foi obtida uma 6tima linearidade em toda a
faixa de concentracdo investigada, ou seja, todos os resultados obtidos sé&o
diretamente proporcionais a concentracdo, dentro da faixa de concentracao

trabalhada.

4.2.3.2 — Seletividade do método

Para este parametro de validagcdo do método cromatogréfico, foram
avaliados possiveis interferentes em coeluicdo com a banda cromatografica
referente ao analito. Assim, foram realizados todos os procedimentos de abertura de
amostras, ou seja, 0 rompimento das nanoparticulas para liberacdo de todo o
conteudo do ativo presente em seu interior, para nanoesferas e nanocapsulas
vazias, sem a presenca dos analitos e, através da analise dessas amostras nas
mesmas condicdes cromatograficas, foi verificado a presenca ou auséncia de
interferentes presentes na matriz com o mesmo tempo de retencdo do analito na
amostra. As analises foram realizadas em duplicata nos dois métodos

cromatograficos, ja que cada composto foi analisado em métodos diferentes.

Em relacdo as nanoesferas vazias, em ambos o0s métodos
cromatograficos, ndo houve a aparicdo de nenhuma banda de algum possivel
interferente na matriz que coeluisse com o analito, mostrando que os métodos foram
seletivos. A FIGURA 4.107 mostra o cromatograma obtido para a analise de

nanoesferas vazias utilizando o método cromatografico referente ao crisofanol.

215



FIGURA 4.107 — Andlise da seletividade em nanoesferas vazias.

Para as analises relacionadas as nanocapsulas, foram realizadas duas
analises, ja que foram realizadas duas formulacbes com quantidades distintas de
Oleo. Assim, foram analisadas as nanocapsulas vazias contendo 200 e 400 pL em
ambos 0os métodos, sendo que serdo mostradas somente as analises realizadas no
método cromatografico referente ao crisofanol através das FIGURAS 4.108, 4.109 e
4.110.
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FIGURA 4.108 — Cromatograma da seletividade em nanocapsulas vazias contendo
200 pL de oleo.

1

FIGURA 4.109 — Cromatograma da seletividade em nanocapsulas vazias contendo
400 pL de oleo.
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FIGURA 4.110 — Cromatograma da comparagdo entre a analise de nanocéapsulas

vazias contendo 400 pL de o6leo e crisofanol.

Assim, a partir destas analises, houve a confirmacdo de que os
métodos cromatograficos foram capazes de distinguir as bandas dos analitos e
medir exatamente o0s analitos mesmo na presenca de outros intereferentes,

componentes em sua matriz.

4.2.3.3 — Especificidade do método

Para este parametro, foi avaliada a capacidade das diferentes
metodologias utilizando diferentes solventes de extracdo na obtencdo da mesma
resposta do analito. Especificamente para o composto crisofanol, como a abertura

da amostra e a confeccédo da curva de calibracéo foi realizada utilizando o sistema
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THF:MeOH 7:3, enquanto que para a ressuspensdo e extragdo do composto na
matriz para quantificagdo do mesmo via HPLC foi realizada utilizando o solvente
MeOH, houve a necessidade de investigar se uma mesma quantidade do composto
era totalmente solubilizado nos dois sistemas de solvente para garantir a
especificidade de ambos os métodos de extragdo e solubilizagdo. A FIGURA 4.111
mostra a andlise realizada para o composto crisofanol nos diferentes sistemas de
solventes. As FIGURAS 4.112 e 4.113 mostram a analise em cada sistema de

solvente com suas respectivas integracdes das bandas cromatogréaficas do analito.

1000

FIGURA 4.111 — Cromatograma da especificidade de dois sistemas de solvente para

0 composto crisofanol.
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FIGURA 4.112 — Cromatograma obtido para o composto crisofanol em MeOH com a

respectiva integracdo da banda correspondente.

220



900+

700+

FIGURA 4.113 — Cromatograma obtido para o composto crisofanol em THF:MeOH

7:3 com a respectiva integracédo da banda correspondente.

Como se pode observar, principalmente ao analisar detalhadamente a
FIGURA 4.111, apesar da banda cromatografica analisada em THF:MeOH 7:3 ter
apresentado um maior alargamento em relagdo ao analisado em MeOH, ambas as

integracdes mostraram estar préximas, sendo que a variacdo foi menor que 1,5%,

mostrando que nao ha diferencas significativas em ambos os solventes.

4.2.3.4 — Precisédo e exatidao do método

A exatiddo e precisdo foram avaliadas através das medicdes de trés
concentracOes diferentes dos padrdes em quintuplicatas: 120% do valor utilizado no
primeiro ponto da curva de calibracdo, a segunda entre 40-60% do maior
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concentracdo usada na curva (foi utilizada 43%) e a terceira também entre 90-100%
do maior ponto da curva (foi utilizada 93,8%). As amostras foram preparadas e
analisadas em dias ndo consecutivos (inter-corridas) e em um uanico dia (intra-

corrida).

4.2.3.4.1 — Crisofanol

Para a medida da precisdo e exatiddo do composto crisofanol, foram
preparadas trés solugbes (em quintuplicata) que abrangesse a faixa linear de
trabalho, sendo que a primeira solucdo de validacdo foi de 6 pug/mL, sendo esta
120% maior que o primeiro ponto da curva de calibracdo. As outras solucfes de
validacédo foram de 430 pug/mL (43% do ultimo ponto da curva) e 938 pug/mL (93,8%
do ultimo ponto da curva), totalizando 15 amostras. As TABELAS 4.21 e 4.22
mostram, respectivamente, os resultados obtidos para a precisdo e exatiddo na

validacdo do composto crisofanol.

TABELA 4.21 — Precisdo (CV%) das soluc¢des contendo crisofanol para a validacéo

do método cromatografico

Concentragao Intra-dia 1, Intra-dia 2, Intra-dia 3, Inter-dias,
(ng/mL) n=>5 n=5 n="5 n=15
6 1,4 1,7 2,2 1,8
430 2,0 1,0 1,7 1,6
938 0,8 0,4 1,7 1,0
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TABELA 4.22 — Exatidao (%) das solu¢cbes contendo crisofanol para a validacdo do
método cromatografico

Concentracao (pug/mL) Exatidao, n= 15
6 97,6
430 100,0
938 100,2

Em relacdo a consideracdo de um meétodo preciso, ha a necessidade
da primeira solucdo de menor concentracdo estar abaixo de 20% em relacdo aos
valores obtidos de CV% e, para as duas solu¢des de concentracdes intermediaria e
alta, 15%. Assim sendo, através dos valores obtidos, os mesmos indicaram a

obtencdo de uma boa preciséo e exatidao para o presente método analitico.

4.2.3.4.2 — Menadiona

Para a medida da precisdo e exatiddo do composto menadiona, foi
seguido o mesmo protocolo de preparacao das solugcdes de validacdo descritas no
item anterior. Sendo assim, a primeira solugcdo de validacéo foi de 0,75 pg/mL,
sendo esta 120% maior que o0 primeiro ponto da curva de calibracdo. As outras
solucdes de validacdo foram de 172 pg/mL (43% do ultimo ponto da curva) e 376
ug/mL (94% do ultimo ponto da curva), totalizando 15 amostras. As TABELAS 4.23 e
4.24 mostram, respectivamente, os resultados obtidos para a precisao e exatidao na

validacdo do composto menadiona.
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TABELA 4.23 — Precisao (CV%) das solucdes contendo menadiona para a validacao

do método cromatogréfico

Concentracao Intra-dia 1, Intra-dia 2, Intra-dia 3, Inter-dias,
(Hg/mL) n=5 n=5 n=5 n=15
0,75 2,8 19 2,7 2,5
172 1,2 1,7 0,8 1,2
376 1,3 1,0 0,2 0,8

TABELA 4.24 — Exatidao (%) das solu¢des contendo menadiona para a validacao do

meétodo cromatografico

Concentragao (png/mL) Exatiddo, n= 15
0,75 97,5
172 99,2
376 99,5

Em relacdo a precisdo deste método, apesar dos resultados
apresentarem uma menor precisdo e exatiddo comparada com o método anterior,
pelos resultados apresentados, os mesmos indicaram a obtencdo de precisdo e
exatidao satisfatérias para o presente método analitico.

4.2.3.5 — Limites de quantificacéo e deteccao

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram obtidos
experimentalmente através de sucessivas diluicbes partindo de uma solucéo
estoque, onde cada concentracao foi analisada através da comparac¢éo da altura da
banda cromatografica em relacdo a altura do ruido até atingirem a relacédo
sinal/ruido de 10 (LQ) e 3 vezes (LD). Assim, para o composto crisofanol foi

determinado que o limite de quantificacdo em 2,5 pg/mL e deteccdo em 313 ng/mL.
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Para o composto menadiona, foi obtida a concentracdo de 39 ng/mL como o limite
de quantificacéo e 1,95 ng/mL para deteccao.

4.2.4 — Caracterizacao fisico-quimica

Para esta parte serdo discutidos os principais pontos relacionados a
caracterizacdo fisico-quimica: taxa de recuperacao, eficiéncia de encapsulacao,
diametro de particulas, potencial zeta, medicdo do pH, secagem das nanoparticulas
e analise morfoldgica. Os resultados aqui obtidos foram muito diferentes dos citados
inicialmente, onde foram alcangados resultados muito satisfatorios e promissores
para posterior administracéo frente ao controle de formigas-cortadeiras e seu fungo

simbionte.

4.2.4.1 — Taxa de recuperacdo, Eficiencia de encapsulagdo, diametro de

particulas, potencial zeta e medi¢éao do pH

4.2.4.1.1 — Crisofanol

As nanoparticulas contendo crisofanol avaliadas e quantificadas foram:
nanoesferas contendo 0,5 (NSC0,5) e 1,0 mg (NSC1,0) do ativo e nanocapsulas
contendo 200 e 400 pL sem e com a reducéo da quantidade de ativo. A TABELA
4.25 mostra os resultados obtidos para todas as formulacbes realizadas com

crisofanol.
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TABELA 4.25 — Taxa de recuperacédo (%Rec.) e eficiéncia de encapsulagéo (%E.E.),
diametro de particulas, Potencial zeta e pH para nanoesferas e nanocépsulas

contendo crisofanol

Nanoparticulas Conc. %Rec %E.E. Diametro Potencial pH
(ug/mL) (nm) zeta
Nanoesferas
NSC 0,5 33,33 73,60 99,15 107,30 -13,99 5,36
NSC 1,0 66,67 100,80 100,48 97,30 -19,61 5,47

Nanocapsulas
NCC 200 200,00 100,40 100,47 149,90 -30,46 5,31
NCC 400 400,00 100,00 100,26 147,21 -32,16 5,40
NCC 200 reduz. 116,67 100,40 100,12 133,00 -27,78 5,40
NCC 400 reduz. 233,33 100,11 100,29 144,10 -30,16 5,52

Em relacdo aos parametros de taxa de recuperacdo e eficiéncia de
encapsulacédo, foram obtidos resultados satisfatorios alcangcando o maximo de carga
de composto encapsulado, tanto em nanoesferas, quanto em nanocapsulas. Em
relacdo as nanoesferas, e comparando com o controle (nanoesferas vazias), o
didmetro de particulas foi muito satisfatorio em termos de minimizar o tamanho das
mesmas, alcancando um valor proximo a 100 nm, sendo que as vazias mostraram
um diametro de 99,60 nm. Em relacdo as nanocapsulas, foi alcancada uma média
de 143,55 nm, em comparagdo com as vazias com 141,56 nm. Especificamente
para o controle de formigas-cortadeiras, este tamanho nanométrico se torna algo
muito eficaz em relacdo a nao filtragem pelos filtros presentes na cavidade bucal e,
conseguentemente, alcancar o trato digestivo como alvo principal no controle efetivo
das mesmas. A FIGURA 4.114 exemplifica a comparacdo dos tamanhos médios

entre NCC 200 e nanocépsulas vazias em 3 e 2 dimensdes.
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FIGURA 4.114 — Comparativo entre NCV e NCC 200 em 3 dimensdes (acima);
Curva referente & NCC 200 (A) e Curva referente a NSV (B).

Analisando o potencial zeta, para as nanocapsulas foram obtidos
valores satisfatérios, onde foram alcancados valores proximos a -30 mV, podendo
considerar um sistema estavel quanto a diminuicdo da probabilidade de formar
aglomerados. Para as nanoesferas, o valor deste parametro foi diminuido
drasticamente para quase a metade do valor, mostrando que as nanoesferas sao
menos estaveis em relacdo as nanocapsulas, ja que a mesma é composta somente
de uma matriz polimérica entrelacada, além disso, a comparacdo com nanoesferas
vazias, que mostrou valor de -27,17 mV mostra que esse entrelagamento tornou
uma forma ao qual, provavelmente, o fator predominante através de interacdes
dipolo-dipolo entre o polimero (constituido de grupo éster) e composto fez com que
houvesse uma estabilizacdo nas cargas sobre a superficie para consequente

estabilizacao do sistema.

Quanto aos valores obtidos de pH, este se torna importante para a

avaliacdo da estabilidade da suspensdo em funcdo do tempo de armazenamento,

227



onde a variacdo do pH pode ser um indicio da degradacdo do polimero
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003). A medicdo foi realizada no ato da confecgcédo das
nanoparticlas e apos 30 dias de armazenamento sob refrigeracdo e foi comprovado
que as mesmas nao sofreram nenhuma alteracdo em funcdo da medicdo deste
parametro. Porém este fator torna ndo tdo importante ja que todas as formulacdes
foram testadas em sua forma seca, tornando-as um pé extremamente fino para

submeté-las a testes.

4.2.4.1.2 — Menadiona

Para este composto, foi verificado que, em relacdo as nanoesferas
contendo menadiona, apods diversas tentativas de se obter uma taxa de recuperacao
e, consequentemente uma eficiéncia de encapsulacdo muito préximo ou igual a
100%, néao foi alcancado. Como houve pouco tempo de estudo no desenvolvimento
e aperfeicoamento para esta melhoria, foram discutidos os parametros supracitados
somente para as nanocapsulas contendo menadiona. Vale salientar que, apesar de
nao ter alcancado os objetivos de uma boa taxa de recuperacédo e eficiéncia de
encapsulacdo, outros parametros tais como diametro de particulas, potencial zeta e
medicdo de pH ndo foram deixados de serem submetidos a anadlise, ja que uma
avaliacdo destes parametros comprovariam que as baixas taxas, provavelmente,
originaram da formulagdo. Assim sendo, foram avaliadas e quantificadas as
nanocapsulas contendo menadiona 200 e 400 puL sem e com a reducdo da
quantidade de ativo. A TABELA 4.26 mostra os resultados obtidos para todas as

formulagbes realizadas com menadiona.
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TABELA 4.26 — Taxa de recuperacédo (%Rec.) e eficiéncia de encapsulagéo (%E.E.),
diametro de particulas, Potencial zeta e pH para nanoesferas e nanocépsulas

contendo menadiona

Nanoparticulas Conc. %Rec %E.E. Diametro Potencial pH
(ug/mL) (nm) zeta
Nanoesferas
NSM 0,5 33,33 * - 93,00 -25,40 5,69
NSM 1,0 66,67 * - 109,90 -22,33 5,70
NSM 1,5 100,00 * - 95,10 -16,38 5,38
NSM 2,0 133,33 * - 90,30 -20,02 5,80
NSM 2,5 166,67 * - 105,1 -20,12 5,78
NSM 3,0 200,00 * - 95,60 -20,62 5,98
NSM 5,0 333,33 * - 96,00 -19,14 6,00

Nanocapsulas

NCM 200 1333,34 83,19 100,00 165,43 -29,85 5,49
NCM 400 2666,66 75,00 100,12 173,22 -30,87 5,93
NCM 200 reduz. 666,67 54,2 99,99 146,30 -31,16 5,28
NCM 400 reduz.  1333,33 54,4 100,08 164,10 -32,16 5,40

* baixa taxa de recuperacao (< 15,00%)

Com excecéao as taxas de recuperacao e eficiéncia de encapsulacéo de
nanocapsulas e, principalmente de nanoesferas contendo menadiona, todos os
parametros se assemelharam em muito aos obtidos para crisofanol. A FIGURA
4.115 mostra um comparativo do parametro de tamanho de particulas entre seis
formulacbes obtidas, mostrando uma similaridade nos tamanhos obtidos das

nanoparticlas.
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FIGURA 4.115 — Comparativo entre os tamanhos meédios de particulas de seis

formulagBes de nanocépsulas.

Em relacdo aos valores das taxas de recuperacao, apesar da obtencéo
de uma maior carga de compostos através dos valores de concentracdo, uma
possivel explicacdo a diminuicdo dos valores se deu pelo solvente pertencente a
fase organica juntamente com a quantidade de tensioativos em ambas as fases. Se
analisar o principio de formacao das nanoparticlas através do método utilizado, uma
primeira etapa se d& através da formagdo de uma dispersdo de nanogoticulas e
apos a rapida difusdo do solvente, ha a formacéo e precipitacdo do polimero. Assim,
a presenca de uma grande quantidade de composto ativo em um volume pequeno
de solvente no sistema provoque a rapida precipitacdo do mesmo causado pela
instabilidade na interface do sistema, portanto a diminuigdo do encapsulamento.

Mesmo com todos estes fatores desfavoraveis, os encapsulados foram
submetidos a ensaio bioldgico frente as formigas-cortadeiras e seu fungo simbionte
para avaliar a atividade em funcdo das taxas de recuperacdo e eficiéncia de

encapsulacéo para a compreenséo desta relacao.
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4.2.4.2 — Secagem das nanoparticulas

Uma das limitacdes relacionadas as suspensdes de nanoparticulas € o
problema causado pela estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento. Um
problema muito encontrado ao se armazenar estas solucbes € que, devido a
presenca da fase aquosa, isto faz com que as formulacfes fiquem suscetiveis a
gualquer contaminacdo de micro-organismos e/ou alteracdes fisico-quimicas
(DOMINGUES et al., 2008), afetando, principalmente, os testes bioldgicos. Assim,
pelo fato de evitar ou minimizar os problemas de estabilidade apds a confeccao das
nanoparticulas, a estratégia utilizada foi a utilizacdo do processo de secagem das

formulacdes.

Para a verificacdo dessa possivel contaminacdo, foi realizado um
experimento em conjunto com o Dr. Leonardo Toffano, no Laboratério de Bioensaios
do Laboratério de Produtos Naturais da UFSCar, sendo que as formulagbes
previamente feitas, onde em todo o processo de manuseio foram tomados 0s
devidos cuidados em relacdo a contaminacédo, foram esterilizadas sob luz U.V. em
fluxo laminar por 10, 20, 30 e 40 minutos, utilizando como controle uma formulagéo
sem a realizacdo da etapa de esterilizagdo. O teste foi realizado com diferentes
formulacdes para aumentar a confirmacéo ou ndo da possivel contaminacdo, sendo
gue sera mostrado somente o teste realizado com as nanocapsulas vazias, como
mostrado na FIGURA 4.116.

FIGURA 4.116 — Adicdo da suspensdo de nanoparticulas em meio BDA para
avaliacdo de possivel contaminacdo. Sem esterilizacdo por 40 minutos em luz U.V.
em fluxo laminar (A); Com esterilizacdo por 40 minutos em luz U.V. em fluxo laminar

(B).
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Em todos o0s experimentos realizados foram encontradas
contaminagdes de micro-organismos, comprovando que mesmo apos a esterilizagdo
sob luz U.V. hd um indicio de contaminacdo que pode inviabilizar os testes

bioldgicos utilizando as suspensdes coloidais.

Algumas metodologias séo utilizadas para a secagem, tais como
liofilizacdo e nebulizagdo. Resumidamente, o processo de nebuliza¢do utiliza como
adjuvante o dioxido de silicio coloidal (Aerosil®) para secagem e se baseia na
passagem da solucdo por um pequeno orificio, tornando-as pequenas goticulas que
passardo para uma camara de secagem sob aquecimento e, assim, ao entrar em
contato com o ar quente, ocorre a rapida secagem das goticulas (SCHAFFAZICK et
al., 2003). Apos a passagem de toda a solucéo, € recolhido o pd, cuja caracteristica
principal é ser extremamente fino. E de se esperar que, com a utilizagio do suporte
de secagem, neste caso o adjuvante constituido de silica, as nanoparticulas secas
formem um aglomerado de microparticulas nessa matriz sélida. A formacdo de uma
microparticula de nanopatrticulas, a principio pode parecer um fator desfavoravel em
relacdo ao aumento do tamanho, porém este fato fornece uma maior estabilidade no
momento da secagem, j& que previne a aglomeragdo de forma irreversivel das

nanoparticulas.

Antes da etapa final de secagem foram realizados diversos testes para
otimizacdo dos parametros descritos adiante para a obtencdo de uma maior
porcentagem de recolha gerando assim o maximo de rendimento das nanoparticulas
secas. Apés esta otimizacdo, foram confeccionadas volumes exatos de
nanoparticulas (10 formulacées de cada suspenséao coloidal), misturando com uma
massa exata do suporte de secagem, tomando o cuidado de homogeneizar esta
solucéo sob agitacdo magnética e, por fim, a introdu¢cdo da mesma no equipamento
de Spray Dryer. Todas as amostras foram secas seguindo os parametros descritos
no item 3.6.4.9.

Em relacéo ao rendimento, este foi calculado partindo da somatdéria das
massas dos componentes solidos presentes da formulacdo, juntamente com a
massa adicionada de Aerosil®. A TABELA 4.27 mostra os rendimentos obtidos nas

formulagBes submetidas a secagem.

232



TABELA 4.27 — Calculo do rendimento na secagem das nanoparticulas vazias e

contendo crisofanol e menadiona

Formulacdes Rendimento (%)
NS vazias 60,42
NC vazias 200 58,10
NC vazias 400 66,30
NSC 0,5 78,95
NSC 1,0 80,67
NCC 200 73,20
NCC 400 74,36
NCC 200 reduz. 76,50
NCC 400 reduz. 79,40
NSM 0,5 52,80
NSM 1,0 60,98
NSM 1,5 72,92
NSM 2,0 74,83
NSM 2,5 71,30
NSM 3,0 72,40
NSM 5,0 76,60
NCM 200 64,50
NCM 400 60,70
NCM 200 reduz. 78,70
NCM 400 reduz. 72,10

Analisando os resultados de rendimento, pode-se dizer que 0s mesmos
foram satisfatérios, uma vez que ha a producdo de um pé extremamente fino,
gualguer ajuste incorreto leva a uma grande perda de massa. Isto explica o fato de

que para a secagem de algumas formulagdes resultaram em um menor rendimento,
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pois estas foram as primeiras solu¢cdes a serem submetidas a secagem, havendo
uma impregnacgéo do po nas paredes do sistema e gerando um menor rendimento.

Todas as formulacdes secas foram submetidas a testes biologicos.

4.2.4.3 — Analise morfologica

A microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada nesta etapa do
trabalho para se obter uma maior informagé&o morfolégica, como a forma e tamanho
das nanoparticulas. Assim foram geradas algumas imagens, tanto da formulagéo
liguida, quanto seca (em pO0), com excecdo das nanocapsulas vazias, como
mostrado abaixo, para verificar as diferencas na morfologia de cada uma das

formulacoes.

4.2.4.3.1 — Nanoesferas contendo crisofanol (NSC 1,0)

Para a avaliagdo morfologica desta formulagéo, foram realizadas
imagens das formulacdes liquidas e secas. Em relacdo a imagem obtida a partir da
formulacéo liquida (FIGURA 4.117), o ndo aparecimento de nanoesferas na imagem
nao demonstra que as mesmas foram confeccionadas de forma errada em nao
produzir nanoparticulas, como na formulacdo liquida houve a necessidade de
remover toda a agua presente na dispersdo coloidal, além da secagem da mesma
sobre o porta amostra e houve ainda a necessidade de manté-la em dessecador
para a remocéao de qualquer vestigio de agua. Sendo assim, em alguns casos, este
processo de secagem “forcada” da amostra pode favorecer a aglomeracdo das
nanoparticulas com a formacgéo indesejada de um filme polimérico por toda a

extensdo da amostra, tornando impossivel de se visualizar as particulas.
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FIGURA 4.117 — Imagem de NSC 1,0 na forma liquida a 100.000 x.

Para as imagens obtidas na forma seca, como mostrada na FIGURA
4.118, j& ndo existe a probabilidade de formacdo de um filme polimérico, pois a
secagem da mesma foi previamente realizada sob circunstancias controladas. Assim
sendo, na maioria das vezes, a analise da morfologia se da através destas imagens

geradas.
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o HV | det WD gpm ﬂTaq [
R 5.00 KV ETD 11.5mm 2.0 20 000 x -0 °

FIGURA 4.118 — Imagens de NSC 1,0 na forma seca a 2.000; 2.500; 16.000 e
20.000 x.

A partir das imagens referentes a formulacdo seca, vé-se a formacgéo
de microparticulas de tamanho variado. Essa particula refere-se ao suporte de
secagem em que as nanoparticulas estao adsorvidas em toda a sua superficie.
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4.2.4.3.2 — Nanocapsulas contendo crisofanol (NCC 200, NCC 400 e NCC 400

reduz.)

Para a avaliacdo morfoldgica desta formulacdo, foram também
realizadas imagens das formulacdes nas formas liquidas e secas. Em relacdo as
imagens obtidas da formulacdo NCC 200 na forma liquida (FIGURA 4.119), foi
possivel verificar a presenga das nanocapsulas juntamente com a pré-formacédo do

filme polimérico.

HV [det| WD |spot| mag O
S 5.00 kY |[ETD |28.1 mm| 3.0 | 5000 x LCE - DEMa - UFSCar - Inspect S50

FIGURA 4.119 — Imagens de NCC 200 na forma liquida a 5.000 e 10.000 x.

237



Com relacdo as imagens obtidas na forma seca, as mesmas
apresentaram melhor resultados na avaliagdo da morfologia, tanto em relagcdo ao

tamanho, quanto a sua forma, como mostrado na FIGURA 4.120.
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FIGURA 4.120 — Imagens de NCC 200 na forma seca a 1.000; 5.000; 10.000;
30.000; 50.000 e 200.000 x.
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Uma possivel tentativa de se obter melhor imagem na avaliacdo da
morfologia das nanoparticulas circunvizinhadas em toda a extensdo do suporte de
secagem e, principalmente quanto ao tamanho e forma, ndo foi alcancada (uma
estimativa foi realizada, como mostrado na imagem). Assim, foram realizadas
imagens em um aparelho com maior alcance de aproximagédo e resolugcdo para
avaliar melhor a morfologia. Com isso, foi possivel obter imagens mostrando a real

morfologia presente na superficie das microparticulas através da FIGURA 4.121.

FIGURA 4.121 — Imagens de NCC 200 na forma seca a 50.000; 100.000 e 200.000

X.
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A melhor resolugcdo da imagem obtida na ampliagdo em 200.000 x
mostra a possibilidade de realizar estimativas em relagcdo ao tamanho das
nanoparticulas. Sendo assim, o tamanho estimado em torno de 80 nm mostra uma
diminuicAio em seu tamanho, quando comparado a medicdo do tamanho de
particulas na forma liquida. O motivo desta diminuicdo de tamanho se deve,
principalmente, a alteracdo na organizacdo estrutural durante o processo de
secagem (nebulizacéo), provavelmente sendo causada pela saida dos tensoativos e
da agua durante a secagem, que estavam dispersos na matriz polimeérica, reduzindo

assim o didmetro das nanoparticulas adsorvidas a superficie dos pos.

Para a avaliagdo morfolégica da formulagdo NCC 400, foram
novamente obtidos imagens nas duas formas. Para tanto, aqui serd mostrado

somente as imagens obtidas na forma liquida e seca (FIGURAS 4.122 e 4.123).

FIGURA 4.122 — Imagens de NCC 400 na forma liquida a 10.000 x.
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[ | wo ] S —
(L8 10.00 kV|ETD|10.9 mm| 2.0 |3 X LCE - DEMa - UFSCar - Inspect LS 10.00 kV )110.€ 2. )0 X LCE - DEMa Inspe

FIGURA 4.123 — Imagens de NCC 400 na forma seca a 1.000; 5.000; 30.000 e

50.000 x.

Foi realizada em conjunto com essas analises a avaliacdo da
morfologia para a formulagdo referente & NCC 400 reduz. Para verificacdo da
similaridade na morfologia apresentadas pelas formulacdes anteriores. A FIGURA
4.124 mostra as imagens obtidas para NCC 400 reduz., comprovando a semelhanca
entre estas formulacoes.
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- HV det WD spot mag o tilt 10 pm 4
B 5.00 KV ETD 9.4 mm 2.0 10000x-0° LCE - DEMa - UFSCar - Inspect S50

FIGURA 4.124 — Imagens de NCC 400 reduz. na forma seca a 10.000 e 20.000 x.

4.2.4.3.3 — Nanoesferas contendo menadiona (NSM 1,0)

Como foi descrito anteriormente, para as formulacbes envolvendo
nanoesferas contendo menadiona, ndo foram alcancados valores satisfatorios em
relacdo as taxas de recuperacdo e eficiéncia de encapsulagdo. Assim sendo, a
avaliacdo da morfologia tornou-se importante parametro avaliado para verificar uma
possivel formulacdo instavel pela forma apresentada pelas particulas ou mesmo a
nao formacédo de nanoparticulas no sistema coloidal. A partir da FIGURA 4.125 foi
possivel verificar a presenca das nanoesferas adsorvidas na matriz, mostrando que,
somente a adequacédo dos ingredientes e suas respectivas quantidades devem ser

modificadas na melhoria da mesma.

243



bl
B HV det WD spotjmag o it -
N 5.00 KV ETD 11.4 mm 25 2000x-0° LCE - DEMa - UFSCar - Inspect S50

50 pm +

FIGURA 4.125 — Imagens de NSM 1,0 na forma seca a 2.000 e 30.000 x.

4.2.4.3.4 — Nanocapsulas contendo menadiona (NCM 200 e NCM 400)

Para a avaliacdo da morfologia destas ultimas formulacdes foram
realizadas imagens de ambas as formas: liquida e seca. Em relacdo a analise de
NCM 200 na forma liquida, foram obtidas imagens importantes na melhor
visualizacdo da formacdo do filme polimérico, onde a primeira imagem mostra as
etapas desta formacao: a presenca do filme polimérico no canto esquerdo, a pré-
formacdo do filme e a presenca das nanoparticulas intactas no lado direito da
imagem (FIGURA 4.126). As imagens referentes a esta mesma formulagcéo na forma
seca € mostrada através da FIGURA 4.127.
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FIGURA 4.126 — Imagens de NCM 200 na forma liquida a 5.000 e 10.000 x.

FIGURA 4.127 — Imagens de NCM 200 na forma seca a 1.000; 25.000; 50.000 e

100.000 x.
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Para a formulacdo NCM 400, foram também obtidas imagens na forma
liquida e sélida, como mostradas nas FIGURAS 4.128 e 4.129.

HV det WD spot| m  ——
500kV ETD 116 mm| 20 0 x | LCE - DEMa -

FIGURA 4.129 — Imagens de NCM 400 na forma seca a 10.000 e 50.000 x.
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4.2.4.4 — Estudo da cinética de liberacao “in vitro "

Em relacdo ao estudo de cinética de liberacdo “in vitro” das
nanoparticulas, foi considerado como o resultado dos ensaios biologicos, ja que a
incorporacdo do ativo em dieta sélida (ensaio inseticida) e meio de cultura solido
(ensaio fungicida), torna dificil a mimetizagcdo do ambiente em que seré realizado o
estudo da cinética de liberacdo, levando em consideragéo que este estudo se realiza
em meio aquoso e nao em material solido. Assim sendo, todas as formula¢cdes foram
submetidas aos ensaios biolégicos para a realizacdo da investigacdo em relacao a

cinética de liberacao.

247



4.3 — ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 — Atividade inseticida frente as operarias de  A. sexdens rubropilosa

4.3.1.1 — Picramnia bahiensis

4.3.1.1.1 — Extratos brutos

Os extratos brutos de P. bahiensis foram enviados ao Centro de
Estudos de Insetos Sociais (CEIS), na UNESP - Rio Claro, sob cuidados do Prof.
Dr. Odair Correa Bueno, para realizacdo e avaliagcdo de experimento inseticida
contra operarias de A. sexdens rubropilosa. Para os extratos das folhas de P.
bahiensis, a maior atividade se deu no extrato metandlico, que apresentou
mortalidade de 50% em 4 dias, seguido do extrato diclorometanico (mortalidade de
50% em 8 dias), sendo o extrato hexanico muito semelhante com o controle da dieta
pura, ndo mostrando atividade significativa. A FIGURA 4.130 contém o grafico de
sobrevivéncia das operarias de A. sexdens rubropilosa, juntamente com a TABELA
4.28 com os dados estatisticos do experimento.

Gréfico de Sobrevivéncia- Folha Picramnia

bahiensis
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80 —— Dieta Pura
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60 —— Folha Diclorometano
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FIGURA 4.130 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta artificial com extratos das folhas
de P. bahiensis.
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TABELA 4.28 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta

artificial com extratos das folhas de P. bahiensis

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura O 2 2 14 20 20 24 26 28 34 >25ka

Folha Hexano 0 2 8 14 24 28 30 32 34 40 >25a

Folha Diclorometano O 0 10 34 52 64 68 70 72 74 8b

Folha Metanol 2 22 36 66 74 76 76 78 80 80 4b

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

Para os extratos do caule de P. bahiensis, o extrato com maior
potencial inseticida foi observado no diclorometéanico, seguido do metandlico, sendo
0 hexanico muito proximo em relacdo ao controle da dieta pura ndo mostrando
atividade significativa. Em comparacdo com 0s extratos metandlico e
diclorometéanico, tem-se a verificagdo de um maior potencial para o extrato
metandlico, porém este ultimo mostrou ser menos ativo quando analisado pelas
porcentagens da mortalidade acumuladas em relacdo aos dias do experimento
(mortalidade de 50% de operarias de A. sexdens rubropilosa em 5 dias para o
extrato diclorometanico e 6 dias para metandlico). Abaixo é mostrada a FIGURA
4.131 referente ao grafico de sobrevivéncia das operarias de A. sexdens rubropilosa,
juntamente com a TABELA 4.29 com os dados estatisticos do experimento para os

extratos do caule de P. bahiensis.
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Gréfico de Sobrevivéncia - Caule de  Picramnia
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FIGURA 4.131 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extratos do caule de
P. bahiensis.

TABELA 4.29 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta
artificial com extratos do caule de P. bahiensis

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura O 2 2 14 20 20 24 26 28 34 >2bka
Caule Hexano 0 6 6 20 24 26 36 40 40 44 >25a
Caule Diclorometano 2 16 42 70 76 76 76 76 78 80 5b

Caule Metanol 6 28 32 52 58 66 72 72 74 76 6b

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

Para os extratos das raizes de P. bahiensis, foi verificada uma maior
atividade para o extrato H+D (mortalidade de 50% em 4 dias), seguido do metandlico

(mortalidade de 50% em 4,5 dias). Abaixo é mostrada a FIGURA 4.132 relativa ao
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gréafico de sobrevivéncia das operarias de A. sexdens rubropilosa, juntamente com a

TABELA 4.30 com os dados estatisticos do experimento para os extratos do caule

de P. bahiensis.

100+
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FIGURA 4.132 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacédo em dieta artificial com extratos das raizes

de P. bahiensis.

TABELA 4.30 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias

de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta

artificial com extratos das raizes de P. bahiensis

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle Dieta Pura 0 2 2 14 20 20 24 26 28 34 >25a
Raiz Hexano+Diclorometano 0 14 46 74 82 86 90 90 90 90 4b
Raiz Metanol 2 18 40 60 62 68 74 74 78 80 4,5b

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

com o teste log rank (p<0,05).
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Tendo em vista todos 0s ensaios inseticidas realizados com os
diversos extratos de P. bahiensis, a maior atividade apresentada pelo extrato
hexéanico + diclorometanico das raizes, com mortalidade de 50% das operarias de A.
sexdens rubropilosa em 4 dias, além de manter o nivel de mortalidade em torno de
90%, na qual este fator € de extrema importancia no controle efetivo das formigas-
cortadeiras, foi alvo de um estudo fitoquimico biomonitorado para a busca dos

compostos responsaveis pela atividade inseticida.

4.3.1.1.2 — Fracbes obtidas a partir do fracionamento cromatografico do extrato

hexanico+diclorometanico das raizes de P. bahiensis

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico+diclorometanico
(H+D) das raizes de P. bahiensis forneceu oito fracdes, além de duas referentes a
limpeza. Em relacéo a avaliacao da atividade inseticida das mesmas, somente foram
enviadas as trés primeiras fragbes (H+D/01, H+D/02 e H+D/03), jA que para a
realizacdo deste ensaio ha a necessidade de 25 mg de cada fracdo, sendo este o
fator limitante para o envio de todas as fracGes obtidas. As trés primeiras fracoes
foram submetidas ao ensaio inseticida, sendo que a maior atividade biologica foi
verificado no grupo H+D/03, possuindo assim potencial atividade inseticida, cuja
mortalidade de 50% em 3 dias, seguido do grupo H+D/02 (5 dias) e finalmente com
menor potencial o grupo H+D/01 (7 dias), como mostrado através da FIGURA 4.133
e TABELA 4.31.
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FIGURA 4.133 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial das fracoes obtidas do
fracionamento cromatografico das raizes de P. bahiensis.

TABELA 4.31 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com as fracdes obtidas do fracionamento cromatografico das raizes de P.
bahiensis

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0O O 0O 16 20 26 38 50 62 68 17,5a
H+D/01 0O 2 10 42 60 72 76 80 82 94 7b
H+D/02 0O 12 28 64 78 88 94 94 098 100 5b
H+D/03 2 34 56 88 90 94 98 098 100 100 3b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste log rank (p<0,05).
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A patrtir dos resultados descritos acima, foi verificado que a atividade se
manteve nas trés primeiras fragdes, sendo que as mesmas foram alvo de estudos
com objetivo de isolar e identificar os compostos bioativos presentes nas respectivas

fracOes.

4.3.1.1.3 — Substancia 8 proveniente da fragdo H+D/01 a partir do fracionamento

cromatografico do extrato hexanico+diclorometanico das raizes de P. bahiensis

Para o composto 8, inicialmente foi utilizado 10 mg do mesmo para a
avaliacdo do teste bioldgico. Assim, a incorporacdo do composto na dieta pura durou
somente até o oitavo dia do experimento, sendo que a partir deste dia as formigas
foram alimentadas somente com dieta pura. Apesar deste fato, o resultado foi
considerado valido ja que no ultimo dia de incorporacdo do composto (8° dia) a
mortalidade ja era de 82%. Assim, a obtencdo do valor de mortalidade em 50% foi
avaliado. Contudo, ao analisar a fracdo na qual o composto estava contido via
CG/EM, mostrou a presenca de outros compostos presentes, tais como ftalato e
acidos e ésteres de cadeia longa, todos minoritariamente. A presenca destes ultimos
compostos poderia resultar em um falso positivo na avaliacdo do composto, ja que
trabalho realizado por MORINI (1995) mostrou que alguns acidos e ésteres de
cadeia longa resultaram em um efeito toxico significativo. A FIGURA 4.134 e
TABELA 4.32 mostram o resultado obtido para a fragcdo contendo o composto 8,
onde foi verificado a mortalidade de 50% de operarias de A. sexdens rubropilosa em

3 dias de experimento.
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FIGURA 4.134 - Curva de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial da fracdo H+D/01/01/03.

TABELA 4.32 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com a fracdo H+D/01/01/03

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 6 18 32 40 42 48 48 54 56 20a

H+D/01/01/03 8 34 60 76 82 92 92 92 94 96 3b

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

Para a reavaliacdo da atividade inseticida deste composto, foi realizada
uma purificagdo, com base em analises via HPLC e CG/EM. Assim sendo, foi
realizado o ensaio nos mesmos protocolos feitos anteriormente, porém agora sem a
alimentacdo com a dieta pura, encerrando o bioensaio no décimo dia de
experimento, j& que para confirmacgéo da atividade, o0 mesmo deveria ser ativo até o
oitavo dia de experimento. Assim, para este ensaio realizado, foi verificada a
prolongacao da atividade, com a verificagdo da mortalidade de 50% de operarias de
A. sexdens rubropilosa no quinto dia de experimento, diferentemente do anterior, no
terceiro dia de experimento. O resultado deste bioensaio é mostrado através da

FIGURA 4.135 e TABELA 4.33.
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FIGURA 4.135 - Curva de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacao em dieta artificial da substancia 8.

TABELA 4.33 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com o composto 8

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura O 8 10 14 24 24 30 38 42 50 25a

Crisofanol 2 18 28 72 98 100 100 100 100 100 5b

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

Em relacdo ao estudo da fracdo H+D/01, o isolamento e identificacédo
do composto majoritario presente nesta fracdo, a substancia 8 mostrou atividade
inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa, sendo que este composto,
ao isolar uma maior quantidade, foi submetido ao processo de nanoencapsulamento

para avaliar a eficacia, através deste processo, no controle desta praga.

256



4.3.1.1.4 — Fracbes H+D/02 e H+D/03 obtidas a partir do fracionamento

cromatografico do extrato hexanico+diclorometanico das raizes de P. bahiensis

Em relacdo a avaliacdo inseticida dos compostos presentes nas
fracbes ativas, H+D/02 e H+D/03, nao foi possivel pela baixa quantidade dos
compostos identificados em mistura necessaria para a execu¢do do ensaio. Porém,
a determinacdo do perfil quimico dos compostos presentes, mostra que,
provavelmente, estes compostos sdo 0s possiveis ativos. Um estudo futuro no
isolamento dos mesmos em maiores quantidades € de extrema valia no que diz
respeito a identificacdo dos compostos responsaveis por esta atividade em
potencial, vista na avaliacao original das suas respectivas fracoes.

4.3.1.2 — T. schomburgkianum

4.3.1.2.1 — Extratos brutos

Todos os extratos brutos de T. schomburgkianum também foram
enviados ao Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), na UNESP — Rio Claro,
para realizacdo e avaliacdo de experimento inseticida contra operarias de A.

sexdens rubropilosa.

Para os extratos obtidos do caule, verificou-se que o diclorometanico
foi o mais ativo, com 50 % de mortalidade das operéarias de A. sexdens rubropilosa
em 4 dias, sendo que o extrato metandlico teve 50% de mortalidade em 6 dias. Para
o0 extrato hexanico, este ndo apresentou atividade significativa em relacdo ao
controle (dieta pura) com base nos dados estatisticos, ja que apresentou
mortalidade de 50% em 8 dias. Abaixo sdo mostradas a FIGURA 4.136 e TABELA
4.34 referentes as atividades inseticidas dos extratos brutos provenientes do caule

de T. schomburgkianum.
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FIGURA 4.136 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extratos do caule de
T. schomburgkianum.

TABELA 4.34 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com extratos do caule de T. schomburgkianum

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 2 2 16 28 38 48 58 64 72 16a

Caule Hexano 6 12 14 40 62 66 72 T2 T2 72 8a

Caule Diclorometano 4 26 44 72 78 78 82 84 88 88 4h

Caule Metanol O 10 20 52 62 72 74 T4 T4 T4 6b

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

Para os extratos obtidos das folhas, verificou-se a maior atividade
inseticida no metandlico, com mortalidade de 50% em 5 dias. Em comparagdo com o

controle (dieta pura), os extratos hexanico e diclorometanico ndo apresentaram
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atividades significativas. A curva de sobrevivéncia dos extratos das folhas,
juntamente com os dados estatisticos € mostrada na FIGURA 4.137 e TABELA 4.35.

Curva de Sobrevivéncia - Folhade Thyrsodium schomburgkianum
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FIGURA 4.137 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extratos das folhas
de T. schomburgkianum.

TABELA 4.35 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com extratos das folhas de T. schomburgkianum

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 2 2 16 28 38 48 58 64 72 16a
Caule Hexano 2 8 12 24 36 48 54 54 64 72 11,5a
Caule Diclorometano 0 4 6 24 34 54 68 70 76 82 10a

Caule Metanol 4 20 36 58 70 74 76 80 84 86 5b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste log rank (p<0,05).
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A partir dos resultados obtidos para todos os extratos originarios de T.
schomburgkianum, a maior atividade inseticida foi vista no extrato diclorometéanico
do caule, com mortalidade de 50% das operarias de A. sexdens rubropilosa em 4
dias de experimento. Assim sendo este extrato foi alvo também de estudos na busca

de compostos responsaveis por tal atividade.

4.3.1.2.2 — FragOes obtidas a partir do fracionamento cromatografico do extrato

diclorometéanico do caule de T. schomburgkianum

O extrato diclorometanico do caule de T. schomburgkinaum foi
submetido a particdo, originando a particdo em hexano e diclorometanica. O estudo
fitoquimico foi iniciado pela particdo TSPH, sendo que a maioria das fracdes obtidas
do fracionamento cromatogréfico desta particdo (que continham maior massa para a
avaliacdo) foi submetida ao ensaio inseticida, como mostrado na FIGURA 4.138 e
TABELA 4.36.
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FIGURA 4.138 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fracdes obtidas
do fracionamento cromatografico de TSPH do caule de T. schomburgkianum.
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TABELA 4.36 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com as fragfes obtidas do fracionamento cromatografico de TSPH do caule

de T. schomburgkianum

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25
Controle DietaPura 0 O 0 4 6 12 26 36 70 78 19,5a
Controle DCM 0O O 0 0 2 4 34 48 78 84 18a
TSPH/01 0O O 0O 10 14 20 36 46 64 72 18a
TSPH/03+04/04 0O O 0 0 4 10 16 34 58 72 19a
TSPH/05 0O O 2 12 14 20 44 58 82 96 15,5a
TSPH/06 0O O 0 2 6 8 30 40 54 68 Z2la
TSPH/07 0O 4 4 6 12 14 38 42 48 72 22a
TSPH/08 0O O 0 2 6 8 22 48 54 64 18,5a
TSPH/09 0O O 2 6 8 12 28 50 80 82 17a
TSPH/10 0O O 2 4 10 14 26 42 58 70 19,5a

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

com o teste log rank (p<0,05).

A partir dos resultados obtidos, foi verificado que nenhuma das fragbes

avaliadas apresentava a atividade vista no extrato de origem, sendo assim foram

enviadas as fracdes de maior massa, referentes ao fracionamento cromatografico da

particdo TSPD, para a avaliacado da atividade inseticida, como mostrado na FIGURA

4.139 e TABELA 4.37.
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FIGURA 4.139 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as fracdes obtidas
do fracionamento cromatografico de TSPD do caule de T. schomburgkianum.
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TABELA 4.37 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com as fragfes obtidas do fracionamento cromatografico de TSPD do caule
de T. schomburgkianum

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 0 0 2 6 8 32 44 66 74 18a

Controle DCM 0 0 2 10 10 12 26 36 64 72 19a

Controle DCM:acetona O 0 0 4 10 10 58 68 82 90 13,5b

Controle DCM:MeOH 0 O 0 6 12 16 40 64 82 88 15b

TSPD/02 2 10 10 14 24 38 72 82 92 98 12b
TSPD/03 0O O 0 0 12 26 54 78 94 100 14b
TSPD/04 2 2 2 10 20 28 48 62 72 86 15a
TSPD/05 0 2 2 6 16 16 38 56 64 82 16a
TSPD/08 0O O 0 2 12 18 52 60 70 82 1l4a
TSPD/09 2 4 4 8 14 30 40 58 72 86 16a

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

Como foram verificadas, em todas as fracdes obtidas em ambas as
particbes nao foi verificada nenhuma atividade inseticida, todas as fracdes
analisadas se comportaram muito semelhantes aos controles surgiram diversas
duvidas e hip6teses sobre esse problema enfrentado no que diz respeito a perda da
atividade. A realizacdo dos ensaios utilizando solventes como suporte de
solubilizacdo das fracdes para melhor incorporacdo, jA que todas apresentavam
dificuldades de transferéncia pelo aspecto “melado”, observados em muitos extratos,
ndo demonstrou ser uma hipotese da perda da atividade, ja que a presenca deles

causaria uma maior mortalidade. Porém dois fatores foram levantados, o fator de
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sinergismo perdido no momento da partichio como fonte principal do
desaparecimento da atividade ou pela avaliacdo de somente algumas fragoes,
porém esta teve uma baixa probabilidade de ter ocasionado tal fato ja que se
houvesse um composto ou mais presente em uma fracdo de baixa quantidade de
massa, 0 mesmo deveria ocasionar uma atividade muito alta. Avaliando tal fato, foi
novamente enviado o extrato diclorometanico do caule de T. schomburgkianum
original, juntamente com as particobes em hexano e diclorometano para uma
reavaliacdo do teste. Vale ressaltar que as particbes ndo foram enviadas
inicialmente para a avaliacdo inseticida, pois, como a duracdo do teste se da em
torno de um més, ndo seria viavel a espera de cada teste para entdo realizar o
fracionamento cromatografico em razéo do tempo, e sabendo que neste extrato foi
apresentado uma atividade inseticida, foi realizado o fracionamento cromatografico
de cada particdo para entdao serem submetidos a teste. A FIGURA 4.140 e TABELA
4.38 mostram os resultados obtidos para avaliacdo da atividade no extrato original e

em suas respectivas particoes.

FIGURA 4.140 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com o extrato original
diclorometéanico do caule de T. schomburgkianum e suas respectivas particoes.
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TABELA 4.38 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com o extrato original diclorometanico do caule de T. schomburgkianum e
suas respectivas particoes

Tratamento % acumulada de mortalidade por dia Md*

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Controle Dieta Pura 0 0 0 4 10 16 24 44 48 56 225a
Extrato Caule DCM 0 0 2 8 14 18 24 38 48 52 22a
Particao hexanica 0O O 0 6 10 20 32 42 48 52 25a

Particdo diclorometanica 0 O O 10 22 30 38 48 54 64 2la

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

Com base nos resultados obtidos, a hipétese mais provavel deste
resultado contraditério, o fato da ocorréncia de sinergismo, foi descartada ja que o
extrato novamente enviado ndo apresentou a atividade antes mostrada, sendo que
foi seguido o0 mesmo protocolo anteriormente realizados para este ensaio. Uma
possivel explicagdo para este fato foi a degradacdo do extrato por algum fator
externo, tal como o tempo de armazenagem, porém andlises através de RMN de *H
provaram que nao ocorreu nenhum tipo de degradacdo. Assim sendo, para este
caso especifico, ndo foram comprovadas as causas deste fato. Apesar disto, foi
dada continuidade no estudo fitoquimico visando, principalmente o estudo
quimiossistematico da mesma, ja que ndo ha relatos na literatura em relagdo as
substancias presentes nesta espécie. Assim, foram enviadas outras fracfes e

substancia para a avaliacéo da atividade inseticida.
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4.3.1.2.3 — Substancia 19 proveniente da fracdo TSPH/02/02+03/02 a partir do
fracionamento cromatografico do extrato diclorometanico do caule de T.

schomburgkianum

A substancia 19, presente majoritariamente na fracdo TSPH/02, foi
submetida ao ensaio inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa, ja que
a fracdo de origem nao foi ensaiada em testes anteriores, sendo este uma possivel
verificacdo da atividade em questdo, como mostrado na FIGURA 4.141 e TABELA
4.39.

FIGURA 4.141 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com a substancia 19
proveniente do extrato diclorometanico do caule de T. schomburgkianum.

Tabela 4.39 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com a substancia 19 proveniente do extrato diclorometanico do caule de T.
schomburgkianum

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

Controle Dieta Pura 0 0 0 0 2 8 14 22 34 52 25a
Composto (19) 0 0 0 2 2 2 4 18 32 44 >25a

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste log rank (p< 0,05).
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A partir dos resultados mostrados acima, foi verificado que a
substancia 19 ndo apresentou atividade inseticida frente as operarias de A. sexdens
rubropilosa, porém um fato curioso foi a verificacdo de uma maior mortalidade do

controle da dieta pura em relacéo ao proprio composto em questao.

Apesar de ter sido obtido alguns compostos, somente poucos foram
submetidos ao teste inseticida frente as operarias de A. sexdens rubropilosa. Assim,
com a impossibilidade de efetuar 0 mesmo processo para outros compostos pela
pouca quantidade existente, fez com que houvesse a ampliagcdo de outros estudos
em paralelo no ensaio com uma variedade de compostos com 0 mesmo esqueleto

carbdnico de 8 ou com estrutura similar a serem testados.

4.3.1.3 — Compostos naturais comerciais

Foram obtidos compostos tanto das classes das antraquinonas
(alizarina, 2-metilantraquinona, antraquinona), quanto das naftoquinonas
(menadiona e 1,4-naftoquinona), disponiveis comercialmente e cedidos gentilmente
pelo Dr. Warley de Souza Borges, para uma avaliacdo da acéao inseticida. A FIGURA

4.142 e TABELA 4.40 mostram os resultados obtidos para estes compostos.

FIGURA 4.142 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial com as substancias
comerciais.
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TABELA 4.40 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com as substancias comerciais

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

0 2 16 22 24 26 26 32 40 25a
6 12 26 32 36 36 44 46 50 22b

Controle Dieta Pura 0
0

2-Metilantraquinona 4 20 32 36 38 42 44 48 50 52 21b
2
4

Alizarina

4 12 24 28 28 32 38 52 52 21b
34 74 98 100 100 100 100 100 100 3b
1,4-Naftoquinona 2 12 42 88 94 98 100 100 100 100 4b

Antraquinona

Menadiona

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

Para os compostos testados, dois compostos mostraram atividade
inseticida, menadiona, que mostrou mortalidade de 50% de operarias de A. sexdens
rubropilosa no 3° dia de experimento e o composto 1,4-naftoquinona (mortalidade de
50% no 4° dia de experimento). Apesar de esses compostos serem de classes
diferentes dos estudados, estes mereceram atencdo no que se refere ao controle de
formigas-cortadeiras, assim o composto menadiona foi escolhido para submeté-lo ao

processo de encapsulamento.

Ao analisar os resultados obtidos dos compostos alizarina, 2-
metilantraquinona e antraquinona em relacdo ao composto 8, nenhum dos testados
mostrou atividade inseticida, assemelhando suas curvas com a da dieta pura. Um
fato importante na discussdo da relagdo estrutura-atividade, jA que 8 mostrou ser
ativo com mortalidade de 50% das operarias de A. sexdens rubropilosa em 5 dias de

experimento. As estruturas sdo mostradas na FIGURA 4.143.
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FIGURA 4.143 — Estruturas dos compostos testados no ensaio inseticida frente as
operarias de A. sexdens rubropilosa.

Numa analise prévia em relagdo a estrutura-atividade, foi possivel notar
que a presenca e 0 posicionamento da metila, juntamente com o0 posicionamento
das hidroxilas queladas a carbonila sdo fatores para o aumento da atividade, ja que
a presenca de duas hidroxilas em orto visto no composto alizarina ndo gerou

atividade.

4.3.1.4 — Nanopatrticulas

Em relacdo a avaliagdo do potencial inseticida dos compostos
encapsulados, foram realizados testes preliminares para uma possivel mudanca no
protocolo do ensaio frente as operarias de A. sexdens rubropilosa. Como foi
mostrado no item 3.3.2, um dos procedimentos envolvidos na metodologia deste
ensaio engloba a esterilizacdo de todo o material envolvido através do uso da
autoclave. Era de se esperar que, a uma temperatura de 120 °C e 1 atm durante 20
minutos as nanoparticulas iriam se romper, provavelmente o polimero sofresse
decomposicdo. Assim, foram realizados ensaios para a avaliacdo em relacdo &
introducéo e incorporacao das nanoparticulas na dieta, realizando ensaios na forma
liguida autoclavada, liquida nédo autoclavada e seca ndo autoclavada. Em relacao
aos dois primeiros testes, o0s resultados mostraram que, ao autoclavar as
nanoparticulas e posterior incorporacdo a dieta, ao solidificar, apresentava pontos

em um aspecto muito semelhante a borracha, o que muito provavelmente veio do
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polimero rompido. Com base nas observacdes realizadas nesses testes, foi optado
em avaliar a atividade inseticida utilizando nanoparticulas em sua forma seca nao

autoclavada.

4.3.1.4.1 — Componentes pertencentes as formulacoes

Em relacdo a avaliacdo da atividade dos componentes presentes nas
formulagbes, a fim de evitar um resultado equivocado, foram realizados testes
inseticidas submetendo os mesmos para a avaliagdo de toxicidade frente as
operarias de A. sexdens rubropilosa. Estudos anteriores realizados pelo grupo de
pesquisa responsavel pela realizacdo dos ensaios inseticidas comprovaram que 0s
componentes: Tween® 80 e Span® 60 nao foram ativos, com curvas de
sobrevivéncia semelhantes a dieta pura. Assim sendo, dois componentes poderiam
teoricamente produzir uma atividade inseticida, sendo esses o aerosil, utilizado
como suporte de secagem das nanoparticulas, e o 6leo utilizado em nanocapsulas,
benzoato de benzila. Com relacdo ao aerosil, ele foi submetido ao ensaio na mesma
concentragdo em que se encontrava nas nanoparticulas secas, sendo que este
composto ndo resultou em uma atividade inseticida, mantendo sua curva muito
proxima ao controle, como mostrado na FIGURA 4.144 e TABELA 4.41. Utilizando a
mesma concentracdo de benzoato de benzila que se encontra em nanocépsulas
contendo 400 L, este foi ativo com mortalidade de 50% de operarias em 2 dias de
experimento. A FIGURA 4.145 e TABELA 4.42 mostram os resultados para este

componente.

271



FIGURA 4.144 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com o componente
aerosil.

TABELA 4.41 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com o componente aerosil

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

Dieta Pura o 0 o0 2 2 2 16 20 36 52 245a

Aerosil 0O 0 O 0 2 6 12 26 54 68 2la

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo
com o teste log rank (p< 0,05).
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Grafico de sobrevivéncia - Benzoato de benzila
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FIGURA 4.145 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporagcdo em dieta artificial com o componente
benzoato de benzila.

TABELA 4.42 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com o componente benzoato de benzila

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura O 8 10 14 24 24 30 38 42 50 25a

Benzoato de benzila 42 82 100 100 100 100 100 100 100 100 2b

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

Com este resultado, houve a necessidade de avaliar e determinar a
concentracdo que o0 benzoato de benzila ndo seria mais ativo. Assim, foram
realizados novos testes utilizando sucessivas diminuicdes da concentracdo, como
mostra a FIGURA 4.146 e TABELA 4.43.
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FIGURA 4.146 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com sucessivas
diminui¢cdes na concentracdo de benzoato de benzila.

TABELA 4.43 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com sucessivas diminui¢cdes na concentracdo de benzoato de benzila

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

Dieta Pura O 0 o0 2 2 2 16 20 36 52 24)5a
Oleo 0,003% 12 20 28 58 82 88 96 98 100 100 6b
Oleo 0,006% 8 24 24 60 86 100 100 100 100 100 6b
Oleo 0,013% 14 38 48 86 88 100 100 100 100 100 4b
Oleo 0,02% 16 40 58 100 100 100 100 100 100 100 3,0b

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

Os resultados apresentados acima indicam que, mesmo em
concentracbes muito baixas, 0 Oleo ainda apresentou uma atividade inseticida na
menor concentracdo causando mortalidade de 50% das operarias de A. sexdens
rubropilosa em 6 dias. Sendo assim, foram avaliadas as nanocapsulas vazias (NC
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vazias 200 e 400) contendo 200 e 400 pL e comparando este resultado com o
primeiro ensaio realizado com o benzoato de benzila na mesma concentracdo da

formulacdo mais concentrada, ou seja, NC vazias 400, mostrado pela FIGURA 4.147
e TABELA 4.44.
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FIGURA 4.147 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa

submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com nanocapsulas
vazias e benzoato de benzila.

TABELA 4.44 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporagdo em dieta
artificial com nanocapsulas vazias e benzoato de benzila

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0O 8 10 14 24 24 30 38 42 50 25a
Benzoato de benzila 42 82 100 100 100 100 100 100 100 100 2b
Nano. vazia (6leo200) 2 6 8 14 16 22 38 50 64 76 17b

Nano. vazia (6leo400) O 10 16 24 28 28 46 56 64 84 15b

* Letras distintas em relacdo ao controle indicam diferenga significativa de acordo
com o teste log rank (p< 0,05).
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Com base nos resultados obtidos, este ensaio se tornou muito
importante no que diz respeito a duas observagdes principais. A primeira foi a
verificacdo e comprovacao que o 6leo em sua forma nanoencapsulada teve a sua
atividade diminuida drasticamente, sendo que até o décimo quarto dia se
assemelhou muito ao controle. ApGs este periodo, um aumento na atividade de
ambas as formulagbes com relagédo ao controle mostrou que este retardamento na
atividade foi responsavel pela liberagcdo controlada, uma das caracteristicas mais
importantes e vantajosas do uso desta técnica, aliada a cinética de liberacdo na

dieta pura, sendo esta a segunda observacéo.

A partir dos resultados até aqui apresentados, foram realizados os
estudos de avaliagbes das nanoparticulas contendo os compostos bioativos,
submetendo-0s aos ensaios inseticidas para a obtencdo de dados sobre a liberacéo
controlada, aliada ao retardamento na atividade e ao estudo de cinética de liberacéo
dos ativos.

4.3.1.4.2 — Nanoparticulas contendo crisofanol

Em relacdo ao ensaio inseticida utilizando nanoesferas contendo
crisofanol, a formulagcdo NSC 1,0, por apresentar melhores resultados, foi submetida
ao teste frente as operarias de A. sexdens rubropilosa na mesma concentracédo que
o composto livre j& mostrado anteriormente. A FIGURA 4.148 e TABELA 4.45

mostra a avaliacdo das nanoesferas contendo crisofanol.
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FIGURA 4.148 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com nanoesferas
contendo crisofanol.

TABELA 4.45 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com nanoesferas contendo crisofanol

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

Dieta Pura 0 0 0 2 2 2 16 20 36 52 24,5a
NSC 1,0 0 6 12 44 72 72 80 80 80 84 7b
NS vazias 0 0 0 4 6 8 10 17 40 50 25a

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

Ao comparar com as nanoesferas vazias (NS vazias), era de se
esperar a semelhanca nos resultados com a dieta, jA que nenhum componente ativo
presente nas nanoesferas. A comparagdo entre o resultado jA mostrado do
composto livre e NSC 1,0, mostrou que resultados satisfatérios foram obtidos, sendo
o principal, o retardamento da atividade em 2 dias. Como foi discutido no item 1.3,

um composto eficaz deve ndo ser reconhecido imediatamente pela formiga e essas
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caracteristicas e outras ja citadas foram verificadas e confirmadas através do
resultado com nanoesferas contendo crisofanol. Em relacdo ao ensaio inseticida
utiizando nanocapsulas contendo crisofanol, foram somente avaliadas as
formulacdes correspondentes as formulagcdes NCC 400 e NCC 200. A FIGURA
4.149 e TABELA 4.46 mostram os resultados obtidos para as duas formulacdes.

FIGURA 4.149 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com nanocapsulas
contendo crisofanol.

TABELA 4.46 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com nanocapsulas contendo crisofanol

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

Dieta Pura O 8 10 14 24 24 30 38 42 50 25a
Crisofanol puro 2 18 28 72 98 100 100 100 100 100 5b
NCC 400 O 4 10 56 68 68 74 78 82 82 6b

NCC 200 2 6 10 34 54 60 88 92 92 94 8b

* Letras distintas em relacéo ao controle indicam diferenca significativa de acordo
com o teste log rank (p< 0,05).
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Com base nos resultados obtidos, a formulacdo NCC 400 retardou a
atividade em um dia, diferentemente da formulacdo NCC 200, onde a atividade foi
retardada em 3 dias. Este fato se mostra interessante no que diz respeito a carga do
composto presente no interior das nanocapsulas. Com base na cinética de liberacao,
guanto maior a quantidade do composto retido no nucleo das particulas, muito
provavelmente a estabilidade do sistema diminui por comportar um volume muito
grande de composto, além da presenca do Oleo. Sendo assim, a liberacdo ocorre
mais rapida e, consequentemente, uma maior cinética de liberacdo e reducédo do
tempo de prolongamento da atividade. O contrario foi verificado na andlise da
formulagdo NCC 200, onde a diminuicdo da cinética de liberacdo levou a uma
liberacdo mais lenta ocasionando um aumento na atividade final, com mortalidade
de 94% no ultimo dia de experimento, em comparacdo com 82% ocasionado pela

outra formulagdo mais concentrada.

Por fim, ao comparar o resultado obtido para NSC 1,0 com os obtidos
pra NCC 200 e NCC 400, a principio a liberacdo da formulagdo NCC 400 mostrou
ser mais rapida e, consequentemente, possuir um menor valor na mortalidade de
50% de operarias de A. sexdens rubropilosa, com base em uma analise geral da
curva de sobrevivéncia. Porém, ao realizar a analise pontualmente, até o décimo dia
de experimento, principalmente na comparagcdo das mortalidades no oitavo dia de
experimento, o retardamento da atividade se d4 em todas as formulacbes em
relacdo ao composto livre, contudo a maior porcentagem de mortalidade se deu nas
nanoesferas (72%) em relacéo as nanocapsulas NCC 200 e NCC 400 (54% e 68%,
respectivamente). Este fato demonstra que as nanoesferas, por ndo possuir um
nacleo, constituidas basicamente de uma matriz entrelagada, possuem uma
estabilidade menor em relacdo as nanocapsulas e, portanto, sua liberacdo se deu

mais rapida.

4.3.1.4.3 — Nanoparticulas contendo menadiona

Em relacdo ao ensaio inseticida utilizando nanoesferas contendo
menadiona, como foi descrita anteriormente, nenhuma das formulacdes realizadas

apresentaram uma boa taxa de recuperacao e eficiéncia de encapsulagcdo, mesmo
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assim todas foram submetidas ao ensaio para comprovar que a acao esperada
somente se daria através da liberacdo do ativo, contudo para essa etapa nao sera
discutida, somente mostrado o resultado através da FIGURA 4.150 e TABELA 4.47.

FIGURA 4.150 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com nanoesferas
contendo menadiona.
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TABELA 4.47 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com nanoesferas contendo menadiona

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

Dieta Pura o 0 o o0 2 2 8 12 24 60 24a
NSVazia O 0 O 4 6 8 10 17 40 50 25a
NSM 0,5 0O 0 16 22 22 24 28 32 42 52 25a
NSM 1,0 O 0 2 6 12 14 16 18 32 38 >25a
NSM 1,5 O 0 2 2 6 10 14 20 40 56 24a
NSM 2,0 O 0 O O 4 6 8 26 36 60 24a
NSM 2,5 O 0 2 4 4 6 18 22 42 56 23a
NSM 3,0 O 0 2 2 4 8 20 22 36 46 >25a
NSM 5,0 O 0 2 6 8 8 10 18 30 44 >25a

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

Em relagdo ao ensaio inseticida utilizando nanocapsulas contendo
menadiona, foram avaliadas as formulagcbes NCM 200, NCM 400, NCM; 200 reduz.,
NCM 400 reduz., NCM 200 reduz. + dleo (esta ultima formulacdo foi somente
testada para avaliar o comportamento da cinética de liberacdo ao reduzir pela
metade a concentracdo de NCM 200 reduz.). As formulacfes descritas como NCM
200 reduz. 30 mL e NCM 400 reduz. 30 mL foram realizadas da mesma forma que
os experimentos feitos com NCM 200 reduz. e NCM 400 reduz., porém com a
adicao do dobro de volume de dieta pura para avaliacdo do comportamento do ativo
em um ambiente com volume dobrado em relacdo a cinética de liberacdo. A
FIGURA 4.151 e TABELA 4.48 mostram os resultados obtidos para as duas
formulagbes NCM 200 e NCM 400.
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FIGURA 4.151 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com nanocapsulas
contendo menadiona.

TABELA 4.48 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com nanocapsulas contendo menadiona

% acumulada de mortalidade por dia
Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura O 8 10 14 24 24 30 38 42 50 25a
Menadiona 4 34 74 98 100 100 100 100 100 100 3b
NCM 200 0O 16 22 52 62 66 72 78 82 92 6b
NCM 400 O 8 26 64 68 74 78 82 84 84 5b

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

O maior prolongamento na atividade foi atribuido pela maior
estabilidade do sistema das nanocapsulas, jA que os resultados mostraram que a

presenga do composto menadiona no interior das mesmas foram 83,2% (NCM 200)
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e 75,0% (NCM 400). A menor quantidade do composto favorece uma liberagdo mais
lenta e gradativa, vistas a partir das inclinagdes da curva de sobrevivéncia. Apesar
das baixas taxas de compostos presentes em seu interior, a atividade em potencial
do ativo mostrou ser um fator predominante nos resultados finais do experimento,
em termos de eficacia no controle das formigas-cortadeiras, a formulagdo NCM 200
(com 83,2% de ativo) mostrou melhor resultado com apenas 18% de sobrevivéncia
das operarias. Para as demais formulacbes: NCM 200 reduz., NCM 400 reduz.,
NCM 200 reduz. + Oleo, NCM 200 reduz. 30 mL e NCM 200 reduz. 30 mL, os
resultados sdo mostrados através da FIGURA 4.152 e TABELA 4.49.

FIGURA 4.152 - Curvas de sobrevivéncia de operarias de A. sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com as demais
nanocapsulas contendo menadiona.
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TABELA 4.49 - Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias
de A. sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta
artificial com as demais nanocapsulas contendo menadiona

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

[EEN

Dieta Pura o 0 o0 2 2 2 16 20 36 52 24,5a
NCM 200 reduz. 0O 10 24 60 76 80 94 100 100 100 5b
NCM 400 reduz. 4 20 26 58 76 82 96 96 98 98 5b

NCM 200 reduz. +
100uL oleo

NCM 200 reduz.30mL 2 6 10 18 18 28 36 52 82 88 17b
NCM 400reduz.30mL O 2 10 18 26 34 36 48 82 90 18b

2 2 8 42 60 72 84 88 88 94 7Tb

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

Com a reducao na concentracdo das nanocpsulas (NCM 200 reduz. e
NCM 400 reduz.), apesar da verificacdo de 50% da mortalidade de operarias de A.
sexdens rubropilosa manter no quinto dia de experimento, igualando a NCM 400, a
menor taxa de composto ativo no interior das mesmas fez com que a inclinagao da
curva de sobrevivéncia diminuisse, em comparacdo com as formulacbes sem
alteracdo. Aqui também pode ser verificado que o potencial do composto influenciou
em muito no que diz respeito a capacidade de distincdo das formulacdes, onde em
todas as formulacdes a taxa de mortalidade no final de cada experimento se
manteve em torno de 90%. Outro fator importante foi a analise detalhada dos
resultados obtidos quando houve o0 aumento da dieta pura na qual as nanocapsulas
foram incorporadas. Com o aumento em duas vezes do volume, as nanoparticulas
agora se dispersaram sobre a dieta, tendo um retardamento na atividade em mais
de 3 vezes. Isso faz com que haja uma maior possibilidade de estudo em relagéo ao
prolongamento desejado, em curto, a médio ou em longo prazo alterando somente o
volume em que elas se encontram, jA que para este caso, este prolongamento na
acdo se deu somente em um intervalo intermediario do experimento, onde no final

foi atingido o valor de mortalidade vista em todas as formulagdes.
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4.3.2 - Atividade fungicida frente ao fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus

4.3.2.1 — Picramnia bahiensis

4.3.2.1.1 — Extratos brutos

Os extratos brutos de P. bahiensis ndo foram testados, pois no
momento da obtencdo dos mesmos e fracionamento dos extratos bioativos frente ao
ensaio inseticida, o teste para avaliacdo do potencial fungicida frente ao fungo
simbionte L. gongylophorus estava em fase de teste ja que estava sendo

implementado no préprio Departamento de Quimica, no Laboratério de Bioensaios.

4.3.2.1.2 — Substancia 8 proveniente da fracdo H+D/01 a partir do fracionamento

cromatografico do extrato hexanico+diclorometanico das raizes de P. bahiensis

Este composto foi avaliado frente & inibicdo do crescimento micelial,
porém seu potencial se mostrou baixo, inibindo somente 21% do crescimento
micelial, como mostrado na FIGURA 4.153 e TABELA 4.50.
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TABELA 4.50 — Dados sobre o ensaio fungicida da substancia 8 frente a inibicdo do

crescimento micelial

Crisofanol Controle

1 10,06 13,45
2 10,06 14,24
3 12,56 14,37
4 12,56 14,78
5 0 14,92
Média 11,31 14,35
DP 1,44 0,57
DPR 12,75 4,01
Inibicao 21%

4.3.2.2 — Thyrsodium schomburgkianum

4.3.2.2.1 — Extratos brutos

Para esta planta foram realizados ensaios avaliando todos os extratos
brutos (FIGURA 4.154 e TABELA 4.51). Dentre os extratos avaliados, o extrato
metandlico do caule (ETSCM) foi o mais ativo, inibindo 85% o crescimento micelial,
seguido pelo extrato diclorometanico das folhas (ETSFD) com 58% e o extrato
diclorometéanico do caule (ETSCD) com 50%, sendo que os demais extratos inibiram
menos que 50% o crescimento micelial. Em geral, o0s mesmos apresentaram uma
boa atividade para este ensaio no que diz respeito a busca de compostos capazes
de ter acado fungicida frente ao fungo simbionte L. gongylophorus. Vale ressaltar que
nao foi iniciado o trabalho com o extrato metanolico do caule de T.
schomburgkianum, ja que estes resultados foram obtidos muito apds o inicio do
trabalho com esta planta, porém estes resultados demonstraram muito promissores

para este tipo de acao.
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TABELA 4.51 — Dados sobre o ensaio fungicida dos extratos brutos obtidos de T.

schomburgkianum frente a inibi¢do do crescimento micelial

ETSCH ETSCD ETSCM ETSFH ETSFD ETSFM Controle

1 9,72 8,03 1,02 4,52 2,89 5,30 8,04
2 8,34 7,06 1,02 4,82 2,27 5,72 7,54
3 8,34 7,06 1,05 5,72 4,15 5,72 7,07

4 7,00 6,51 1,05 5,80 0 6,15 6,60

5 0 0 1,09 0 0 0 0
Média 8,36 7,16 1,04 5,22 3,10 5,72 7,31
DP 1,08 0,63 0,03 0,64 0,96 0,34 0,62
DPR 12,98 8,85 2,90 12,31 30,90 6,04 8,46
Inibicao 42% 50% 85% 29% 58% 22%
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4.3.2.2.2 — Substancia 17 proveniente da fracdo TSPH/02/02+03/02 a partir do
fracionamento cromatografico do extrato diclorometanico do caule de T.

schomburgkianum

O composto 3B-hidroxiglutin-5-eno, isolado da particdo hexanica do
caule de T. schomburgkianum, foi submetido ao ensaio frente a atividade fungicida
(FIGURA 4.155 e TABELA 4.52) e os resultados mostraram que, especificamente
para este composto da classe dos triterpenos do tipo oleanano, ndo houve atividade
significativa, sendo verificada somente uma inibigdo do crescimento micelial de 11%.
Assim sendo, até este presente momento néo foi identificado o composto ou mesmo

0 conjunto dos mesmos responsaveis pela atividade gerada pelo ensaio do extrato.
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FIGURA 4.155 — Ensaio fungicida da substancia 17 frente a inibicdo do crescimento

micelial.

TABELA 4.52 — Dados sobre o ensaio fungicida da substancia 17 frente a inibicdo do

crescimento micelial

3B-hidréxiglutin-5-eno Controle

1 4,75 4,91
2 3,66 491
3 4,52 4,37
4 4,60 4,91
5 3,40 4,37
Média 4,18 4,69
DP 0,61 0,29
DPR 14,62 6,23
Inibicao 11%
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4.3.2.3 — Compostos naturais comerciais

Os compostos naturais comerciais alizarina, 2-metilantraquinona,
antraquinona, menadiona e 1,4-naftoquinona foram também ensaiados frente a
inibicdo do crescimento micelial (FIGURA 4.156 e TABELA 4.53) e os resultados
indicam que os compostos mais ativos foram de esqueleto naftoquinénico (similar
aos resultados inseticidas) em relagdo aos compostos com esqueleto
antraquindnico. Estes resultados, principalmente a acao fungicida da menadiona,
indicam a possibilidade de obter um controle natural frente as formigas-cortadeiras,
associando esta acdo fungicida com o crisofanol que apresenta acao inseticida, ja
descrita anteriormente, sendo esses resultados também motivadores para o estudo

realizado com os mesmos no processo de nanoencapsulamento.
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FIGURA 4.156 — Ensaio fungicida dos compostos naturais comerciais frente
Inibicdo do crescimento micelial.
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TABELA 4.53 — Dados sobre o ensaio fungicida dos compostos naturais comerciais

frente a inibicdo do crescimento micelial

Antraquinona  Alizarina 1,4 - naftoquinona Menadiona  Controle

1 4,99 2,83 1,37 0,66 4,91
2 4,37 2,72 1,54 0,64 4,91
3 3,73 2,95 1,37 0,64 4,37
4 4,01 2,43 1,77 0,64 4,91
5 3,40 2,83 * * 4,37
Média 4,10 2,75 1,51 0,64 4,69
DP 0,61 0,19 0,19 0,014 0,29
DPR 14,93 1,22 12,5 2,22 6,23
Inibicao 13% 41% 68% 86%

4.3.2.4 — Nanopatrticulas

Pela alta demanda dos ensaios fungicidas realizados no proprio
Departamento de Quimica, e a conclusdo da producdo das nanoparticulas muito
recentemente, ndo foi possivel realizar o ensaio de todas as formulacbes de
nanoparticulas mostradas anteriormente. Os mesmos ja estdo sendo realizados para
a avaliagdo do processo de nanoencapsulamento em relacdo ao comportamento na

liberacdo controlada dos compostos ativos e deverdo fazer parte de artigo cientifico.

4.3.3 — Atividade fungicida frente a Candida albicans , Aspergillus fumigatus e
Trichophyton rubrum

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, sob colaboracdo da Profa. Dra.
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Eugénia Pinto e do Dr. Luis Vale Silva. Para tanto, foram avaliados alguns extratos e

fracOes, juntamente com as nanoparticulas desenvolvidas neste periodo.

4.3.3.1 — Extratos e fracoes de P. bahiensis e T. schomburgkianum

O ensaio do extrato bruto em diclorometano das folhas de T.
schomburgkianum apresentou concentragcdo minima inibitéria acima de 256 pg/mL,
assim como as subfracbes de P. bahiensis, onde as concentracdes minimas
inibitérias foram situadas acima de 128 pg/mL, mostrando assim que estes nao

possuiam atividade antifungica significativa (TABELA 4.54).

TABELA 4.54 — Resultados do ensaio antifungico do extrato de T. schomburgkianum
e fracbes de P. bahiensis

Concentracdo minima inibitoria (ug/mL)

Compostos C. albicans  A.fumigatus  T. rubrum

Extrato em DCM das folhas de T. >256 >256 >256

schomburgkianum
Fragcdo HD/03/03 de P. bahiensis >128 >128 >128

Fracdo HD/O5 de P. bahiensis >128 >128 >128

4.3.3.2 — Nanopatrticulas contendo crisofanol e alizarina

Para o0 ensaio das nanoesferas de ambos os compostos, foram
escolhidos algumas formulacgdes para a avaliacdo da acéo fungicida. Para tanto, foi
realizado o teste utilizando nanoesferas e nanocapsulas vazias, juntamente com o
Oleo (TABELA 4.55).

291



TABELA 4.55 — Resultados do ensaio antifiungico de nanoparticulas vazias

Concentragdo minima inibitéria (ug/mL)

Nanoparticulas C. albicans  A. fumigatus T. rubrum
Nanoesferas vazias >100 >100 >100
Nanocapsulas vazias >100 >100 25
Benzoato de benzila >100 >100 25

A partir da avaliacdo das nanoparticulas vazias, deu inicio a avaliacdo
dos compostos livres crisofanol e alizarina, juntamente com suas respectivas
formulagcbes (TABELA 4.56). A concentracdo dos compostos encapsulados néo
permitiu uma melhor deteccdo para avaliar a encapsulagdo com o aumento da
atividade, principalmente no caso do crisofanol. No caso dos ensaios frente a T.
rubrum utilizando as nanocapsulas, ambas foram detectadas atividade (atividade
inibitéria abaixo ou igual a 1,85 pg/mL para alizarina e 7,99 ug/mL para crisofanol).
Como foi verificada uma atividade do benzoato de benzila (utilizado na formulacéo) e
também das nanocapsulas vazias, ou seja, sem nenhuma diferenca entre elas, ndo
foi possivel confirmar a atividade dos ativos e 0 estudo em relacdo ao processo de
encapsulamento e a atividade, ndo podendo afirmar com exatiddo que a atividade

estava relacionada somente com o processo da encapsulacao.
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TABELA 4.56 — Resultados do ensaio antifiingico de crisofanol e alizarina e suas
respectivas formulacdes

Concentra¢do minima inibitéria (ug/mL)

Nanoparticulas C. albicans  A. fumigatus T. rubrum
Crisofanol >128 >128 >128
Nanoesferas de 0,2 mg de crisofanol +
>0,89 >0,89 >0,89
tampéo a pH 5
Nanocapsulas contendo crisofanol >15,97 >15,97 <7,99
Alizarina 64 >256 4
Nanoesferas de 0,6 mg de alizarina+
3 >2,94 >2,94 2,94
tampdo apH 5
Nanocapsulas contendo alizarina >3,70 >3,70 <1,85
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5 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Picramnia bahiensis levou ao isolamento de
acidos e ésteres graxos de cadeias longas, esterdides, antraquinonas de diferentes
tipos (1-16). O isolamento e elucidacéo estrutural de 11 e 12, nunca antes relatados
na literatura, juntamente com 15 e 16, nunca antes descritos no género Picramnia,
forneceu uma maior contribuicdo para a quimiosistematica deste género para a
confirmacdo de seu posicionamento na familia Picramniaceae. Esses compostos
possivelmente sdo 0s responsaveis pela atividade inseticida frente as formigas-
cortadeiras e que abre uma perspectiva de futuros estudos na busca de maior
quantidade e avaliacdo da atividade individual, contribuindo assim em muito na
busca de compostos naturais inseticidas para o controle eficaz e especifico dessa

praga.

O estudo fitogquimico de T. schomburgkianum levou ao isolamento e
identificagdo 9 substancias, sendo elas esterdides, uma grande variedade de
terpenos e um flavondide, sendo que alguns foram isolados pela primeira vez na
Familia Anacardiaceae. Além disso, esta parte do presente trabalho contribuiu em
relacdo a informacdo quimiosistematica desta espécie, nunca antes relatada em

revistas especializadas na area.

Durante o processo de isolamento e identificagdo dos compostos das
duas espécies estudadas foi gerado um desafio em relagcédo a obter conhecimento e
aprendizado de novas técnicas muito promissoras atualmente na area, tal como a
Espectrometria de Massas acoplada a Cromatografia Gasosa e Liquida, onde o uso
dessas ferrramentas, ndo somente como usuario, mas principalmente como

conhecedor da técnica foi de grande importancia na formacéo académica.

Para o controle de formigas-cortadeiras, foram obtidos resultados
promissores de compostos bioativos naturais isolados neste trabalho (substancia 8)
e comerciais. Suas ac¢les inseticidas frente a Atta sexdens rubropilosa e fungicida
frente ao seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus, indicam um avang¢o no
desenvolvimento e a eficacia do uso de produtos naturais como fonte alternativa o

controle do ninho de formigas-cortadeiras.
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O uso indiscriminado de iscas toxicas contendo principios ativos
sintéticos maléficos aos mamiferos e ao meio ambiente leva a busca de métodos
alternativos para o controle de formigas-cortadeiras. Em relacdo a novas
metodologias de aplicacdo de compostos naturais bioativos como forma eficaz e
associado as ideias do manejo integrado de pragas, existem poucos estudos e
grande numero de estudos relacionados a busca e isolamento dos mesmos. O
presente trabalho serviu como um exemplo, principalmente para as industrias, para
corrigir um pensamento errbneo e quebrar barreiras sobre a impossibilidade ou
mesmo dificuldade da falta de substitutos para os atuais métodos, principalmente

usando iscas contendo 0s compostos sintéticos.

Os resultados aqui apresentados, principalmente no desenvolvimento
de formulacéo inseticida e fungicida através do processo de nanoencapsulamento
para o controle de formigas-cortadeiras, mostraram ser sginificativos e sugerem
ampliar o desenvolvimento de novas tecnologias através de maiores investimentos,
tanto de empresas, quanto do governo nesta promissora area em que diversos
grupos de pesquisas estdo empenhados nas descobertas de um controle eficaz
capaz de substituir aquele usando iscas toxicas a base de sulfluramida e fripronil,

que deverdo em breve ser banidas do mercado.
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