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Titulo: Valorizacao de extratos de plantas e analogos sintéticos pelo encapsulamento em

nanossistemas baseados em lipidos e quitosano.

Resumo: Atualmente, é cada vez maior o interesse nas plantas como potencial fonte de moléculas

bioativas com aplicacdo em diferentes areas, desde a cosmética aos farmacos, bem como na
industria alimentar. E possivel extrair varios compostos fitoquimicos por diferentes técnicas de
extracao, bem como isolar e determinar a sua composicao recorrendo a técnicas de caracterizacéo
adequadas. Apesar do seu elevado interesse, muitos dos fitoquimicos apresentam algumas
limitacdes quanto ao seu potencial, devido a sua elevada volatilidade bem como a facil degradacao
qguando expostos ao ar. Nesta perspetiva, sistemas de nanoencapsulamento deste tipo de
compostos, que permitam a sua preservacao e libertacdo controlada, sao alvo de particular
interesse. Neste trabalho, foram submetidas a extracdo por Soxhlet as onze espécies vegetais
diferentes, Prunus lusitana L., Mentha suaveolens Ehrh., Camellia japonica L., Ulex europaeus L.,
Phytolacca americana \., Chelidonium majus L., Tagetes patula L., Rute graveolens L., Punica
granatum L. Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb e Ginkgo biloba L. Os extratos obtidos a partir da
parte foliar foram sujeitos a remocao de clorofilas. O acido ginkgdlico foi identificado e isolado nos
extratos de Ginkgo biloba L e foi usado como percussor na sintese de um derivado por reacéo de
alquilacdo. O acido 3-Aminobenzdico e o acido Antranilico foram também usados para obter
analogos do acido ginkgdlico através da reacao do grupo NH.com haletos de alquilo com 12, 13
e 15 carbonos. Os compostos sintetizados foram caracterizados por espetroscopia de absorcao
no UV-Visivel, RMN (*H e =C), espetroscopia de infravermelho e espetrometria de massa. Os
extratos de Mentha suaveolens Ehrh., Phyfolacca americana L., Rute graveolens L. e Lithodora
prostrata (Loisel.) Griseb foram sujeitos a ensaios de encapsulamento e de libertacdo controlada
em nanoemulsdes de quitosano e em lipossomas de lecitina de soja, preparados quer por injecao
etanolica, quer por hidratacao de filme lipidico. Verificou-se que as nanoemulsdes de quitosano
sao adequadas para uma libertacao total e rapida do agente encapsulado, enquanto os lipossomas
retardam a libertacdo. Foram realizados ensaios preliminares de citoxicidade na linha celular de
insetos Sf9 (proveniente dos ovarios imaturos de S. frugiperda pupae), tendo-se obtido resultados
promissores para o extrato em diclorometano das folhas de flores laranja de 7agefes Patula L. e

para o acido ginkgolico alquilado a concentracoes acima de 100 puM.

Palavras chaves: Atividade inseticida; Extratos de plantas; Libertacdo controlada;

Nanoencapsulamento; Sintese organica;




Title: Valorization of plant extracts and synthetic analogues by encapsulation in lipid and chitosan

nanosystems

Abstract: Nowadays, there is a growing interest in plants as potential source of bioactive molecules
with application in several areas, from cosmetics to drugs, as well as in the food industry. It is
possible to extract phytochemicals by different extraction techniques, as well as to isolate and
determine their composition using suitable characterization techniques. Despite their high interest,
many phytochemicals exhibit a limited potential, due to high volatility as well as easy degradation
when exposed to air. In this perspective, nanoencapsulation systems for this type of compounds,
allowing their preservation and controlled release, are currently of particular interest. In this work,
eleven different plant species, Prunus lusitana L., Mentha suaveolens Ehrh., Camellia japonica L.,
Ulex europaeus L., Phyfolacca americana L., Chelidonium majus L., Tagetes patula L., Rute
graveolens L., Punica granatum L. Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb and Ginkgo biloba L. were
subjected to extraction by Soxhlet. The extracts obtained from the leaf part were subjected to
chlorophyll removal. Ginkgolic acid was identified and isolated in Ginkgo biloba L. extracts and was
used as a percussor in the sample of a derivative by alkylation reaction. 3-Aminobenzoic acid and
Anthranilic acid were also used to obtain ginkgolic acid analogs by reacting the NH. group with 12,
13 and 15 carbon alkyl halides. The synthesized compounds were characterized by UV-visible
absorption spectroscopy, NMR (:H and =C), infrared spectroscopy and mass spectrometry. The
extracts of Mentha suaveolens Ehrh., Phytolacca americana L., Rute graveolens L. and Lithodora
prostrata (Loisel.) Griseb were subjected to nanoencapsulation and controlled release assays in
chitosan nanocapsules and liposomes of soybean lecithin, prepared either by ethanolic injection
method or by lipid film hydration. It was observed that the chitosan nanocapsules are suitable for a
complete and rapid release of the encapsulated extract, while liposomes exhibit a delayed
release. Preliminary assays of cytotoxicity using the Sf9 insect cell line (from immature ovaries of
S. frugiperda pupae) were performed. Promising results were obtained for the dicloromethane
extract of Tagefes patula L. leaves fo orange flowers and the alkylated ginkgolic acid for

concentration above 100 pM.

Keywords: Controlled release; Insecticide activity; Nanoencapsulation; Plant extracts; Organic

synthesis;
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1.1. ENQUADRAMENTO

As plantas sdo uma fonte de moléculas com diversas atividade bioldgica, cada vez mais
utilizadas em varias areas desde a industria farmacéutica a alimentar. A utilizacdo de diversas
técnicas permite obter os extratos que, apds purificacdo sdo sujeitos a caracterizacao analitica, de
forma a determinar a sua composicdo. Com frequéncia, os extratos obtidos apresentam
estabilidade reduzida sendo sensiveis a fatores externos nomeadamente exposicao a luz solar, ar

e processos oxidativos.

Uma das formas de ultrapassar esta dificuldade consiste no seu encapsulamento,
melhorando a sua resisténcia a degradacao bioldgica e/ou fisico-quimica e aumentando a sua
eficacia, libertacdo controlada, com diminuicdo da toxicidade e maior tempo de permanéncia na

circulacao no alvo de interesse.

Existem diversos agentes transportadores, entre os quais se destacam os sistemas

lipidicos, sistemas mistos de lipidos e surfactantes e sistemas baseados em biopolimeros.

Os lipossomas tém sido muito utilizados nas industrias cosmeética, farmacéutica, na
agricultura e na industria alimentar, protegendo a funcionalidade de compostos instaveis. Sao
biocompativeis, biodegradaveis, ndo toxicos e permitem encapsular tanto compostos lipofilicos
como hidrofilicos. Tém sido utilizados como sistemas de libertacdo controlada, permitindo ao
agente encapsulado atuar sobre o alvo, aumentando o indice terapéutico e minimizando efeitos

colaterais.

Os sistemas baseados em biopolimeros, nomeadamente quitosano (um produto natural,
de baixo custo, renovavel, biocompativel, biodegradavel e nao toxico), podem ser processados de
diversas formas como solucdes, filmes, capsulas e outros sistemas de libertacdo controlada. O
quitosano tem sido utilizado em diversas areas como a agricultura, industria alimentar e
farmacéutica, e em particular na area biomédica, nomeadamente como biomaterial para
reconstrucdes dentarias, dsseas e em sistemas de libertacao controlada e prolongada tendo sido

comprovado que é um excelente candidato possuindo efeitos colaterais minimos.
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Introducao

A presente dissertacdo tem como principal objetivo a extracdo, caracterizacdo e

encapsulamento de fitoquimicos e de analogos sintéticos em sistemas lipidicos e sistemas

baseados em biopolimeros (quitosano). O projeto desenvolvido é constituido pelas seguintes

tarefas:

o Extracao de fitoquimico através extracao por Soxhlet, usando agua: etanol (1:1) e
diclorometano (DCM) como solventes durante 4 a 9 horas;

o Remocao de clorofilas nos extratos obtidos na parte foliar;

o Purificacdo de extratos/compostos através de cromatografia em coluna;

o Sintese de derivados do acido ginkgolico;

o Caracterizacao dos compostos extraidos, através de diversas técnicas como
espetrometria de massa (EM) e espetroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), infravermelho (IV), e ultravioleta visivel (UV-Vis);

o Producéo de lipossomas por injecdo etandlica e hidratacdo de filme fino lipidico;

o Producdo de nanoemulsdes de quitosano através do método de gelificacao
ionotropica;

o Determinacao da eficiéncia de encapsulamento, dos tamanhos e
polidispersividade dos sistemas e estudo da libertacdo controlada para alguns
extratos selecionados;

o Verificacdo da sua atividade biologica numa linha celular de insetos (Sf9);

1.3. ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Esta dissertacao esta dividida em seis capitulos: Introducao, Estado de Arte, Materiais e

Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes e Perspetivas Futuras e Bibliografia.

No primeiro capitulo, é efetuado um enquadramento do trabalho desenvolvido, sendo
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definido o objetivo principal desta dissertacao e as tarefas executadas no desenvolvimento da

mesma.

0 segundo capitulo foca-se na pesquisa bibliografica referente aos diferentes tépicos que
o trabalho aborda, nomeadamente nas plantas como fonte de fitoquimicos e as suas diferentes
classes de compostos, espécies de plantas selecionadas, técnicas de extracao de matéria vegetal,
nanoencapsulamento, nanossistemas baseados em lipossomas, nanossistemas baseados em

quitosano e nanopesticidas.

No terceiro capitulo sao indicados o materiais, reagentes e solventes utilizados na

preparacao das amostras, assim como os procedimentos e caracterizacdo das mesmas.

No capitulo quarto, sao apresentados os resultados do trabalho experimental e a sua

respetiva discussao.

No quinto capitulo séo apresentadas as conclusdes mais relevantes do trabalho e sao

sugeridas propostas de trabalho futuro.

O capitulo final lista a bibliografia referenciada na dissertacao.
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2.1.  FITOQUIMICOS

As plantas sdo uma fonte de produtos naturais, muitos destes possuindo atividade
bioldgica que acumulam nas estruturas secretoras externas (tricomas, secretores e osméforos) e
nas estruturas secretoras internas (idioblastos, canais e bolsas) dos 6rgdos das plantas.*? Os
fitoquimicos provenientes de plantas aromaticas e medicinais tém revelado constituir uma fonte
importante de compostos para a saude do ser humano devido ao valor nutricional.? Estes

compostos sao usados pela planta como protecdo contra doencas e fatores externos (poluicdo e
exposicao a radicdo UV) e também contribuem para melhorar os fatores intrinsecos da prépria
planta como a coloracédo, o aroma e o sabor. Muitos destes compostos sao extraidos das plantas

na forma de misturas complexas. A atividade biologica ¢ diversificada destacando-se a atividade

antimicrobiana, antibacteriana e antifungica.?

Os metabdlitos secundarios existentes nas plantas podem ser divididos em diferentes
classes: compostos fenolicos, flavonoides, taninos, alcaldides e terpenos. Na tabela 1 estéo
indicadas as principais classes de compostos e as diversas atividades biologicas que os

caracterizam.

Tabela 1 — Grupos de fitoquimicos e as suas respetivas atividades bioldgicas.

Metabolitos Secundarios Atividade Bioldgica

Atividade Antioxidante 123*
Atividade Anti-radical **
Inibidores Enzimaticos 3*
Atividade Anti-inflamatoria 2
Compostos fendlicos Combate em estados febris e gripais *
Atividade Antimicrobial 2
Atividade Antitumoral 2
Atividade Antiespasmaodia 2

Atividade Antidepressiva 2
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Flavonodides

Atividade Anticarcinogénica *
Atividade Antialergénica '2
Atividade Anti-Inflamatéria 12
Acao Anti-hepatica !
Atividade Antidiarreica *
Atividade Vasodilatadora 3¢
Efeito cardioprotetor 13*
Atividade Antioxidante 23*
Atividade Antitumoral 12*
Atividade Antibacteriana '*
Protetor contra raios UV *
Atividade Analgésica *

Combate a Osteoporose *

Taninos

Tratamento de diarreias 2*
Problemas Estomacais 2*

Atividade Antioxidante 2*

Atividade Anti-Inflamatéria 24

Atividade Antimicrobiana *

Combate nas doencas degenerativas *

Atividade Antitumoral 24

Acao Hemostatico *
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Efeito Sedativo *
Atividade Anti-inflamatoria
Propriedades Hipertensoras *
Atividade Antioxidante *
Acéo coagulante *
Terpenos
Atividade Anticarcinogénica 2*
Reguladores de crescimento para as plantas 2
Atividade Antimalarica 2*
Acéo Anti-ulcera 2

Atividade Antimicrobial 2

Acdo Sedativa *
Atividade Antimalarica 2*
Atividade Antigotosa *
Atividade Antitumoral
Acado Emética *
Combate contra a tosse *
Atividade Anticarcinogénica 2
Alcaldides

Efeito anti-hipertensivo 2
Efeito antiarritmico 2
Usado como fero-hormonas no acasalamento
de insetos *
Utilizacao de colquicina para duplicacao de
cromossomas na floricultura *
Atividade Antifungica 2

Atividade Antibacteriana 2
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2.2. CLASSIFICAGAO DE FITOQUIMICOS

2.2.1. Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos sdo a maior categoria de fitoquimicos e a mais amplamente
distribuida no reino vegetal, representam um grupo grande e complexo de constituintes quimicos
encontrados nas plantas. Estruturalmente, os compostos fenélicos sdo constituidos por um anel
aromatico possuindo um ou mais substituinte hidroxilo, variando de simples compostos fendlicos
a compostos poliméricos. Sado metabdlitos secundarios e apresentam varias propriedades
farmacologicas, nomeadamente como antioxidantes que atua como funcao protectora contra
processos de doencas mediadas por radicais livres. Os componentes fendlicos sao divididos em

sub-classes sendo 0os mais importantes: as cumarinas, quinonas, lignanos, destacando -se os

flavonoides, os acidos fenolicos, polifendis e taninos.?

2211  Acidos fendlicos

O termo "acidos fendlicos", em geral, designa fendis que possuem um grupo funcional de

acido carboxilico. Os acidos fenolicos de ocorréncia natural contém duas estruturas de carbono

distintas: as estruturas hidroxicinamica e hidroxibenzoica.?

o Acidos fendlicos derivados do acido benzdico

S&o bastantes abundantes na natureza, contendo os taninos hidrolisaveis (acido galhico e do
seu dimero, a acido elagico) e também o acido phidroxibenzdico 1, acido salicilico 2, o acido

vanilico 3 e o acido siringico 4.4

o) o) COOH
OH OH HOJQV
HO OH HO OH HsCO OCH,
1 2 3 OH
4

Figura 1 — Acidos fenolicos derivados do acido benzéico.
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o Acidos fendlicos derivados do acido cindmico

Estao difundidos na natureza, apresentam geralmente a forma de heterosidos fenil-
propanoico, entre os quais se destacam o acido p-cumarico ba, o acido cafeico bb, acido ferulico

B¢ e 0 acido sinapico 6 e outros acidos por vezes na forma de ésteres que estdo presentes em

diversos farmacos *.

COxH CO,H
= 7

R=H, Acido p-cumarico a
R R= OH, Acifjo cafeico b H,CO OCH,
OH R= OCHs, Acido ferulico ¢ OH

Figura 2 - Acidos fenalicos derivados do acido cinamico.

Estes compostos, sejam em forma de ésteres ou de heterosidos, sao sollveis em agua e

em solventes organicos polares. Quando estes, estdo sob a forma de acido sdo sollveis nos

solventes organicos em meio acido.* Na presenca de grupos fenolicos originam pontes de

hidrogénio, o que explica a ligacao as proteinas.* A caracterizacao analitica € normalmente feita

por meétodos cromatograficos, normalmente, cromatografia em camada fina, e/ou por

cromatografia liquida de alta performance (HPLC), em fase reversa permitindo a identificacéo e

quantificacao do composto.*

2212 Flavondides

Os flavondides estdo incluidos num grupo de compostos que ocorrem naturalmente nas
plantas, existindo mais de 4000 compostos fenolicos descritos na literatura. Os flavonoides
possuem o esqueleto base da estrutura da fenilbenzopirona (composto 7), consistindo de dois
aneis aromaticos (A e B), ligados por uma unidade de trés carbonos na forma de anel central de
pirano (C). Apresentam diversas funcdes na natureza e inimeras atividades bioldgicas. As suas

estruturas predominantes sao flavonois e flavonas, sempre na forma heterosidica. As principais
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classes de flavondides sdo Flavanona 8, Flavona 9, Flavonol 10, Isoflavanona 11, Isoflavona 12,

Isoflavonol 13 e Antocianidina 14. #

Figura 3 - Esqueleto base de fenilbenzopirona e as principais classes de flavonoides.

As flavanonas, flavonas e flavonois diferem do incolor ao amarelo e as antocianinas
apresentam cores como laranja-brilhante a azul, notando-se nas pétalas das flores e nos frutos
das plantas superiores.* Sendo produzidas pelas plantas em resposta a infecdes microbianas,

apresentam a mesma atividade “in vitro” contra muitos microorganismos.

2213 Taninos

Taninos sao compostos polifendlicos, soluveis em agua com peso molecular a variar desde
500 a 4000.2¢ O termo tanino provém de “curtir as peles” sendo capaz de transformar a pele
fresca dos animais em material imputrescivel e pouco permeavel, devendo-se as interacoes
hidrofobicas e as ligacdes de hidrogénio entre os grupos fenolicos dos taninos e algumas

macromoléculas formando complexos com as fibras de colagénios da pele, conferindo resisténcia
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a agua e ao calor.*A sua estabilidade depende da sua estrutura, mas normalmente estas sao
instaveis.* Precipitam com amidas ou substancias aminadas e tém afinidade com proteinas que

lhe conferem o carater adstringente de alguns frutos.* Sdo divididos em trés grupos distintos,
devido as suas caracteristicas estruturais: taninos hidrolisaveis (galhotaninos e elagitaninos),

taninos complexos e taninos condensados ou proantocianidinas (esquema 1).*
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Esquema 1 - Classificacao dos taninos.




I

Capitulo 2 — Estado de arte

2.2.2. Terpendides

Os terpenos ou terpenodides sdo constituidos por um esqueleto carbonado de varias
unidades de isopreno (2-metilbutadieno) 15.2° No reino vegetal, os terpendides sao considerados
como 6leos essenciais, e conttm um forte potencial a nivel comercial, em particular na
alimentacao e na cosmética, sendo usado como sabor e fragancia.2 O elevado interesse destes
compostos para aplicacdes clinicas deve-se a vasta gama de propriedades biologicas descritos,
destacando atividade anti-inflamatdria, antioxidante, atividade anticarcinogénica e antimicrobial. 2*
Os terpenoides podem ser divididos em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
serterterpenos, triterpenos, tetraterpenos e esteroides de acordo com o nimero de unidades de

isopreno. Algumas caracteristicas dos terpendides estao indicados na tabela 2.2s

P

15

Figura 4 - Representacao do isopreno.

Tabela 2 - Classificacdo e caracteristicas das diversas classes de terpendides e exemplos.

Classificacao Caracteristicas Exemplos
Possuem duas m-
unidades de Limoneno 16
Monoterpenos isopreno. Podem ser H
O N A

lineares ou conter

anéis 2°
Citral 17
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Provém de farnesil

pirofosfato (FPP).

Beta-eudesmol 18

Sesquiterpenos Contém trés
unidades de A S N~on
Isopreno Farnesol 19
Deriva da
geranilgeranil N XX OH
pirofosfato
Diterpenos (GGPP). Retinol 20

Contém quatro

unidades de )\/\J\/\)\/\)\/\
N-"0H

isopreno 2° Fitol 21
Derivados
Deriva da
geranilgeranil OH
pirofosfato . ” ﬂ
Sesterterpenos ; ;
(GGPP). H H ©
Encontrados Esclarina 22

em organismos

marinos 2°
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Cadeia
precursora é o
esqualeno
isolado do
figado do
tubarao, no

Triterpenos  figado do rato,
nos fungos e
sementes de

Amarantaceas.
Contém seis

unidades de

isopreno 2°

Lanesterol 23

Esqueleno 24

Contém oito
unidades de
isopreno e

Tetraterpenos ~ podem ser

aciclicas,

monociclicas e

biciclicas 2°

Beta-carteno 25

Derivado dos
lanosterol 22
Esterdides Nas plantas,
derivam do

cicloartenol 25

HO

H

T,

Cicloartenol 26
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2.2.3. Alcaloides

Os alcaldides constituem uma classe de compostos heterociclicos de nitrogénio com
comportamento basico e atividade farmacolégica.** Apresentam uma elevada toxidade e no reino
vegetal estdo presentes em diversas familias como a familia das Dicotiledoneas, principalmente
as Apocianaceas, Asteraceas, Berberidaceas, Borraginaceas, Buxaceas, Quenepodiaceas,
Euforbiaceas, Fabaceas, Lauraceas, Magnolidceas, Papaveraceas, Ranunculaceas, Rubiaceas,
Rutaceas, Solanaceas, etc. Podem ser encontrados e ou acumulados nos diversos 6rgaos das
plantas, principalmente em tecidos externos, como em tecidos em crescimento ativo, células
epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lacticiferos.: Os alcaloides podem ser

divididos em subclasses como alcaldides com o nucleo pirrolidina, piridina, piperidina, tropano,
pirrolizidina, etc.*s Na figura 5, verifica-se alguns exemplos de compostos alcaldides, destacando

a adrenalina 27, nicotina 28, cocaina 29, morfina 30 e heroina 31.
1l
¢=0-CcH,
H
Nl®)

28 29

30 31

Figura 5 - Exemplos de compostos alcaldides.
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2.3.  OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (0.E.) e/ou esséncias, sdao misturas complexas de multiplos compostos
volateis, com propriedades odoriferas.* Os O.E. fornecem a esséncia, sabor ou aroma da planta,
podendo ser extraidos por diversas técnicas, em particular hidrodestilacéo e destilacao por arraste
de vapor.* A composicao quimica é complexa, sendo constituidas por muitos compostos em
diferentes concentracdes, apresentando dois ou trés componentes principais.* A composicao dos
oleos geralmente é obtida por recurso as técnicas de cromatografia gasosa (C.G) e espetrometria
de massa.* Atividade biologica dos o¢leos essenciais é vasta destacando-se a atividade
antimicrobiana (antibacteriana e antifungica), antiviral, analgésica, anti-inflamatoria e propriedades
hepatoprotectoras.* Atualmente, comprova-se que os 6leos essenciais podem ter um efeito no
combate de insetos e/ou outros animais prejudiciais para os cultivares, e € usado como “um
pesticida verde” ajudando a salvaguardar a saude humana e reduzindo a degradacao e/ou

desgaste dos solos com inimeros produtos quimicos.®’ Os O.E. podem também ser usado a nivel

ambiental evitando a acumulacao de residuos nos solos e nos lencéis de agua.>” Na tabela 3,
temos as classes dos principais constituintes dos 6leos essencias e exemplos de farmacos
aromaticos inscritos na farmacopeia portuguesa 9 (F.P. 9) correspondedo ao respetivo composto

quimico predominante de cada um.
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Tabela 3 - Classe dos principais constituintes dos dleos essenciais e exemplos de farmacos aromaticos e o composto quimico predominante de

cada farmaco.

Classe dos
principais

constituintes

Farmaco aromatico

Hidrocarbonetos

Alcoois e ésteres

Aldeidos e cetonas

1,8-cineol

Composto quimico predominante Nome
inscrito na F.P. 9
Oleo essencial de Limoneno
limao 16
Oleo essencial de Alfa-pineno
terebintina e 32
) _ _— Acetato de
Oleo essencial de 0
\H/ linalilo
alfazema 0
33
HO Mentol
Hortela-pimenta
34
) O OH
Oleo essencial de ]
H H Acido
caneleira
cinamico 35
o)
Erva-cidreira W\/\"/ Citronelal 36
H
CHj,
Oleo essencial de 1,8- Cineol
eucalipto O 37
H;C CH;
) Terpineno-4-
Oleo essencial de HO
ol
melaleuca
38
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Oleo essencial de

Fenois e éteres

fenolicos

Eugenol 39
cravinho
—0 OH
Oleo essencial de Timol
tomilho HO 40

2.4. ESPECIES DE PLANTAS

O critério de selecao para escolha destas espécies foi baseado na localizacdo onde se

encontram inseridas (Norte de Portugal) e/ou falta de informacao cientifica das mesmas. As

espécies utilizadas foram Prunus lusitanica L., Mentha suaveolens Ehrh, Camellia japonica L., Ulex

europaeus L., Phytolacca americana L., Chelidonium majus L., Tagetes patula L., Ruta graveolens

L., Punica granatum L., e Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb. Foi também selecionado a Ginkgo

biloba L., por ser uma espécie rica em compostos bioativos, nomeadamente os acidos ginkgolicos.

2.4.1. Prunus lusitanica L.

Espécie: Prunus lusitanica L.

Nome comum: Azereiro

morte.®
Familia: Rosaceae

uma sensacao de bem-estar.?

Usos medicinais: estimula a respiracao, melhora a digestao e da

A Adverténcias: ndo é especificamente desta espécie, mas
esta familia produz cianeto de hidrogénio, o que pode ser téxico em
elevadas quantidades e é produzido nas folhas e nas sementes. O

excesso pode levar a sintomas como insuficiéncia respiratéria ou

Figura 6 — Caracteristicas da espécie Prunus lusitanica L.
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Designada como o loureiro de Portugal e pode ser encontrada em Portugal continental e
ilhas, Espanha, ilhas Canarias havendo também alguns registos da existéncia em Marrocos.*
Necessita de humidade no solo para se reproduzir sexualmente distribuindo-se perto de riachos
e/ou lagos.® Atualmente, devido a ameacas ecoldgicas e antropogénicas, esta espécie esta listada
como espécie vulneravel e/ou ameacada tendo sido tomadas medidas de protecao pelo ministério
do meio ambiente Espanhol e Regional das ilhas Canarias.'® Os maiores constituintes quimicos de
Prunus lusitanica L., sao maioritariamente, terpenos e acidos fenolicos, como acido ursolico 41,
acido caféico 5b, acido phidroxibenzdico 1, acido protocatecuico 42, Alcool 3,4-di-hidroxibenzilico
43, 4cido vanilico 44 e “vanilloylcalleryanin” 45.21.12 Esta espécie revela atividade anti-inflamatoria

e atividade anti proliferativa.®

)
0O
HO OH
- "OH
HO
HO
5b 1
i HO 0
HO
HO HO
42 43 m

45

Figura 7 - Principais constituintes da espécie Prunus lusitanica L.
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2.4.2. Mentha suaveolens Ehrh.

Usos medicinais: a infusao pode ser usada para o
tratamento de febres, dores de cabeca e disturbios

digestivos. O o6leo essencial é antisséptico.x

E.Hallier, 1884

A Adverténcias: em grandes doses, esta planta pode
Espécie: Mentha suaveolens Ehrh.

ser abortiva e toxica para o ser humano.
Nome comum: Mentrastos

Familia: Lamiaceae

Figura 8 - Caracteristicas da espécie Mentha suaveolens Ehrh.

Conhecida como horteld-maca, é uma erva herbacea com 100 cm de altura, sendo a sua
origem na Europa Sul e Central, mas também se encontra distribuida no Norte da Europa. Esta
espécie encontra-se em locais humidos, como lagos e riachos.'® As diversas espécies de menta
sao distinguidas devido as suas propriedades medicinais e de aromoterapia e segundo diversos
escrivas, 0s ancestrais romanos, gregos e egipcios usavam-na como condimento e medicamento
e 0S seus 0leos essenciais como perfumes. Atualmente, ainda é usada para tratamento de doencas
tais como reumatismo, disenteria, dispepsia, alergias de pele, calafrios, ictericia, infecbes na
garganta, constipacao, espasmos, pedras na bexiga, pedras na vesicula, diarreia, dor de dentes,
dores de estdmago, dispneia, gastrodinia, diaforético, diurético, ténico estomacal, anti-infecioso,

sedativo, repelente de insetos, antimicrobacteriano, antifingico, antialérgico, Vviricida,
radioprotetor, anti-inflamatorios e hemostaticos.’® Os oleos essenciais apresentam diversos

constituintes quimicos, entre os quais se destacam oxidos (o0xido de piperitona 46 e oxido de

piperitenona 47), alcoois (mentol 36) e cetonas (pulegona 48, piperitenona 49 e carvona 50)

representados na figura 9.1V
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Figura 9 - Composicao do dleo essencial de Mentha suaveolens Ehrh.

Esta espécie apresenta diversas atividades biologicas tais como atividade antimicrobial,

inseticida, analgésica e anti-inflamatoria, citotoxica, capacidade de inibicdo da acetilcolinesterase
e propriedades antioxidantes.’>® Na atividade inseticida, comprovou-se que o 6leo essencial de
Mentha suaveolens Ehrh., contém atividade larvicida, devido ao seu constituinte maioritario, o

oxido de piperitenona mostrando-se eficaz na espécie culex pipiens com LDs=47,88 mg/|."”

2.4.3. Camellia japonica L.

Usos medicinais: as flores apresentam propriedades
adstringentes, hemostaticas, salivares e tonicas e misturados

com Oleo de gergelim podem ser usadas para o tratamento de

queimaduras. A planta demonstra atividade anticancerigena.”

A Adverténcias: ndo sdo identificadas contraindicacdes
Espécie: Camellia japonica L.

para o uso desta planta.”
Nome comum: Japoneira

Familia: Theaceae

Figura 10 — Caracteristicas da espécie Camellia japonica L.
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Nativa da Coreia do Sul, Japdo e China apresenta uma enorme importancia na cultura
oriental utilizando para tratamentos de doencas estomacais, sangramentos e inflamacdes através
da medicina tradicional.®? Os constituintes quimicos presentes nesta espécie sao, na maioria,
triterpenos, saponinas, flavondides glicosilados e taninos, que apresentam atividades bioldgicas
como antioxidante, antifungica, antiviral e potencial citotéxico. Nas folhas estdo presentes os
seguintes constituintes, Camellianoside 51, Quercetina 52a, Apigenina 52b, “Kaempferol” 52c,
Rutina 52d, Quercetrina 52e, Hiperosida 52f, Isoquercetrina 52g, () Epicatequina 53,
“Tellimagrandin II” 54, Strictinina 55, 1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galloyl-B-D-glucose 56, “Pedunculagin”
57, Heterofilina A 58 e Cameliatanino H 59. Na tabela 4, mostram-se as estruturas quimicas
mencionadas anteriormente e respetiva classificacdo pelo seu grupo fitoquimico e a atividade

biologica.?*

Tabela 4 - Composicéo quimica mais abundantes encontradas nas folhas de Camellia japonica L. e as suas atividades bioldgicas.

Grupo fitoquimico Atividade bioldgica Estrutura quimica

Antividade

Flavonol glicosilado o
g antioxidante 2

o1
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Atividade
antioxidante®
Compostos 52
fendlicos a Ri=OH; R:=OH (Quercetina)
Potencial b Ri=R. = H (Apigenina)
o ¢ Ri=H; R=0H (Kaempferol)
antiradical * d R=OH; R-=0GIu-Ramn (Rutina)
e Ri=0H; R.=ORamn (Quercetrina)
f R=0OH; R.=0Gal (Hiperosida)
g Ri=0H; R=0Glu (Isoquercetrina)
HO
O OH
. Atividade OH 0
Catequinas
antioxidante ** OH
OH
53
OH
HO OH OH
OH
Atividade 0
microbial 2 o~ 0 OH
@) © 0]
Taninos OH
Atividade ) o
O 0.0
antifungica % OH
HO O OH
Ve
HO
OH ho o
54

| 25 |
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HO OH

HO

Atividade
antibacteriana %

Efeito
laxante 2

Taninos

Atividade
antiviral %

Atividade
anticolinesterasica ¥ HO o~ o

(0] o o
. HO
Taninos Atividade o) o o OH

antioxidante ¥ HO

Atividade
antitumoral 2

Taninos
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Atividade /\);(

Taninos
antiviral 2
o @)
o Yo
HO OH OH OH
58
HO OH
OH
o g ol Lo
© OH
HO 0
@) O o
(0]
HO 0O 0
HO
Atividade o oH®
_ antiviral # OH OH
Taninos OH
O
OH
o O OH
O o
(@) O O OH

59
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2.4.4. Ulex europaeus L.

Usos medicinais: as flores sao usadas para o tratamento da
ictericia e no tratamento de escarlatina em crianca. A

semente é adstringente e é usado no tratamento de

diarreia.®

A Adverténcias: nao sdo0 identificadas

Espécie: Ulex europaeus .
contraindicacdes para o uso desta planta.*
Nome comum: Tojo

Familia: Fabaceae

Figura 11- Caracteristicas da espécie Ulex europaeus L.

A espécie Ulex L. esta bastante presente em Portugal, existindo mais de dez subespécies

espalhadas por Portugal continental e ilhas. Foi introduzida no pais pela primeira vez no século
XIX, na ilha da Madeira e atualmente tornou-se numa espécie invasora.®** Ulex L. floresce todo o
ano e as suas flores sdo vendidas em seco nas ervanarias para tratamentos de doencas do figado,

diabetes, asma e hipertensao (figura 12).3:3

Figura 12 — Ulex europaeus L.

Reportada como uma boa fonte de flavonoides (isoflavonoides e pterocarpans) e
alcaldides, entre os quais se destacam 5-O-metilgenisteina 7-O- B -D-glucopiranosido 60 (atividade
antiviral), 2-hidroxi-4-metoxipterocarrino 61, “maackiain” 62, ulexina C 63, ulexina D 64, 7-O-

metilisolupalbigenina 65a, lupalbigenina 65b, “isowighteone” 65¢, isochandalone 66a, licoisoflavo
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na B 66b, alpinumisoflavona 67, onogenina 68, atalantoflavona 69, (atividade antiflingica), N-
metilcitina 70a, citisina 70b, anagirina 71 e “jussiaeiines” A 72, B 73a, C 73b e D 73c (figura
13)'31735

Gluo
L
OCH O
o OH

60

a R1=H; R2=CH3; R3=f<
b R1=f<; R=Rs=H

¢ R=R~=R:=H

b Ri= H, R.= OH
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OH

a R=R=H

b Ri=0H; R=H
cR= H, R.=OH

Figura 13- Compostos maioritarios de Ulex europaeus L.

Os compostos organicos volateis provenientes dos ramos floridos e das flores do tojo
demostram comportamentos herbicidas em duas espécies invasoras, Amaranthus retroflexus e
Digitaria sanguinalis. Verifica-se que no caso de A.retroflexus houve uma variancia de inibicao de
40% no comprimento da raiz e 30% na parte aérea da planta; no caso de D. Sanguinalis somente
o comprimento das raizes foi reduzido em 45%. Através da cromatografia gasosa (CG) e
cromatografia gasosa acoplada com espetrometria de massa (CG/EM), foram identificados
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos oxigenados, diterpenos oxigenados, compostos

aromaticos e compostos alifaticos (tabela 5).2




I

Capitulo 2 — Estado de arte

Tabela 5 — Compostos organicos volateis presentes nas diferentes partes da planta e o rendimento total de extrato (%) identificados através de CG

e CG/EM.
Compostos Parte da planta Rendimento do extrato (%)
Isomentone Ramos floridos 0,32

Ramos floridos 0,45
Enerolidol
Flores 0,70
Ramos floridos 0,52
6,10,14-trimetilpentadecanona
Flores 0,74
Ramos floridos 1,85
Fitol
Flores 0,92
Theaspirane Ae B Ramos floridos 0,24e 0,30
Eugenol Ramos floridos 0,21
Nonanal Ramos floridos 0,29
Ramos floridos 3,37
1-octen-3-ol
Flores 0,91
Ramos floridos 2,46
rFheneicosane
Flores 3,06
Ramos floridos 0,58
rrdocosane
Flores 1,28
Ramos floridos 21,29
rHricosane
Flores 30,01
Ramos floridos 2,50
rHetracosane
Flores 3,99
) Ramos floridos 1,57
Acido laurico
Flores 1,10
rpentacosane Ramos floridos 12,80
rFhexacosano Ramos floridos 16,81
) Ramos floridos 3,62
Acido miristico
Flores 8,82
) Ramos floridos 13,25
Acido palmitico
Flores 12,59
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2.4.5. Phytolacca americana L.

Espécie: Phytolacca
americana L.

Nome comum: Erva-tintureira

Familia: Phytolaccaceae

Usos medicinais: a raiz € anddina, anti-inflamatoria, catartica,
expetorante, narcotica e purgativa, sendo que seca & usada como
anti-inflamatério e fresca como cataplasma em contusdes e dores
reumaticas. O fruto tem propriedades semelhantes a raiz em que o

sumo da baga é usado para o tratamento de cancro, hemorroidas e

tremores. As folhas sdo catarticas, eméticas e expetorantes.”

A Adverténcias: as sementes, raiz e folhas apresentam toxicidade.
A seiva da planta pode causar dermatites em peles sensiveis.
Apresenta substancias que causam divisdo celular, podendo danificar
0s cromossomas, aconselha-se que 0 manuseamento da planta seja

feito com luvas para evitar contacto com a pele. Nao aconselhavel

para gravidas.¥

Figura 14 - Caracteristicas da espécie Phytolacca americana L.

Phytolacca americana L. é também conhecida com erva-tintureira devido a coloracéo

intensa vermelha que as bagas contém. E uma espécie originaria da América do Norte, mas

atualmente esta distribuida pelo resto do mundo, sendo considerada pela Uniado Internacional para

a Conservacdo da Natureza (UICN) como uma planta invasora.® Esta espécie é usada em

tratamento de tumores, regeneracao de tecidos 6sseos e moles e em tratamentos de amigdalites.

Apresentam propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes.®#* Os compostos fitoquimicos

presentes dependem da parte da planta; na raiz salienta-se a presenca de saponinas e

glicoproteinas, na folha compostos fendlicos e nas bagas compostos fendlicos, taninos e

betalainas. Na figura 15 estdo representados alguns constituintes de betalainas (betanidina 74),

lignanas (americanol A 75), compostos fenolicos (acido gentisico 76) e saponinas (o-spinasterol

77 e acido gentisico 78), presentes na figura 15.34
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OH

OH
OH

76

GIluO

77 78

Figura 15 - Principais constituintes de Phyfolacca americana L.

2.4.6. Chelidonium majus L.

Usos medicinais: antigamente esta planta era usada como oftdlmica, na
limpeza dos olhos e o latéx no uso externo em verrugas. Sabe-se
atualmente, que o latex e as folhas apresentam diversas propriedades
como anddinas, antiespasmodicas, causticas, colagogas, diaforéticas,
diuréticas, narcoticas, purgativas, anticancerigenas e analgésica sendo

estas usadas para o tratamento de bronquite, coqueluche, asma, ictericia,

calculos biliares e dores na vesicula biliar.

Espécie: Cheliddnia majus L. A Adverténcias: o latex, em doses pequenas provoca alergias e em

Nome comum: Ceruda doses elevadas, sonoléncia, irritacdo no trato respiratorio e na pele,

Famllia: Papaveraceae dispneia, Ulceras, sensacao de ardor na boca, nauseas e vomitos. Nao é

recomendado para pessoas com doencas hepaticas, gravidas e criancas

menores de 12 anos.*

Figura 16 — Caracteristicas da espécie Chelidonium majus L.
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Conhecida também como Quelidénia-maior, ¢ uma planta herbacea perene com uma
altura entre 30-120 cm, folhas largas e flores amarelas.*>* Distribuida pela Europa, Asia, Noroeste
de Africa e América do Norte e era usada na medicina tradicional principalmente as folhas no
tratamento de doencas do figado e do trato gastrointestinal.*** VasylNovytskyi, um quimico

Ucraniano, produziu “Ukrain” em 1978, um medicamento alternativo para o tratamento de cancro
baseado no quelidonio e afirmando ser uma resposta para o tratamento de todos de cancros,
doencas induzidas pela radiacao e sida. Este medicamento, esta inserido no sistema de saude da

Ucrania, mas ainda ndo é aceite por toda a comunidade cientifica impedindo a comercializacao
no resto do mundo.” Os metabolitos secundarios sdo maioritariamente alcaldides de

benzilisoquinolinas, como benzofenantridinas (queleritrina 79, quelidonina 80, sanguinarina 81 e

isocelidonina 82), protoberberinas (berberina 83, coptisina 84 e estilopina 85) e protopinas

(protopina 86), figura 17.%5%

o)
(X
DO
N.
HsCO Z ® CHj

Figura 17 - Alcaléides de benzilisoquinolinas maioritarios da Chelidonium majus L.
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As atividades bioldgicas caracteristicas desta espécie sao atividade anticancerigena e
tumoral, microbial, antioxidante, apoptogénico e proapoptotico, propriedades imunomodulador,

efeito antimitotico, atividade anti-inflamatoria e analgésica, antiasmatica e propriedades

inseticidas.**

No caso das propriedades inseticidas, através de estudo intitulado como “larcividal activity
and insecticidal mechanism of Chelidonium majus on Lymantria dispar” publicado na revista
“Pesticide Biochemistry and Physiology” é sugerido que os componentes de Chelidonium majus
L., podem ter influéncia nos insetos reduzindo a ingestao de alimentos e diminuindo a expressao

de mRNAs dos genes da enzima, podendo ser uma resposta para o combate contra insetos e

pragas de uma maneira ecologica.®

2.4.7. Tagetes patulal.

Usos medicinais: a planta é aromatica apresentando propriedades
digestivas, diuréticas e sedativas. Pode ser usada externamente

(tratamento olhos doloridos e reumatismos) e internamente

(indigestao, cdlica, constipacdo grave, tosse e disenteria).®

Espécie: 7agetes patula L.

A Adverténcias: ndo sao identificadas contraindicaces para o

Nome comum: Cravo-de-Franca
uso desta planta.®

Familia: Asteraceae

Figura 18 - Caracteristicas da espécie 7agefes patula L.

Cravo-de-Franca ¢ uma planta oriunda do México, aproximadamente 40 cm e crescem
acima do nivel do mar 1500-2500 m %2, Em particular, as flores sao conhecidas pelas suas
propriedades antimicrobial, antissépticas, diuréticas, hepatoprotetoras, pesticidas, nematicidas e
repelente de moscas =%, Os constituintes maioritarios das flores sdo flavonoides (figura 19), como
quercetina 52a, quercetagina 87, patuletina 88, quercetina-3-glicosideo 89, quercetagina-7-

glicosideo 90, quercetagina-3,7-diglicosideo 91 e luteina 92 s,




I

Capitulo 2 — Estado de arte

Figura 19 - Flavonoides presentes nas flores de 7agetes patula L.

Os compostos quimicos dos 6leos essenciais da 7agete patula L. (tabela 6), tm mostrado
grande atividade no combate aos organismos vivos prejudiciais, apresentando ter propriedades

antibacterianas e antifungicas (esquema 2) %%,
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Tabela 6 — Componentes dos oleos essenciais das diferentes partes da planta da espécie 7agetes patula L.

Componentes
Parte Aérea Capitulo Folhas
quimicos
(£)-B-ocimeno X X
di-hidrotagetona b
(Z}Hagetone X
(- tagetonona X X X
(£)- tagetonona X X
(£)-tagetone X X
Limoneno X X
Germacreno B X
[-cariofileno X X
Terpinoleno X X
Piperitona X
Piperitenona X X

Tagetes ssp

Tagete patula L. Tagete patula L. e Tagete erefa L.

* Sarcina lutea, Bacillus megaterium, Escherichia coli, e E. coli, P. vulgaris, P. mirabilis, Aeromonas sobria,
Vibrio parahaemolyticus Aeromonas hydrophila,Plesiomonas shigelloides,

« Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Salmonella enterica ser. Typhi, Salmonella enterica ser.
Streptococcus spp., e Micrococcus luteus. Typhimurium, Salmonella enterica ser. Aboni,

Salmonella enterica ser. Enteritidis, B. subtilis, B.
cereus, Bacillus circulans, e S. aureus.

Esquema 2 - Atividade de 7agete patulal. e Tagete ereta L. contra organismos vivos.




2.4.8. Ruta graveolens L.
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Espécie: Ruta graveolens L.

Nome comum: Arruda

Familia: Rutaceae

Usos medicinais: reduz a fraqueza capilar. A planta geral é abortiva,
antelmintica, antidoto, antiespasmodica, carminativa, emética,
emenagoga, expetorante, hemostatica, oftadlmica, rubefaciente,
fortemente estimulante, estomacal, uterotdnica, anti-inflamatéria e
antiespasmodico. A infusdao é usada no tratamento de afecdes
histéricas, tosses e flatuléncias. O 6leo da planta pode ser usado para
o tratamento de dores de ouvidos. No entanto a mastigacdo da folha,

também traz beneficios aliviando tonturas, dores de cabecas repentinas

e palpitacoes.®

A Adverténcias: venososa em grandes quantidades. Nao deve ser

usada em gravidas, podendo induzir o aborto. A seiva pode causar

bolhas ou dermatites em pessoas sensiveis.*

Figura 20 - Caracteristicas da espécie Auta graveolens L.

A arruda é nativa da Europa do Sul e Norte de Africa , tendo diversas propriedades

farmacologicas, como ativid

ade antioxidantes, repeléncia a insetos, atividade larvicida, atividade

antimicrobial, propriedades antiandrogénica, propriedades antidepressivas, atividades anti-

hiperglicémica, propriedades anti-hiperlipedimicas, atividade anti-inflamatéria, propriedades

antitumorais estando estas associadas aos metabolitos presentes nesta espécie que sao

alcalodides, cumarinas, flavonoides e terpenoides *.

As furanocumarinas tém ocorréncia natural nas plantas e tém sido responsaveis pelas

propriedades fotorreativas,

também tem sido destacada pela sua atividade antimicrobial e

antifungicida. As furanocumarinas presentes nesta espécie sdo xanthotoxina 93, bergapten 94,

graveoline 95, psoraleno 96

e isopimpinelim 97 (figura 21) s,
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Figura 21 - Furanocumarinas de Ruta graveolens L.

2.4.9. Punica granatum L.

Usos medicinais: uso externo para tratamento de corrimentos vaginais,
feridas e infecdes na boca e garganta. As flores podem ser usadas para
a disenteria, dores de estébmago e tosse; as sementes sdo demulcentes
e estomacais e tanto as sementes como as folhas e o caule sédo usadas
para expelir vermes. A fruta, para além de ser usado como refresco pode
ser usado para o combate de febres, é cardiaco e estomacal. A casca

seca € usada para o tratamento de disenteria amebiana, diarreia e

também como remédio para combate de ténias. Apresenta propriedades

como antibacteriana, antiviral e adstringente .

Espécie: Punica granatum L.

Nome comum: Roma A Adverténcias: sobredosagem no uso da casca, pode apresentar
Familia: Punicaceae sintomas como irritacdo gastrica, vomitos, tontura, calafrios, disturbios

de visao, colapso e morte .

Figura 22— Caracteristicas da espécie Punica granatum L.
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Os constituintes da casca de roma sao utilizados nas diversas industrias desde
farmacéutica, alimentar e téxtil . A casca da roma (figura 23) apresenta 26-40% do peso do fruto
e contém diversos compostos quimicos, como flavonoides (antocianinas, catequinas, entre outros),
taninos hidrolisaveis e alcaloides (Figura 24). A pele de roma é estudada pelas suas atividades
biologicas, das quais se destacam atividade inseticida, atividade antioxidante, propriedades
antimicrobial e antibacterial, atividade anti-inflamatéria, atividade anticancerigena (no cancro da
pele, cancro do colon e prostata), atividade antiproliferativa, propriedades antitumorais,
propriedades neuroprotetoras, propriedades cardioprotetoras, atividade antidiabéticas, atividade

antimutagénica, atividade antiflingica, atividade antialérgica e propriedades antimalarica 7.

Punicalagina Punicalina

98 99
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Figura 24 - Compostos maioritarios da casca de roma.

Devido a presenca de compostos bioativos, alguns constituintes da roma foram

nanoencapsulados e usados em diversos sistemas de libertacao de drogas como nanoemulsoes,

nanoparticulas, nanolipossomas, fitossomas, nanovesiculas e niossomas. Os estudos de

encapsulacao dos extratos de roma tém sido direcionados para linhas celular com o objetivo de

ver 0 seu potencial antioxidante e anticancerigeno, revelando resultados bastante promissores.”
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2.4.10. Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb.

Familia: Boraginaceae

Esta espécie esta distribuida pela Peninsula Ibérica ndao se conhecendo a sua
composicao quimica em especifico. Botanicamente, as folhas sao oblongas e cobertas de pélo
e apresenta o nervo médio muito marcado; as flores agrupam-se em inflorescéncia definida
de 6 a 14 flores ao longo do eixo principal e a carola é formada por 5 pétalas de cor azul
intenso (figura 25).77 Através de um estudo etnobotanico pelo parque natural da Arrabida e
na Serra de S. Mamede, é conhecida o uso desta planta na medicina tradicional,
principalmente as partes areas (frescas ou secas), através de infusdo ou decoccéo. Estao
referidas na literatura, apresentam propriedades abortivas, hipercolesterolemia,
antitussigenos, analgésico e protetor gastrico, antipirético, antipneumonio, dismenorreico,

antidermatosico, sedativos e antirreumatico e é usada para o combate de problemas

sanguineos, em frieiras, resfriados, doencas provenientes do mar, gripes e intoxicacoes.”®”

Figura 25 - Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb.
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Espécie: Ginkgo biloba L.

Nome comum: Ginkgo

Familia: Ginkgoaceae

Usos medicinais: as folhas estimulam a circulacdo sanguinea e tém um
efeito ténico para o cérebro, melhorando a memdria, proporcionando uma
sensacao de bem-estar e a circulacao arterial periférica melhora. As folhas
contém ginkgolides que sao usadas para inibicdo de alergias e para o
tratamento de doencas como asma, disturbios oculares e senilidade. A fruta
apresenta propriedades como antibacteriana, antifungica, adstringente,
cancerigena, digestiva, expetorante, sedativa e vermifuga; a polpa da fruta
apds a maceracado ¢ utlizada para o tratamento de doencas do foro
respiratorio. As sementes cruas tém propriedades anticancerigenas e as

sementes cozidas apresentam propriedades antitussicas, adstringentes e

sedativas e estabilizam a espermatogénese.’

A Adverténcias: as sementes apresentam toxicidade, sendo reduzidas
se estas forem cozidas. Nao é recomendada a criancas e a pessoas que

estejam a tomar medicacdo para o sangue. O uso excessivo pode levar a

envenenamento, hipotensao e tonturas.”

Figura 26 — Caracteristicas da espécie Ginkgo biloba L.

Ginkgo biloba, uma das espécies mais antigas do mundo é considerada um féssil vivo,

dada que a sua existéncia ha mais de 250 milhdes de anos. Oriunda da China, atualmente é

cultivada pela Asia, Europa, Norte da América, Nova Zelandia e Argentina.”»** Apresenta uma

enorme importancia econoémica, sendo produzido em massa na China, Franca e Estados Unidos,

vendido em forma de folha, po, tinturas e suplementos.2 &

Os compostos quimicos presentes nas folhas sao maioritariamente flavonodides

glicosidicos, terpenos, proantocianidinas, acidos organicos e outros constituintes, destacam-se

Ginkgolide (A 106, B 107, C 108, J 109, M 110), bilobalide 111, kaempferol 52¢, quercetina 52a,

miricetina 52h, apigenina 52b, Isorhamnetin 52i, luteolina 52j e tamarixetin 521 (figura 27).7> %
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Figura 27 — Compostos quimicos maioritarios da folha de Ginkgo biloba L.

Atividades biolégicas associadas a esta planta sdo propriedades neuroprotetoras,
propriedades vasculares, atividade anti-inflamatoria, propriedades anticancerigenas, combate da
ictericia, propriedades fotoprotetoras e atividade antioxidante. Na tabela 7, estdo indicados as

atividades biologicas e o seu mecanismo de agdo.”®
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Tabela 7 — Atividade biologicas e os mecanismos de acédo do extrato de Ginkgo biloba L.

Atividade Biologica Mecanismo de agao

EGb 761, protege os neurdnios contra morte
celular por hipoxia, peroxido de hidrogénio,
glutamato, verapamil, amiloide [3, oxido de
nitrico, cianeto em concentracdes 10-100
ug/ml; aumenta o fluxo sanguineo por todo

océrebro em 50-100%; Recuperacao
significativa da memoria espacial com o

Propriedades ) ) .
tratamento pds-isquémico; Reduz a atividade

neuroprotetoras
de superoxido dismutase (SOD); Influencia a
neuromodulacao da neuro transmissao
andrenérgica, adquirindo o efeito positivo na
cognicao e no humor; Protege as

mitocondrias dos danos relacionados a idade

e melhorar a funcionalidade mitocondrial e o

metabolismo energético’®!#

Aumenta o fluxo cerebral”

Efeitos hepatoprotetores™

Propriedades . .
Reduz a atividade se CCl. das enzimas

vasculares .
antioxidante”

Reduz os niveis elevados de CCl."

Atividade antagonista™®

Efeito contra agregacao plaquetas,
Atividade anti-inflamatéria aumentando o fluxo sanguineo periférico;

Ginkgolide B, mostra util para o tratamento

da asma 7°#
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Reparo de DNA devido ao stress oxidativo em

Saccharomyes cerevisiae™

Propriedades Acéao protetora contra danos de DNA”
anticancerigenas Diminui significativamente a troca de
cromatideos irmas, aumenta a viabilidade
celular e inibe a proliferacao celular causada
pela radiacao de radiofrequéncia
Reduz significativamente os niveis de
Combate a , .
transaminase sérica e melhora o dano
ictericia
histoldgico do figado, levando a sua protecdo’
Propriedades Protecao contra danos na barreira da pele e
fotoprotetoras eritema’
Tratamento com Ginkgo biloba, desacoplou
parcialmente a oxidacao mitocondrial por
fosforilacdo que reduz a geracao de radicais
Atividade ) o o
livres nas mitocéndrias e diminui 0 dano
antioxidante

miocardio induzido pela isquemia e estimula

0 grau de respiracao pelo citocromo ¢

exogeno’®®!

2.5. SINTESE DE ANALOGO DO ACIDO GINKGOLICO (C17:1)

Os acidos ginkgdlicos 112 sao acidos naturais proveniente de varias partes das plantas como

da casca de caju, noz-moscada, algas castanhas, sarcotesta e das folhas de Ginkgo bilola L.
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Os acidos ginkgolicos sao derivados naturais do acido salicilico, possuindo uma cadeia
alquilica de 13 a 17 carbonos na posicao orto em relacdo ao acido carboxilico entre zero a duas
duplas ligacdes presentes na cadeia alquilica (figura 28). Os acidos ginkgolicos apresentam
elevada toxicidade, de tal forma que a elevada toxicidade que os extratos de ginkgo bilola devem
apresentar um limite maximo <5 ppm nas farmacopeias europeia e americana. Os acidos

ginkgdlicos exibem atividade biologicas diversas, nomeadamente antiviral, antiflngica,

antibacteriana, antitumoral e atividade inibitoria de tirosinase.?

AG (13:0) R=Ci:Hz

OH O
AG (15:0) R=CisHa:

OH

AG (15:1) R=CisHzs

R
AG (].7].) R=CuHs

112

AG (].72) R=CyHa

Figura 28 - Estruturas dos principais acidos ginkgélicos.

Apesar das suas propriedades bioldgicas, a sua disponibilidade natural é reduzida o que

faz com novas estratégias de sintese sejam uma resposta eficiente para obtencado de acidos

ginkgolicos e estudo das propriedades biologicas.®®

Tyman et al. aplicam estratégia de sintese envolvendo uma alquilacdo uma alquilacéo
seguida de carboxilacdo de 2-fluoroanisol com alquilitio e didxido de carbono, seguindo de

desmetilacdo com BCl:obtendo assim AG (15:0) com baixos rendimentos; aumento de rendimento
foi obtido através do alongamento da cadeia do 6- metilsalicilato.®*® Fiirstner ef a/. usaram um
acoplamento cruzado de Suzuki para construir uma cadeia lateral diretamente na AG (15:0).3485%
Satoh et al obtiveram AG (15:0)%®%% e AG (15:2)%®* usando uma reacdo de anelacdo de

isoxozoles com acetoacetato de etilo e uma reacao de Wittig.®

Yuanging ef al. aplicou uma nova estratégia para a sintese de AG (13:0), diferente das
anteriores abordagens; uma novs via sintética usou o acido 2,6-dihidroxibenzoico através de

acoplamento catalisado por paladio e hidrogenacéo catalitica, levando a obtencao de AG (13:0)

com um rendimento de 34% em cinco passos (esquema 3).2
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Esquema 3 - (a) Sintese do éster 115 (b) Sintese de AG (13: 0) 117 com 98BN, (C) Sintese de AG (13: 0) sem 9-BBN.
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A preparacao do composto 114 comeca pela acetilacdo do acido 2,6-dihidroxibenzéico de
acordo com o procedimento descrito por Hadfield ef a/#*#°* o grupo OH do composto 114 foi
convertido em triplato originando o composto 115 e com um rendimento de 73% de acordo com

o procedimento descrito por Uchiyama et a/2+#>%

O acido ginkgdlico (13:0) foi obtida por duas vias, uma na presenca de 9-BBN e outra
sem 9-BBN. Na preseca de 9-BBN, a reacdo envolveu um acoplamento de Suzuki surguindo o
método de Firstner ef a/.### 1-Tridecenoborano sofreu uma hidroboracao com adicao de 9-BBN
gerando /n sifu o 1-ridecenoborano. O alquilborano resultante foi tratado com K.CO; para
formar o complexo de boro ativado que participou como nucledfilo na reacédo de acoplamento
de Suzuki catalisada por paladio acopladando ao triflato 116. Na auséncia de 9- BBN, ocorre
acoplamento direto do 1-trideceno com o triflato, originando o composto 116a na presenca de
K:CO; e numa quantidade catalitica de PdCl. (dppf) sob atmosfera de azoto em DMF anidro

(esquema 3).8485

A obtencao do composto do composto do acido ginkgolico alquilado e protegido foi obtido

com sucesso através do método de Araujo, A. R. L.# Partindo do acido ginkgolico (15:1) 118,
usou-se duas fases distintas para obtencao do acido ginkgolico alquilado. Na primeira fase
introduz-se o perfluorohexano e 1,2-dibromoetano e o sulfato de dimetilo é adicionada permitindo
a separacao em duas faces distintas a formacao das duas fases distintas é quando se introduz o
acido ginkgdlico dissolvido em ftrietilamina obtendo o composto 119 (esquema 4). A reacéo de
protecdo do acido ginkgdlico 15:1, é obtida através da adicdo de DMAP e DME no &cido
ginkgodlico 15:1 seguido da adicdo da acetona e cloreto de tionilo em temperatura ambiente,
conseguindo o composto 120 (esquema 4).#

OH OH

118

120

Esquema 4 - Obtencao do &cido ginkgdlico alquilado e protegido.
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Outro método foi desenvolvido por Zhang ef a/. com o objetivo de produzir analogos
sintéticos de acido ginkgolico validando em cada um deles a sua atividade moluscicida. O estudo
da relacao estrutura-atividade concluido que o encurtamento da cadeia alquilica decrescia a
atividade moluscicida. Foram obtidos a partir do acido metilsalicilico uma série de isémeros Z/E
dos analogos de acido ginkgolico variando a cadeia carbonada e o anel aromatico, contendo um
dupla ligacdo.®* As misturas nao hidrolisadas dos isdémeros Z e E 122a-g foram sintetizadas a
partir de 6-metilsalicilato de etilo de acordo com a sequéncia reacional delineada no esquema 5.
Os isémeros foram separados por cromatografia em coluna com silica gel, obtendo-se os

compostos alvo 125a-g, 124a-g por hidrolise do éster, apds extracdo de uma solucao acidica com

cloroformio.#e

CCla PhsP
OH O (CH3CO0),0 OAc O NBS OAc O CHCls OAc O
CH3CH5),0
ogt 150 @\/u\oa _ABN @i\koa (CH3CHa)2 @f\koa
Me é;mm Me 0% CH:2Br 02 130°C PPh;*
121 122 123 98% Br
124
Separacéo
R-CHO em
EtsN QAc O cromatografi OAc O OAc O
DMSO OEt a em coluna OEt OEt
— +
125°C" Z“R  nhexano: — R A R
21-26 h Acetona
46,4 a 80% 125 (30:1) 126 127
EtOH a R=CH.CH.CH:
—NaOH . o4 o OH O b R=CH.(CH):CH:

Refluxo= 5 a 8h
83 a 96% OH . OH ¢ R=CH.(CH:)sCH;
__ R = R

d R:CHz(CH2)7CH3
e R=CH2(CH2)8CH3

Esquema 5 - Sintese de analogos de AG a partir do 6-metilsalicilato. f R=CH2(CH2)90H3

128 129

gR= CsHs
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2.6. TECNICAS DE EXTRAGOES DE MATERIA VEGETAL

Ha diversas técnicas de extracdo de produtos naturais usando solventes organicos e/ou
aquosos. A extracdo por solventes ¢ um procedimento importante retirando os componentes

bioativos da matéria vegetal através de um solvente, separando os metabolitos soluveis dos nao

soluveis (residuo).***

2.6.1. Maceracao, infusdo, percolacao e decoccao

A maceracao ¢ uma técnica que foi inicialmente utilizada em vinhos, mas foi adaptada
para plantas. Envolve a imersado de matéria vegetal, em grosso ou em po, num recipiente fechado
com solvente e é deixado em repouso, aproximadamente durante 3 dias, a temperatura ambiente
e em agitacdo. O procedimento destina-se a amolecer, quebrando as paredes celulares para se
libertarem os fitoquimicos soltveis. A escolha do solvente determinara o tipo de compostos
bioativos extraidos.** O procedimento de extracdo termina quando é alcancado o equilibrio entre a
concentracdo de metabolitos no extrato e na matéria vegetal usada para extracdo. No final da
extracdo, a matéria vegetal residual é separada do solvente através de um processo de

decantacao/filtracao.

O principio da infusdo e da decoccao é o mesmo que a da maceracdo, matéria vegetal é
imersa em solvente, mas o solvente utilizado é agua fria ou fervida. A diferenca entre a maceracao
e a infusao esta na diferenca de tempo de extracéo, sendo a infusdo um procedimento mais rapido
em que é fervida num volume especifico de agua. A decoccdo é adequada para compostos

resistentes a temperaturas altas e a material vegetal dura, como raizes e cascas, resultando

geralmente em compostos oleosos.*

E usado um percolador para a execucdo da percolacdo, em que as amostras secas s&o
colocadas num coador e introduzindo agua fervida e deixando durante duas horas a macerar; é

um procedimento meticuloso, utilizando um fluxo de 6 gotas/min até a extracdo estar completa,

obtendo-se um extrato concentrado.*
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2.6.2. Soxhlet

A técnica de extracao por Soxhlet, a amostra ndo esta em conctato directo com a fonte de
calor amostra (em fresco ou em po) € colocada num cartucho de celulose, dentro do Soxhlet. O
solvente é introduzido no balao, que estda numa manta de aquecimento, e o solvente é aquecido
refluxo. O contetdo liquido presente no Soxhlet, quando atingindo o braco do sifao, é novamente
introduzido no baldo e o procedimento volta a ser repetido até ao tempo definido (figura 29). A

vantagem deste método, em comparacao com os métodos descritos anteriormente, € que grandes

quantidades de extrato podem ser extraidas com muito menor quantidade de solvente.®%

A principal desvantagem da extracao por Soxhlet, reside no facto de os solventes organicos
poderem causar efeitos tdxicos no extrato final, qual pode ainda sofrer alteracées de aroma e

sabor.”

Saida de 4gua Condensador
Entrada de agua
Sifao
Cartucho de celulose com
materia vegetal Soxhlet

Balao volumétrico com

Manta de aquecimento
solvente

Figura 29 — Montagem e equipamento de extracéo por Soxhlet.

2.6.3. Hidrodestilacdo

A material vegetal é imersa diretamente em agua dentro de um balado e o solvente é levado
a ebulicdo. O principio da extracdo é baseado no principio azeotrdpico, ou seja, a pressao

atmosférica e a agua juntamente com as moléculas de oleo essencial formam uma mistura

heterogénica (Figura 30).%>%

A utilizacdo da agua tem diversas vantagens, uma delas é o facto de esta ser imiscivel

com os 6leos essenciais, 0 que permite uma separacao facil através de decantacao.”*
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Saida de agua

Termometro
Condensador
Baldo com agua e
materia vegetal Entrada de
fresca agua
Suspensao
Manta. de heterogénea
aquecimento

Figura 30 — Montagem e equipamento do hidrodestilador.

2.6.4. Qutras técnicas de extracdo

Além das extracdes convencionais, existem técnicas mais inovadores de extracdo de
matéria vegetal, entre as quais destacamos extracao por ultrassons, extracao por micro-ondas € a

extracdo com CO:. supercritico. Comparando com as convencionais, 0 custo do equipamento e

manutencao € muito superior aos dos métodos convencionais.®>*

A técnica de ultrassons vai permitir uma maior e mais eficiente extracdo dos 6leos. A
matéria prima € imersa em agua ou em solvente organico e é submetido a acdo de ultrassons, o

qual induz uma vibracao mecanica nas paredes celulares e membranas da planta libertando o

oleo essencial .

0 uso desta técnica esta associado ao conceito de extracdo verde. Na extracao assistida
por micro-ondas existem algumas variantes como hidrodestilacao assistida, extracao por micro-

ondas sem solvente, destilacdo a vapor acelerada por micro-ondas e destilacao a vapor de micro-

ondas **. E uma técnica muito promissora, oferecendo alta reprodutividade em tempos mais

curtos, facil de manipular e menor consumo de energia.®*

A extracdo com CO: supercritico é obtido quando a temperatura é entre 31 a 55 °C e
pressao entre 0,5 a 7,4 Mpa e nestas condicées o CO. comporta-se como um solvente nao-polar.
Possui vantagens em relacao aos outros métodos concencionais destacando-se: devido a extracao
ser a baixas temperaturas permite que a amostra ndo sofra danos causados pelo calor e por alguns

solventes organicos; nao tem nenhum residuo de solventes e é um procedimento de extracao
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ecologico.%ss

2.7. NANOENCAPSULAMENTO

O encapsulamento de agentes bioativos a nanoescala é conhecido por
nanoencapsulamento, aplicavel em diversas areas como a farmacéutica, cosmética, ambiental e
alimentar. A vantagem do encapsulamento é que este confere protecdo a polifenais,
micronutrientes, enzimas, antioxidantes e nutracéuticos, protegendo de fatores ambientais que
comprometem a integridade do composto. O sistema de encapsulamento é selecionado de acordo
com o uso pretendido na formulacao final, que pode variar dependendo em tamanho, forma ou

natureza. Destacam-se as microparticulas, nanoparticulas, nanoparticulas lipidicas, lipossomas,
micelas, nanoemulsdes e nanoemulsdes baseadas em polimeros.®** Neste trabalho, focam-se os

sistemas baseados em lipossomas e as nanoemulsdes de quitosano.

2.7.1. Sistemas baseados em lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas com um tamanho variavel entre 20 nm e 2,5 um e poderao
ainda conter uma ou mais vesiculas. O tamanho da vesicula € um parametro que influencia a
semivida de circulacao dos lipossomas, e tanto o tamanho como o nimero de bicamadas afetam
a eficiéncia de encapsulacao nos lipossomas. Com base no seu tamanho e numero de bicamadas,
os lipossomas podem ser classificados em vesiculas multilamelares (MLV) ou vesiculas

unilamelares. As vesiculas unilamelares sdo ainda classificadas em duas categorias: vesiculas

unilamelares grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV) (esquema 6).%1°!

Estruturalmente, as bicamadas sao geralmente constituidas por fosfolipidos, que sado

moléculas que possuem uma cabeca hidrofilica e duas caudas hidrofébicas hidrocarbonadas. A

cabeca tem afinidade pela agua e a cauda é repelida pela agua.®*™
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Lipossomas
I
| | | |
Vesiculas Vesiculas Vesiculas
Multilamelares Szl e (L Vesiculas multivesiculares
(MLV) ' 0.11 0 um ) unilamelares | (MW)
>0,5 um =l >1,0 um
|
| | |
Vesiculas Vesiculas Vesiculas
unilamelares unilamelares unilamelares
pequenas (SUV) grandes (LUV) gigantes (GUV)
20-100 nm >100 nm >1,0 um

Esquema 6 - Classificagao dos lipossomas de acordo com parametros estruturais.

Os lipossomas sdo amplamente utilizados como transportadores de inimeras moléculas
nas industrias farmacéutica, alimentar e agricola. Tem sido descrito o uso de encapsulamento em
lipossomas para sistemas de libertacdo incorporando compostos instaveis (por exemplo,
antimicrobianos, antioxidantes, aromas e elementos bioativos), protegendo a sua funcionalidade,
devido aos lipossomas  apresentarem  caracteristicas como  biocompatibilidade,

biodegradabilidade, baixa toxicidade e capacidade de transportar tanto compostos hidrofilicos

como lipofilicos.®

2.7.2. Sistemas baseados em quitosano

O quitosano é proveniente da hidrélise da quitina e tem sido utilizado por diversas
industrias como a farmacéutica e na area da bioengenharia, devido a apresentar propriedades

como biocompatibilidade, nao toxicidade, biodegradabilidade, acessibilidade e apresentando ainda
atividade antibacteriana e antimicrobiana.’>®® As nanoparticulas de quitosano podem ser
produzidas por diversos métodos como emulsdo agua-em-0leo, coacervacao/precipitacao,

producao de micelas invertidas e gelificacdo ionica.021%
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2.8.  NANOPESTICIDAS

As nanoparticulas poderdo ter um papel fundamental no controlo de pragas e agentes
patogénicos hospedeiros e o desenvolvimento de formulacdes pesticidas nanoencapsuladas tém
sido estudados com vista a resolver problemas ecoldgicos e de saude humana, devido a

apresentarem propriedades de libertacao lenta com solubilidade, especificidade, permeabilidade

e estabilidade aumentadas com o encapsulamento. 171

Ha diversos nanossistemas usados para pesticidas, tais como nanoemulsdes e
nanodispersores, nanopesticidas baseados em polimeros e nanopesticidas com nanoparticulas
solidas.’” As nanoemulstes sao, geralmente, emulsdes dleo-em-agua, em que o pesticida é
disperso na agua em nanogotas com surfactante localizado na interface pesticida-agua. Os
nanodispersores sao nanoparticulas solidas em agua, sendo estabilizadas devido ao seu pequeno

tamanho e a presenca de moléculas surfactantes localizadas na superficie da particula.'”’

Os nanopesticidas a base de polimeros garantem um aumento na disperséao em meio
aquoso, atuando como reservatorio e facilitando a libertacao controlada por difuséo dos pesticidas.
A libertacdo controlada e lenta das moléculas ativas podera ser alcancada com base nas
propriedades de degradacao do nanotransportador, ou ligacao dos ingredientes ativos ao material
e ao meio ambiente. Os nanopesticidas com nanoparticulas solidas (contendo pesticidas e/ou

biopesticidas) tém sido utilizados devido a possuirem propriedades bacterianas/inseticidas

intrinsecas.'””

Devido ao facto de ser uma investigacao recente, tém sido levantadas questdes sobre o
facto das concentracdées de nanoformulacdées no solo, aguas superficiais e subterraneas terem

algum impacto em organismos nao-alvo. No esquema 7, estao presentes alguns dos problemas

levantados com este tipo de sistemas. 1%
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Esquema 7 - Potenciais riscos da utilizacdo de nanopesticidas.




CAPITULO 3- MATERIAIS E METODOS
I




Capitulo 3— Materiais e Métodos

3.1. EXTRAGAO DE MATERIA VEGETAL

3.1.1. Materiais

Para a execucao da extracao de matéria vegetal foi utilizado um Soxhlet de capacidade
de 100 ml e cartucho de extracao de celulose com tamanho 25/29 x 80 de Filtres Prat Dumas.
Os solventes utilizados na extracao foram diclorometano (DCM, 99,99%) e agua destilada/etanol

absoluto (EtOH, 99,5%) 1:1.

3.1.2. Procedimento experimental

A matéria vegetal usada neste trabalho foi previamente tratada de acordo com

procedimento standart e so depois foi usada nas técnicas de extracao.

3121 Preparacédo da matéria vegetal

As espécies usadas neste trabalho foram recolhidas no Norte de Portugal (Braga, Melgaco

e Guimaraes).

Os tratamentos usados na preparacao da matéria vegetal dependem da espécie e das
suas caracteristicas. No caso da Punica Granatum L., a casca foi seca durante 45 dias, perto de
uma zona de luminosidade solar e a temperatura ambiente. A raiz, folha, baga e caule de
Phytolacca americana L., folha de Chelidonium majus L. e folhas e flores de 7agefes patula L.
foram congeladas a -20°C até serem sujeitos a liofilizacdo, sendo congeladas previamente durante

dois dias a -80 °C.

As folhas de Camellia japonica L., as folhas de Prunus lusitanica L. as folhas de Mentha
suaveolens Ehrh., as folhas de Ruta graveolens L., as folhas e as flores de Ulex europaeus L. e as

folhas e flores de Lithodora prostrata L. foram secas na estufa a 60°C durante 3 dias.

As folhas de Ginkgo biloba L. foram usadas frescas no processo de extracao.
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A matéria vegetal previamente seca/liofilizada, foi posteriormente triturada e pulverizada

até obter um tamanho de particulas < 900 pum.

No esquema 8, esta indicado o método de preparacao da matéria vegetal das 11 espécies

usadas.
Punica Granatum L. 1. Separar os componentes de interesse do resto do fruto.
(Casca)
2. Secar a casca de roma a temperatura ambiente durante 45 dias.
3. Triturar e pulverizar até obter um tamanho de particulas de 900 pum.
Phytolacca americana L. 1. Separar os componentes de interesse do resto da planta e congelar a -20°C.
Chelidonium majus L.
Tagetes patula L. 2. Apos 2 dias, volta a congelar mas -80°C para liofilizar.
3. Depois de liofilizado, triturar e pulverizar até obter um tamanho de
particulas de 900 pum.
Camellia japonica L. 1. Separar os componentes de interesse do resto da planta.
Prunus lusitanica L.
Mentha suaveolens Ehrh. 2. Secar numa estufa a 60°C durante 3 dias.
Ruta graveolens L.

Ulex europaeus L.

' 3. Triturar e pulverizar até obter um tamanho de particulas de 900 pm.
Lithodora prostrata L.

Ginkgo Biloba L. 1. Foram utilizadas folhas frescas.
(folhas)

Esquema 8 - Preparacdo da matéria vegetal para a extracdo de componentes naturais.

Apos o tratamento da matéria vegetal, as amostras sao guardas em embalagens de
plasticos num exsicados, protegidas de fatores ambientais, como luz, temperatura e humidade

(figura 31).

b)

Figura 31 — Matéria vegetal apds a secura e/ou liofilizacdo com um tamanho de particulas de 900 mm: a) Mentha suaveolens Ehnr. (folha) b)
Phytolacca americana L. (raiz).
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3122 Extracao

A técnica de extracao por Soxhlet foi 0 método selecionado para a obtencédo dos extratos

vegetais (figura 29).

Cada uma das espécies foi sujeitos a extracdo com diferentes solventes e tempos. Com o
DCM, o tempo de extracao foi de 4 horas e com H.O/EtOH (1:1) era de 9 horas; no caso das

folhas de Ginkgo biloba L. a extracao foi efetuada com DCM (4 horas).

Apds a montagem do extrato por Soxhlet, foi colocado a matéria vegetal no cartucho de

celulose (8 gramas).

Os extratos obtidos com DCM, foram sujeitos a evaporacdo do solvente a 40°C num
evaporador rotativo e levados a uma atmosfera obtidos com o solvente H.0/EtOH (1:1), foram
sujeitos a evaporacdo a 40°C num evaporador rotativo para retirar o etanol absoluto e levados a

liofilizar para retirar os residuos de agua existentes no extrato.

Apos a liofilizacdo e/ou a evaporacdo do solvente, os extratos foram armazenados no
exsicador evitando qualquer contacto com fatores ambientais preservando assim a integridade da

amostra.

3.2. REMOCAO DE CLOROFILAS

3.2.1. Materiais

Os extratos vegetais das partes foliar de Phytolacca americana L., Tagete patula ., Ulex
europaeus L., Prunus lusitanica L., Camellia japonica L., Lithodora prostrata L., Mentha suaveolens
Ehrh. e Rute graveolens L. foram sujeitos a remocao de clorofilas usando numa a coluna de

Chromabond C18 e metanol como solvente (MeOH, 99,99%).
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3.2.2. Procedimento experimental (adaptado de Mateos, R. et a/)°

Os extratos previamente dissolvidos em metanol (15 mL) sdo colocados na coluna

Chromabond C18 © (figura 32).

Figura 32 - Extracao de clorofilas utilizando numa Chromabond C18© em que se visualiza a separagdo dos componentes do extrato ao longo da

silica.

As fracdes eluidas sao recolhidas em tubos de vidro (5 mL) e com o auxilio de uma camara
de UV-Vis (365 nm), sao juntas as fracdes que apresentam cor semelhanente (fgura 33). As

clorofilas presentes ficam retidas na coluna.

Figura 33 - Visualizacdo numa camara de UV-vis (365 nm) das fracdes recolhidas de Ruta graveolens L. apos a extracdo das clorofilas por
Chromabond C18®©, indicando as diversas cores presentes no extrato: a) Azul; b) Alaranjado; c) Vermelho e d) Amarelo.
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3.2.3. Avaliacdo por Espetroscopia de absorcdo no UV-visivel

A espetroscopia de absorcao no UV-visivel permite a identificacdo e quantificacdo de
compostos organicos e inorganicos. Baseia-se na absorcao de luz na regido do ultravioleta e do

visivel, que excita as moléculas para estados eletronicos excitados.

A fracao de luz que passa pela amostra e é coletada pelo detetor & chamada de intensidade
da luz transmitida (l), sendo que o valor de intensidade sera mais baixo do que a intensidade
original (lo) da luz (figura 34).m0 A razdo entre as duas intensidades, 1/lo, é a transmitancia, T

(equacdo 1).mu

Figura 34 - Atenuacio da luz apos absorcao pela amostra (adaptado de Evans, L.,2018) 1!

!
=1

Equacdo 1 - Transmitancia é a razao entre a intensidade de luz transmitida (1) e a intensidade original (lo).

T

Relacionada com a transmitancia, usa-se também a grandeza absorvancia, A A

absorvancia é calculada pelo simétrico do logaritmo decimal da transmitancia (equacao 2).'

A= —logy, (T)

Equacéo 2 - Absorvancia é o simétrico do logaritmo decimal da transmitancia.

Num espetro de absorcdo, a intensidade das bandas é diretamente proporcional a

concentracao da amostra, desde que a lei de Lambert-Beer seja valida.’'* O comprimento da
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cuvete também interfere com a atenuacao da luz, o que é tido em conta pela lei de Lambert-Beer,

definindo a absorvancia (A) pelo produto do coeficiente de absorcado molar, € (L/cm* mol), a

concentracdo da amostra, ¢ (mol/L) e o comprimento da cuvete 6 (cm) (equacao 3).1*

A= &b.c

Equacéo 3 - Lei de Lambert-Beer.

A lei de Lambert-Beer determina a concentracdo da amostra a partir do valor da
absorvancia, sendo rigorosamente obedecida quando uma Unica molécula gera absorcao.
Ocorrem desvios a esta lei quando ha diferentes formas de moléculas absorventes em estdo em
equilibrio, quando o soluto e o solvente formam complexos por meio de algum tipo de associacao,
quando existe um equilibrio entre o estado fundamental e um estado excitado de baixa energia ou

quando compostos fluorescentes ou compostos modificados por irradiacdo estdo presentes em

concentracdes elevadas.!

Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para comparar os extratos em crude com as
diversas fracbes retiradas apos a extracdo de clorofilas A analise foi realizada num
espetrofotometro Shimadzu UV-2501PC, na gama de comprimentos de onda 200 nm a 800 nm,

utilizando-se o programa UVProbe.

3.3. SINTESE DE ANALOGOS DOS ACIDO GINKGOLICO C17:1

3.3.1. Materiais e reagentes quimicos

Os espetros de ressonancia magnética nuclear foram determinados no aparelho Bruker

Avance Ill 400 numa frequéncia de 400 MHz para He 100,6 MHz para BC, usando o pico de
solvente como referéncia interna, a 25 °C. Os desvios quimicos sao referidos em ppm, utilizando

como referéncia o valor 8« MesSi = 0 ppm, e as constants de acoplamento (J) surgem em Hz. A

atribuicao dos sinais de 'He "C foi efetuada por comparacao dos desvios quimicos, multiplicidade

dos picos e valores de /. Os solventes deuterados usados foram cloroférmio-d: e dimetilsulfoxido-
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ds com grau de deuteracdo superior a 99,8%, da euriso-top® ou da Acros Organics. Os reagentes
usados foram produtos p.a. ou para sintese das empresas Sigma-Aldrich, BDH Chemicals e Acros
Organics e os solventes usados foram produtos p.a. fornecidos pela Fisher Chemical, Panreac e
Carlo Erba. Os materiais usados para uma caracterizacdo prévia foram a cromatografia em
camada fina (TLC), fornecido por Macherey-Nagel em placas de silica gel com 0,20 mm de
espessura com uma visualizacdo posterior na camara CN-6 com luz ultravioleta (Amax 254 e 365
nm). A purificacao foi executada por cromatografia em coluna foram realizadas com silica Acros

Organics 60 gel (0,035-0,070 mm).

Os espetros de ultravioleta/visivel (200-800 nm) foram obtidos num espetrofotémetro
Shimadzu UV/3101PC. Os espetros de IV foram obtidos a uma frequéncia (4000 cm*e 500 cm?)

no detetor FTLA2000. Os espetros de massa de baixa resolucao foram efetuados num Finnigan
LXQ. Os espetros de massa de alta resolucao foram efectuados na Unidade de Espetrometria de

Massa e Protedmica, CACTUS, em Santiago de Compostela, Espanha.

3.3.2. Procedimentos experimentais

3.32.1.  Extracdo do dcido Ginkgdlico 17.1

As folhas frescas de Ginkgo biloba L. (166g) foram sujeitos a extracdo por Soxhlet usando

como solvente DCM (1200 ml) durante 4h. O extrato foi purificado por cromatografia em coluna
usando éter de petroleo/acetato de Etilo (1:3), obtendo um residuo oleoso verde. O espetro de 'H
confirma a presenca do acido -2- (heptadec-10-en-1-il) -6-hidroxibenzoico (acido ginkgolico 17:1)

(3g) 130.

2 17

Figura 35 - Estrutura quimica de acido ginkgdlico 17:1.
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R= 0,81 (Etp/EtOAC 1:3)
UV (EtOH, 0,12 mg/ml) = Améx: 242 nm e 309 nm

IV (DCM) vus = 2922, 2852, 1655, 1607, 1579, 1453, 1376, 1302, 1246, 1202 cm*!

'H RMN 6. (CDCls, 400 MHz): 11,07 (sl, 1H, CO-H), 7,36 (t, /= 8 Hz, 1H, H-4), 6,87 (dd, /=
7,2e 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,78 (d, /= 7,2 Hz 1H, H-5) , 5,35 (t, /= 4,8 Hz, 2H, HC=CH), 2,98 {t,
J=8Hz, 2H, CH=-1), 2,00-2,06 (m, 4H, 2x CH:), 1,58-1,60 (m, 3H, CH-2) 1,19-1,33 (m, 24H,
14x CH:), 0,88 (t, /= 5,6 Hz, 3H, CHs) ppm. *C RMN &. (CDCl;, 100,6 MHz): 175,90 (CO:H),
163,6 (C-6), 147,7 (C-2), 135,3 (C-4), 129,9 (C=C), 122,7 (C-3), 115,8 (C-5), 110,5 (C-1),
36,47 (CH=1), 32,03, 31,95, 31,92, 29,81, 29,76, 29,69, 29,65, 29,63, 29,58, 29,55, 29,48,
29,35, 29,31, 29,24, 28,98 (15xC), 13,98 (CHs) ppm.

EM m/z (ESI): Valor calculado para CzsHs0s [M+ +1]: 374,69. Valor obtido para CzsHzsO:s:
373,40.

3322  Sintese do dcido 2- (heptadec-10-en-1-il) -6-metoxibenzoico 131

2 17

Figura 36 — Estrutura quimica de &cido ginkgdlico 17:1 alquilado.

Num baldo contendo perfluorohexano (0,214 mL, 1,1 mmol), 1,2 - dicloroetano (0,208
mL, 2,6 mmol) e sulfato de dimetilo (0,0275 mL, 0,29 mmol) em agitacdo, apdés 5 minutos
introduz-se acido ginkgdlico 17:1 (0,100g, 0,37 mmol) e trietilamina (0,081 mL, 0,37 mmol)
dissolvidos em acetona (0,86 mL).A mistura reacional é protegido com uma folha de aluminio e a
reacao ocorreu sob agitacao durante 136 horas a temperatura ambiente, sendo a sua evolucéo
monitrizada através de TLC. O solvente é evaporado e ao residuo é adicionada dgua destilada (15
mL) e a mistura extraida com diclorometano (4x15mL). A fase organica é seca com o sulfato de

magnésio anidro e é evaporado o restante solvente até obter residuo oleoso amarelo-esverdeado.
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O residuo oleoso é sujeito a uma purificacdo por cromatografia em coluna usando como eluente
¢ter de petréleo/diclorometano (1:1), obtendo-se o produto desejado na forma de um oleo

transparente (acido 2- (heptadec-8-en-1-il) -6-metoxibenzoico (0,0108 g, 0,028 mmol), 131. Este
procedimento, foi adaptado de Jana, N. K. et al.!®?

R= 0,68 (DCM/Etp 1:1)

UV (EtOH, 0,17mg/ml) = Amax: 245 nm e 312 nm

IV (DCM) vaa = 2925, 2854, 1736, 1609, 1577, 1449, 1301, 1250, 1212 cm*

'H RMN &+ (CDCls, 400 MHz): 11,11 (sl, 1H, CO.H), 7,30 (t, /= 7,6 Hz 1H, H-4), 6,84 (dd, J=
72Hze 1,2, 1H, H-3), 6,73 (dd, /= 6,4 Hz e 1,2, 1H, H-5), 5,37 (m, /= 5,6 Hz, 2H, HC=CH),
3,97(s, 3H, OCHs), 2,87-2,91 (m, 2H, CH-1), 2,00-2,05 (m, 3H, CH-9 + CH»-12), 1,50-1,58 (m,
2H, 2XCH.), 1,27-1,34 (m, 22H, 12xH), 0,87-0,92 (m, 3H, CHs) ppm. *C RMN &. (CDCls, 100,6
MHz): 172 (CO:H), 162,6 (C-6), 146,2 (C-2), 134,2 (C-4), 129,9 (C=C), 122,5 (C-1), 115,6 (C-3),
111, 8 (C-5), 52,12 (OCHs) 36,62 (CH-1), 29,91, 29,88, 29,72, 29,67, 29,65, 29,63, 29,59,
29,55, 29,53, 29,51, 29,35, 29,30, 29,29, 29,01, 28,98 (15XC) 13,99 (CHs) ppm.

EM m/z (ESI): Valor calculado para CzsH«xOs [M* +1]: 388,58. Valor obtido para CzsHs0s: 389,14,

3323 Tentativa da reacdo de protecao no acido ginkgdlico 17:1

A uma solucdo de acido ginkgolico 17:1 (0,100g, 0,37 mmol) dissolvido em acetona (0,44
mL) foi adicionado cloreto de tionilo (0,055 mL, 0,76 mmol) e DMAP (0,002 g, 0,016 mmol)
dissolvido em 1,2 — dimetoxietano (0,215 mL); a mistura é agitada durante uma a 0°C sob
agitacao. Apos uma hora, a solucao é retirada do gelo e deixada em agitacao sob temperatura
ambiente num periodo de tempo entre 30 a 98 horas, sendo a reacdo monitorizada por TLC. Apds
a reacao estar concluida, é adicionada uma solucéo saturada de bicarboneto de sddio (15 mL) e
extraida com diclorometano (4x15 mL). A fase organica é seca com sulfato de magnésio anidro e
o solvente evaporado obtendo-se um residuo oleoso acastanhado. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna usando éter de petroleo/diclorometano como eluente. O RMN

confirma que o produto apos a purificacao nao corresponde ao composto pretendido.
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Figura 37 - Estrutura quimica de 2- (heptadic-10-en-1-il) -6-metoxibenzoato

3324 Sintese de 3 - dodecilaminobenzoico 135

Figura 38 - Estrutura quimica de 3- dodecilaminobenzdico

Uma solucao contendo acido 3-aminobenzéico 133 (0,2 g, 1,5 mmol), 1-bromododecano
(0.5eq, 0,7 mL, 2,9 mmol) 134 dissolvidos em etanol (14 mL). Foi colocada sob agitacao durante
50h. A evolucao da reacao foi controlada por TLC e apds o término desta, o solvente foi evaporado
obtendo-se um residuo oleoso acastanhado. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna
usando diclorometano/metanol (97:3) como eluente, obtendo o produto desejado na forma de um

sélido acinzentado, acido 3 - dodecilaminobenzoico (0,0191g, 0,062 mmol) 135. Procedimento

adaptado de Zhang, P. et al.”
R= 0,23 (DCM/MeOH 9:1)
UV (EtOH, 0,2 mg/ml) = Amax: 227 nm, 257 nm e 340 nm

IV (DCM) vas = 2955, 2922, 1679, 1606, 1587 cm*

'H RMN &+ (DMSO, 400 MHz): 7,15 (t, /= 7,6 Hz, 3H, H-6), 7,12-7,08 (m, 2H, H-2 + H-5), 6,6
(d, /=6,8 Hz, 1H, H-4), 5,81 (sl, 1H, NH), 2,96 (t, /= 7,2 Hz, 2H, CH-2), 1,45-1,50 (m, 2H,

CH=3), 1,17-1,29 (m, 18H, 9XCH.), 0,79 (t, /= 7,2 Hz, 3H, CHs) ppm. *C RMN &. (DMSO, 100,6
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MHz): 168,6 (CO:H), 149,1 (C-3), 131,7 (C-5), 129,6 (C-1), 117,3 (C-6), 117,1 (C-4), 113,1 (C-
2), 43,5 (CH=2), 31,69, 29,42, 29,38, 29,26, 29,21, 29,09, 28,75, 26,95, 22,51 (9xC), 14,4

(CHs) ppm.

HRMS m/z (ESI-TOF): Valor calculado para CisH:uNO. [M+ +1]: 305,4549. Valor obtido para

CisHaiNOz: 306,2430

3325 Sintese de 2 - dodecilaminobenzoico 137

Figura 39 - Estrutura quimica de 2- dodecilaminobenzdico

Uma solucao contendo acido antranilico 136 (0,2 g, 1,5 mmol), 1-bromododecano (0.5
eq, 0,7 mL, 2,9 mmol) 134 dissolvidos em etanol (14 mL). Foi colocada sob agitacdo durante
64h. A evolucdo da reacao foi controlada por TLC e apds o término desta, o solvente foi evaporado
obtendo-se um residuo oleoso amarelo-esverdeado. O residuo foi purificado por cromatografia em
coluna usando diclorometano/metanol (98:2) como eluente, obtendo o produto desejado na forma

de um solido acinzentado, acido 2 - dodecilaminobenzoico (0,2283g, 0,75 mmol) 137.

Procedimento adaptado de Zhang, P. et al.®

R= 0,33 (DCM/MeOH 9:1)

UV (EtOH) = Amax: 222 nm, 256 nm e 355 nm

IV (DCM) vas = 2918, 2848, 1669, 1579, 1640, 1574, 1550, 1415, 1255, 1160 cm?

'H RMN &+ (DMSO, 400 MHz): 7,76 (dd, /= 6,4 Hz e 1,6 Hz, 1H, H-6), 7,33 (dt, /=6,8 Hze 1,6
Hz, 1H, H-4), 6,69 (d, /= 8,4 Hz, 1H, H-3), 6,52 (t, /= 6,8 Hz, 1H, H-5), 3,13 (t, /= 7,2 Hz, 2H,
CH=2), 1,53-1,60 (m, 2H, CH=-3), 1,25-1,35 (m, 18H, 9XCH.), 0,84 (t, /= 6,8 Hz, 3H, CHs) ppm.

13C RMN &c (DMSO, 100,6 MHz): 170,06 (CO.H), 150,96 (C-2), 134,45 (C-4), 131,67 (C-6),
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113,90 (C-5), 111,08 (C-3), 109,71 (C-1), 41,95 (CH=2), 31,28, 29,02, 28,99, 28,95, 28,72,

28,70, 28,56, 26,52, 22,08 (CX9), 13,93 (CHs) ppm.

HRMS m/z (ESI-TOF): Valor calculado para CisHzNO. [M* +1]: 305,4549. Valor obtido para

C1oHaNO:; 306,2430

3326. Sintese de 2 - tridecilaminobenzdico 139

Figura 40 - Estrutura quimica de 2- tridecilaminobenzdico

Uma solucdo contendo acido antranilico 136 (0,2 g, 1,5 mmol), 1-bromotridecano (0,7
eqg, 1,58 mL, 6,9 mmol) 138 dissolvidos em etanol (16 mL). Foi colocada sob agitacdo durante
57h. A evolucao da reacao foi controlada por TLC e ap6s o término desta, o solvente foi evaporado
obtendo-se um residuo oleoso acastanhado. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna
usando diclorometano/metanol (98:2) como eluente, obtendo o produto desejado na forma de um

sélido acinzentado, acido 2 - tridecilaminobenzoico (0,2929¢g, 0,91 mmol) 139. Procedimento

adaptado de Zhang, P. et al.”

R= 0,68 (DCM/MeOH 9:1)

UV (EtOH) = Amax: 221 nm, 256 nm e 355 nm

IV (DCM) vna = 2917, 2848, 1668, 1580, 1415, 1256 cm*

'H RMN &+ (DMSO, 400 MHz): 7,76 (dd, /= 6,4 Hz e 1,6 Hz, 1H, H-6), 7,33 (dt, /=6,8 Hz e 2
Hz, 1H, H-4), 6,69 (d, /= 8 Hz, 1H, H-3), 6,51 (t, /= 8 Hz, 1H, H-5), 3,13 (t, /= 7,2 Hz, 2H,
CH-2), 1,53-1,60 (m, 2H, CH=3), 1,25-1,35 (m, 18H, 9XCH.), 0,84 (t, ~6,8 Hz, 3H, CH=-19)
ppm. =C RMN &c (DMSO, 100,6 MHz): 170,06 (CO-H), 150,96 (C-2), 134,45 (C-6), 131,67 (C-
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4), 113,90 (C-5), 111,08 (C-3), 109,71 (C-1), 41,95 (CH=-2), 31,28, 29,02, 28,99, 28,95, 28,72,

28,70, 28,56, 26,52, 25,49, 22,08 (CX10), 13,93 (CH:) ppm.

HRMS m/z (ESI-TOF): Valor calculado para CxHs=NO. [M+ +1]: 319,4815. Valor obtido para

C20H=NO:; 320,2588

3327 Sintese de 2 - pentadecilaminobenzdico 141

Figura 41 - Estrutura quimica de 2- pentadecilaminobenzoico

Uma solucao contendo acido antranilico 136 (0,2 g, 1,5 mmol), 1-bromopentadecano (0,7
eq, 1,79 mL, 6,2 mmol) 140 dissolvidos em etanol (16 mL). Foi colocada sob agitacdo durante
57h. A evolucao da reacéo foi controlada por TLC e ap6s o término desta, o solvente foi evaporado
obtendo-se um residuo solido branco. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna usando
diclorometano/metanol (98:2) como eluente, obtendo o produto desejado na forma de um sélido

acinzentado, acido 2 — pentadecilaminobenzdico (0,2141g, 0,61 mmol). Procedimento adaptado

de Zhang, P. et al.®?

R= 0,86 (DCM/MeOH 9:1)

UV (EtOH) = Amax: 209 nm, 296 nm e 355 nm

IV (DCM) vms = 2919, 2850, 1665, 1581, 1467, 1259 cm-

iH RMN &4 (DMSO, 400 MHz): 7,76 (dd, /=6 Hz e 2 Hz, 1H, H-6), 7,33 (dt, /= 6,8 Hz e 1,6 Hz,
1H, H-4), 6,69 (d, /=8 Hz, 1H, H-3), 6,52 (t, /= 7,2 Hz, 1H, H-5), 3,13 (t, /= 6,8 Hz, 2H, CH~
2), 1,53-1,60 (m, 2H, CH~3), 1,25-1,35 (m, 24H, 12XCH,), 0,84 (t, /~6,8 Hz, 3H, CHs) ppm. :C

RMN &c¢ (DMSO, 100,6 MHz): 170,04 (CO:H), 150,97 (C-2), 134,45 (C-4), 131,67 (C-6), 113,92
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(C-5), 111,10 (C-3), 109,66 (C-1), 41,95 (CH=-2), 39,50, 39,29, 39,08, 38,87, 31,28, 29,02,

28,99, 28,97, 28,94, 28,69, 28,56, 26,52, 22,08 (CX13), 13,93 (CH:) ppm.

HRMS m/z (ESI-TOF): Valor calculado para CzH=NO: [M* +1]: 347,5347. Valor obtido para

C20H=NO:; 348,2895

3.3.3. Técnicas de Caracterizacdo

Para todos os compostos sintetizados, foram utilizadas quatro técnicas diferentes,
nomeadamente espetroscopia de absorcdo UV-visivel, Ressonancia magnética nuclear (RMN),
espetroscopia de infravermelho (IV) e espetrometria de massa de alta resolucdo. De seguida
iremos descrever cada uma das técnicas, sendo que a espetroscopia de absorcao no UV-Visivel ja

foi descrita anteriormente.

3331 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

E um método analise estruturaral de compostos organicos. Muitos nucleos atdmicos tém
uma propriedade chamada spin: 0s nucleos comportam-se como se estivessem girando e qualquer
nucleo atémico que tenha massa ou numero atémico impar, ou ambos, tém um momento angular
de spin e um momento magnético. Nucleo é uma particula carregada, e qualquer carga que se

desloca gera um campo magnético préprio; o nucleo tem um momento magnético (1) gerado pela
. . L . 1 1
sua carga e spin. Por exemplo, no caso do hidrogénio pode ter spin (+E) ou (- E)’ em que 0s

momentos magnéticos (1) apontam em direcdes opostas. Num campo magnético aplicado, todos
0s protdes tém seus momentos magnéticos alinhados com o campo ou opostos a ele, como

podemos visualizar na figura 42.1

i

Direcdo de um campo
magnético aplicado (8a)

“
Spin+ % Spin -+
Alinhado Oposto

Figura 42 — Estados de spin de um protéo (adaptado de Pavia, D., L. & et all., 2010)!
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A absorcao de energia ¢ um processo quantificado, e a energia absorvida deve ser igual a diferenca

de energia entre os dois estados envolvidos, de acordo com a equacao 4, em que

E—(E ! E+1)—h
- 2 2) ="

Equacéo 4 -Energia absorvida entre os estados de spin

a energia é igual a energia do spin oposto menos o spin alinhado resultando na constante de
planck multiplicado pela frequéncia.'®

Podemos dividir a técnica em dois tipos: ondas continuas (CW) e pulsadas ou
Transformada de Fourier (TF RMN). As diferencas entre as duas é que na primeira 0 campo
magneético ou a radiofrequéncia sao varridos enquanto que na segunda a amostra é irradiada com
0s pulsos periddicos de radiofrequéncia com componente perpendicular ao campo magnético 3.
A mudanca quimica esta associada a frequéncia Larmor de uma rotacao nuclear para seu
ambiente quimico. O tetrametilsilano é geralmente usado como um padrao interno para
determinar o deslocamento quimico dos compostos: §TMS = 0 ppm."* O deslocamento quimico
de 'H desempenha um papel na identificacdo de muitos grupos funcionais."'* O deslocamento
quimico de RMN do carbono é uma técnica operacional de pulso de alto campo juntamente com
o desacoplamento heteronuclear de banda larga de todos os protdes.!*

Na figura 43, podemos visualizar o deslocamento quimicos dos compostos organicos nos

espetros de RMN de protao e de carbono.'

-OHl-NH
| | | |
Cy I 1 | || |
B ln w5 5|7 8 5 F 3|5 3 5 pm
CH-Ar
CHN
RCO CH,X  CH:S
H  RCHO ArH C=CH cH,0 — y oM,
CHLC=0 CH
CHC=C
| Arc |
S | [ e3¢ | | c-C
[ co [ o=c-x]|
1 I I I I I I I I I I I
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

ppm
Figura 43 — Deslocamento quimicos de compostos organicos nos espetros de RMN de protao e de carbono. (adaptado de

https://science.ucalgary.cas
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3332 Espetroscopia de infravermelho (1V)

Ao absorver radiacao infravermelha as moléculas séo excitadas e passam a um estado de
energia maior, correspondendo a alteracdes de energia por volta da ordem de 8 a 40 kj/mol, no
entanto nem todas as moléculas conseguem absorver na regiao do infravermelho, apenas as
ligacoes dipolo que mudam com a funcao do tempo o conseguem fazer. As ligaces simétricas
nao conseguem absorver na gama do infravermelho e para transferir energia a ligacao deve
apresentar -se como um dipolo elétrico pois este consegue acoplar-se como 0 campo magnético
da radiacao incidente que varia de forma senoidal. Uma ligacdo simétrica que tenha grupos

idénticos ou quase idénticos em cada ponta nao vai absorver radiacao infravermelha e entre os
grupos funcionais afetados por esta restricdo sao os alcenos e alcinos.® Através dos espetros de
infravermelho é possivel distinguir entre duas moléculas idénticas através das bandas no espetro,

uma vez que a cada ligacao corresponde uma frequéncia especifica.'

Os dois tipos de movimentos vibracionais da molécula que dao origem a absorcao, sdo o
estiramento e a deformacdo angular. Vibracdes de estiramento assimétrico ocorrem em
frequéncias mais altas do que as vibracdes de deformacdo angular. Existem duas formas de
estiramento, simétrico e assimétrico e na deformacdo angular existem o “scissoring” e “rocking”
(dentro do plano) e “wagging” e “twisting” (fora do plano). Estes tipos de vibracdes sdo chamados
de vibracdes fundamentais que sao originadas pela excitacdo da molécula do estado fundamental
para o estado excitado, resultando num espetro complexo devido a existéncia de bandas fracas

conhecidas como bandas harmonicas. Quando duas frequéncias vibracionais acoplam numa

molécula resulta numa nova frequéncia dentro da molécula.!s

A frequéncia natural de uma vibracao é dada pela equacao 5:

_ 1 k
V= omc [Cmmg
my + m,

Equacao 5 - Frequéncias de estiramento.

v = frequéncia em cm?

c= velocidade da luz = 3x10* cm/s
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K=constante de forca em dinas/s

m:e m.= & a massa dos atomos em gramas.

3.3.3.3.  Espetrometria de massa (EM)

O espetrometro de massa ¢é constituido por cinco componentes principais: unidade de
entrada da amostra, fonte de ionizacao, analisador de massa, detetor e sistemas de dados.!? A
unidade de entrada da amostra faz com que esteja sujeita a pressdes mais. A fonte de ionizacao
onde permite a conversdo das moléculas da amostra em ides na fase gasosa por um campo
magneético. O analisador de massa, permite a separacao dos ides da amostra com base na sua
razao massa/carga (m/z); os ides passam pelo detetor e o sinal é registado e processado por um

computador, obtendo- se espetro de massa onde é registado o0 nimero de ides em funcao da razao

m/z (figura 44).13

C

Unidade de g Fonte de Analisador Detector *  Sistema
entradada I janizacdo de massa . de dados
Amosira H

1

Figura 44 - Componentes do espetrometro de massa. (adaptado de Pavia, D., L. &et all., 2010) '3

A fonte de ionizacdo utilizada na analise dos compostos sintetizados neste trabalho foi a
ionizacao por eletrospray (ESI), normalmente utilizada para o estudo de biomoléculas com um
peso molecular alto e para compostos labeis e nao volateis *. Uma solucao que contém as
moléculas da amostra é “borrifada” através da ponta de um tubo capilar fino para dentro de uma
camara aquecida a pressdo atmosférica. O tubo capilar passa por um potencial de alta voltagem
na superficie e as goticulas carregadas sao explusas para dentro da camara de ionizacéo e as
goticulas carregadas enfrentam um contrafluxo de um gas de secagem, que € o nitrogénio, que
evapora as moléculas de solvente das goticulas e assim a densidade de carga das goticulas

aumentam até que as forcas eletrostaticas excedam a tenséo superficial da goticula fazendo com
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que estas se tornam menores.i* O processo continua até que os ides da amostra passam a fase

gasosa.!’

3.4. ENSAIOS DE NANOENCAPSULAMENTO

Os sistemas de nanoencapsulamento testados foram os lipossomas e as nanoemulsdes
de quitosano. Os lipossomas foram preparados por duas técnicas: injecdo etandlica e hidratacao
de filme fino lipidico. No caso do quitosano, as nanoemulsdes foram preparadas através de
gelificacdo ionica. Neste subcapitulo, descreve-se o procedimento e material utilizado para a

preparacao dos lipossomas e das nanoemulsdes de quitosano.

3.4.1. Material e reagentes

O material vegetal usado para os ensaios de encapsulamento foram os extratos de
sargacinha (concentracdo 0,1 mg/ml), erva-tintureira (concentracdo 0,1 mg/ml), mentrastos
(concentracédo 0,05 mg/ml) e arruda (concentracdo 0,025 mg/ml). A mistura lipidica usada para

a preparacdo dos lipossomas foi a lecitina de soja (Sternchemie).

3.4.2. Procedimento experimental

3421 Preparacdo de lipossomas por injecéo etandlica **

150 pl de solugéo de lecitina de soja 20 mM e extrato de plantas dissolvido em tampao
Tris-HCI pH=7,3 foram misturados e o solvente foi evaporado com uma corrente de azoto
ultrapuro. Adicionou-se igual quantidade de etanol e injetou-se a mistura etandlica, sob vortex, em

tampao Tris-HCI de pH=7,3 (3 mL).
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3422 Preparacdo de lipossomas por hidratacdo de filme lipidico

Nesta preparacao usou-se um procedimento adaptado de Yokota ef a/.*** 150 pul de solucao
20 mM de lecitina de soja e extrato de plantas dissolvido em tampao Tris-HCI pH=7,3 foram
misturados e o solvente foi evaporado lentamente. A mistura foi re-hidratada com a solucéo
tampéo e sonificada durante uma hora, para se formarem os lipossomas. Estes foram sujeitos a

extrusao usando membranas de policarbonato de 200 nm (Whatman).

3423 Preparacdo das nanoemulsoes de quitosano

Foi utilizado um procedimento adaptado de Chauhan ef a/.*** Assim, 2,8 mg de quitosano
foram dissolvidos em tampéao Tris-HCI pH=7,3, tendo-se adicionado acido acético 1%. O pH de
metade da solucdo foi ajustado a 4,6-4,8 com hidréxido de sodio. A restante solucdo, foram
adicionados 14 pl de Tween 80. Juntaram-se as duas solucdes e a mistura foi filtrada usando
papel de filtro. Apods a filtracdo, colocou-se a solugdo em agitacao e adicionaram-se 693 pl de

solucao de Tripolifosfato de sddio, para completar a preparacdo das nanoemulsdes de quitosano.

3.4.3. Determinacdo do tamanho dos nanossistemas

Para a determinacdo do tamanho dos sistemas de nanoencapsulamento, usou-se a
técnica de Difusdo Dinamica de Luz (DLS). Esta técnica pode ser aplicada para particulas

nanometricas com tamanhos compreendidos entre alguns nandémetros a 1 um, em suspensao

num liquido."¢ A luz que incide na suspensao forma um padrao de difracao aleatdrio que flutua no

tempo, devido ao facto de as particulas se moverem em difuséo browniana. Nas situacées mais
comuns, a suspensao é polidispersa, em que ha uma distribuicdo de diferentes tamanhos de
particulas. A técnica de DLS produz uma transformada de Laplace da distribuicdo dos coeficientes
de difusao, sendo a quantidade de interesse obtida pela transformada inversa de Laplace, por ser

menos sensivel as incertezas experimentais e ser adequada a distribuicées amplas de tamanhos,

nomeadamente multimodais.*¢*’

Neste trabalho, as amostras foram analizadas num equipamento Malvern Zetasizer Nano
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e 0s dados foram analisados no soffware do equipamento.

3.4.4. Eficiéncia de encapsulamento e estudos de libertacdo

A eficiéncia de encapsulamento, ££ (%), foi determinada através de medidas de
absorvancia, usando retas de calibracdo (absorvancia em funcao da concentracao) previamente
obtidas. Os sistemas contendo os extratos encapsulados foram sujeitos a centrifugacao a 11000
rpm, durante 60 minutos, usando filtros Amicon-4 Ultra (Merck Millipore). O filtrado, contendo o
extrato ndo encapsulado, foi analisado por espetroscopia de absorcao UV-visivel e a concentracéo
foi determinada através da calibracao obtida para cada um dos extratos. Foram realizados trés

ensaios independentes. A eficiéncia de encapsulamento foi determinada pela equacao 6:

Concentragio de composto total — Concentracio de composto ndo encapsulado
X

EE(%) = 100

Concentragdo de composto total

Equacéo 6 - Eficiéncia de Encapsulamento (EE%).

Realizaram-se ainda ensaios de libertacado dos quatro extratos selecionados nos trés
sistemas de encapsulamento, por um periodo de 48 a 72 horas, em solucdo tampao Tris-HCL
com pH=7,3. As solucdes contendo os extratos encapsulados foram mantidas sob agitacdo e a
temperatura controlada. Fizeram-se recolhas do meio exterior ao filtro de hora a hora, repondo-se
o volume de solvente retirado com tampéao fresco. Foi medida a absorvancia das amostras

recolhidas, a fim de se determinar a sua concentracao.

3.5.  ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A linha celular escolhida para os ensaios bioldgicos foi a linha celular de insetos Sf9, que
provém dos ovarios imaturos de S. frugiperda pupae. Estudos anteriores sugerem o uso desta

linha celular para ensaios de atividade pesticida, devido a sua vulnerabilidade a espécies reativas
de oxigenio (ROS), associadas a apoptose e a danos oxidativos nas células.’® As células ativas

convertem MTT em formazan (cor purpura) e as células mortas perdem a capacidade de converter
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MTT, sendo a formacao de cor um indicador de viabilidade celular. Os estudos de atividade
biologica em células Sf9 foram efetuados no REQUIMTE, Faculdade de Farmacia da Universidade

do Porto.

3.5.1. Cultivo da linha celular

Em 3 ml de células de inseto, o meio foi enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 1%

penicilina/estreptomicina a 27 °C. Verificou-se que o tempo de duplicacdo das células se verifica

num periodo de 18-24 horas e estas eram subcultivadas a cada 3 dias.”s® A viabilidade é

determinada através de excluséo de azul de tripano.!&

3.5.2. Determinacao da viabilidade celular por MTT

A linha celular foi introduzida nas placas de 96 pocos e, apoés um periodo de incubacao,
normalmente 24 horas, foram adicionados os extratos/compostos em estudo a diferentes
concentracdes usando DMSO como controlo.!s'° Depois de 24 - 96h de tratamento, foi adicionado

o MTT em cada poco e, depois de 4 horas de incubacao, o meio foi descartado e os pocos foram
secos ao ar. Adicionou-se aos pocos alcool isopropilico para dissolver os cristais de formazan e a

absorvancia foi medida a 570 nm, usando o leitor de microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™

GO microplate. 811
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4.1. EXTRACOES

As amostras selecionadas (cap.3.1.3) foram sujeitos a extracdo por Soxhlet na presenca
de dois solventes de polaridades distintas: i) diclorometano e ii) agua: etanol (1:1). Os tempos de
extracdo e massas obtidos esta indicado na tabela 7. Foi efetuada um estudo sobre a influéncia
de tempo de extracao sobre a composicao/ massa de extrato, tendo o extrato obtido sido analizado
por 'H RMN. As fracdes obtidas por *H RMN dos extratos de agua: etanol (1:1) ndo permitiu a
caracterizacao destes, no entanto foi elucidativa sobre o aumento da complexividade do extrato
com aumento do tempo de extracdo até ao maximo de 9 horas. A maior complexidade do extrato
ao fim de 9 horas permite concluir que @ um maior niumero de componentes presente no extrato.
No caso do DCM, conclui-se que o processo de extracdo atingue o maximo de extrato obtido ao
fim de 4 horas. Em face desta informacao, optou-se por usar 4 horas para extracdo com DCM e 9

horas para extracdo com agua: etanol (1:1).

Tabela 8 - Resultados da extracdo por Soxhlet, com diferentes tempos (h), o rendimento massico da amostra (%) e a cor.

Nome comum Método de extracdo e  Rendimentos
e parte da Solvente . Cor
tempo (h) de massa (%)
planta
Soxhlet (9 horas) 13,25% Acastanhado
Agua: etanol (1:1)  Soxhlet (4 horas) 3,71% Rosa
, . Soxhlet (2 horas) 20,7% Rosa escuro
Erva-tintureira
(Bagas) Soxhlet (9 horas) Z’Z; Verde
Diclorometano Soxhlet (4 horas) é470 Verde
Soxhlet (2 horas) e Verde
Ervadintureira Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 18,25% Verde
Folhas
( ) Diclorometano Soxhlet (4 horas) 12,47% verde
Ervatintureira 344% verde-
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) acastanhado

(Caule)




26,90% Castanho-
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) alaranjado
Ceruda
(Folhas)
Diclorometano Soxhlet (4 horas) 10,09% Verde escuro
Cravode 4o o etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 08,63% Castanho
Franca
(Folhas de Soxhlet (4 horas)
Flores Diclorometano 6,66% Verde escuro
Amarelas)
Cravode 4o etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 29,36% Castanho
Franca
(Folhas de Soxhlet (4 horas)
Flores Diclorometano 10,59% Verde escuro
Laranjas)
Cravo de P . 9
Franca Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 32,78% Castanho
(Folhas de
Flores Diclorometano Soxhlet (4 horas) 5,43% Verde escuro
Vermelhas)
Cravo de
Franga 4 a: etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 66,04% Amarelo
(Flores
Amarelas)
C;f:r? (;e Agua: etanol (1:1) Amarelo
¢ Soxhlet (9 horas) 29,98%
(Flores
Laranjas)
Cravode  Agua: etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 20,57% Bordo
Franca Soxhlet (4 h
(Flores Diclorometano orfiet (& horad 4.12% Amarelo-
Vermelhas) 1en alaranjado
. Agua:etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 61,09% Castanho -
Roma amarelado
(Casca)
Diclorometano Soxhlet (4 horas) 1,03% Amarelo
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 42.83% Castanho -
amarelado
Tojo
(Folha e Flor)  Diclorometano Soxhlet (4 horas) 3,42% Verde
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Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 42 55% Castanho -
amarelado
Azereiro
(Folha) Diclorometano Soxhlet (4 horas) 15,38% Verde
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 43,75% Castanho -
Japoneira amarelado
(Folha)
Diclorometano Soxhlet (4 horas) 3,9519% Verde
Agua: etanol (1:1)  19- Soxhlet (9 horas) 20,73% Castanho-
. amarelado
Sargacinha
(Folha e Flor)  piclorometano Soxhlet (4 horas) 4,5751% Verde
Agua: etanol (1:1)  Soxhlet (9 horas) 17,39% Castanho-
amarelado
Mentrastos
(Folhas) Diclorometano Soxhlet (4 horas) 5,1606% Verde
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 25,89% Amarelo
Uva cao
(Raiz) Diclorometano Soxhlet (4 horas) 4,0138% Castanho-
amarelado
Agua: etanol (1:1) Soxhlet (9 horas) 12.01% Castanho-
amarelado
Diclorometano Soxhlet (4 horas) 18,09% Verde
Arruda
(Folhas) Acetato de etilo Soxhlet (4 horas) 14,06% Verde

No caso particular da arruda foi testado para além de DCM e agua: etanol (1:1), um

terceiro solvente foi utilizado para o estudo. De acordo com a literatura, o extrato obtido com

acetato de apresentam maiores componentes fitotdxicos. 2

Relativamente aos rendimentos de extrato obtido, regra geral a utilizacao de agua,/ etanol
(1:1) como solvente leva a obtencdo de maior massa (tabela 8). A excepcéo foi a arruda onde se

verificou que o DCM foi mais eficiente no processo de extracao.

As cores dos varios extratos obtidos referentes a parte foliar, apresentam coloracao
esverdeada, quando se usam DCM ou EtOAc. A coloracdo esverdeada obtida para os extratos

indicativos da presenca de clorofilas, pelo que foi necessario efectuar a remocao destas de modo
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a reduzir o numero de componentes interferentes e que podera complementar o potencial

bioldgico do extrato.

4.2. REMOGAO DE CLOROFILAS

Com as extracoes executadas com o solvente apolar (diclorometano) nas partes foliares
dos extratos apresentam cor verde, por isso, se procede a extracdo das clorofilas com o objetivo

de verificar o potencial bioldgico das espécies sem as clorofilas.

Apesar que o método utilizado nao ser o método seletivo, pois através deste método
poderemos para além de estar a extrair clorofilas também podemos estar a reter componente
apolares. Sendo o método mais adequado para a extracdo de clorofilas seria HPLC-DAD com

comprimento de onda (nm), permitindo a purificacdo seletiva do extrato.

e analisadas por UV-Vis a uma gama de comprimento de onda de 200 nm a 800 nm, com
0 solvente metanol. Primeiramente, analisamos o crude das amostras e posteriormente

analisamos o extrato apds a remocao da clorofila.

A clorofila a e a clorofila b, sendo corantes verdes, absorvem na banda dos azuis (400 nm
a 500 nm) e vermelhos (600 nm a 700 nm).22' Na literatura, a clorofila a apresenta uma banda

de absorcdo na regidao 617 - 664 nm (vermelho) e na regido dos azuis apresenta uma banda de

434 - 418 nm. A clorofila b apresenta bandas na regido do vermelho (651-603 nm) e nos azuis

(471-454 nm). 2022

4.2.1. Phytolacca americana L. (Erva-tintureira)

O espetro de absorcao deste extrato foi medido a uma concentracao de 4,1 mg/mL, em

metanol.
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45 - Espetro de absorcao da folha de Phytolacca americana L. a uma concentragao de 4,1 mg/mL.

No espetro de absorcdo antes da remocdo das clorofilas, observam-se dois picos de
elevada absorvancia, que se apresentam na regiao de comprimentos de onda do vermelho e na
banda do azul, indicando assim tratar-se de um corante verde. Na banda dos vermelhos, tem o

pico maximo a 666 nm e na banda dos azuis a 405 nm, confirmando a presenca de clorofilas a

no extrato.'®#

Apds a remocdo, podemos observar que o pico apresentado por volta dos 600 nm tem
uma absorvancia inferior do que antes da remocao, mas significando ainda alguma presenca de

clorofilas no extrato embora pouco significativa. Também a banda na regiao dos 400 nm
desapareceu, confirmando que removemos particamente a clorofila presente do extrato.’? De

facto, o extrato sem remocao apresentava cor verde, como tinha sido referido, e apds a extracao

de clorofila, o extrato recolhido apresenta cor amarela, perdendo toda a sua tonalidade verde.

4.2.2. Tagete patu/a L. (Cravo-de-Franca)

Como esta indicado na tabela 8, extraiu-se a parte foliar das flores amarelas, laranjas e

vermelhas de Tagete patula L., posteriormente removendo as clorofilas.

O espetro de absorcdo a) corresponde ao extrato de folhas das flores amarelas a uma
concentracdo de 1,8 mg/mL, em metanol. O espetro de absorcdo b) corresponde as folhas das
flores laranja a uma concentracdo 1,3 mg/mL, em metanol e o espetro de absorcao c) é referente

as folhas das flores vermelhas a uma concentracao 0,99 mg/mL.




a)

b)

Capitulo 4- Resultados e Discussao

0,8
0,7
© 0.6
205
S 0,4
o
30,3
< 0,2
0,1
0
230 330 430 530 630 730
Comprimento de onda (nm)
Antes da Remocao de Clorofilas Depois da Remocao de Clorofilas
1
0,8
©
206
S
3 0,4
Q0
=<
0,2
0
230 330 430 530 630 730
Comprimento de onda (nm)
Antes de Remocao das Clorofilas Depois da Remocao das Clorofilas
0,6
0,5

Absorvancia
o o o o
o —_ N w Ea

230 330 430 530 630 730
Comprimento de onda (nm)

= Antes da Remocéo de Clorofilas Depois da Remocao de Clorofilas

Figura 46 — Espetro de absorcéo das folhas de 7agefe patula L.: a) Folhas de Flores amarelas a uma concentracéo de 1,8 mg/mL. b) Folhas de

Flores laranja a uma concentracdo de 1,3 mg/mL e c) Folhas de Flores vermelhas a uma concentracao de 0,99 mg/mL.

No espetro de absorcao a) verificamos que, antes da remocdo das clorofilas temos a

presenca dos dois picos caracteristicos deste corante, um com absorcao maxima a 665 nm e
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outro com absorcdo maxima a 410 nm. Observando o espetro apds a remocao de clorofilas,
observamos ainda um pico significativo, na banda dos vermelhos, e uma absorcao larga na regiao
do azul, indicando a permanéncia das clorofilas no extrato. Também podemos considerar a
mudanca de cor do extrato apresentando uma cor amarela-acastanhada, como sendo indicativa

de remocdo parcial das clorofilas, considerando a tonalidade verde que apresentava

inicialmente.120121

No espetro de absorcao b), apds a extracao de clorofilas, verifica-se um pico menos intenso na
gama dos vermelhos e o desaparecimento do pico na gama dos azuis, indicativo da diminuicao

da clorofila do extrato. Uma referéncia para a remocao, é a diferenca de cor apresentada apos a

extracdao, em que apresentava com uma cor amarelo-acastanhado.»:2!

No espetro de absorcéo c), apos a remocéao de clorofilas, verifica-se que esta é incompleta,
pois na regiao dos vermelhos e parte do azul tem-se um aumento de absorvancia. A mudanca de

cor indica a remocao parcial das clorofilas, sendo que ap6s a remocao passou de uma tonalidade

verde para castanho-amarelado.

Apesar de as folhas serem de flores diferentes, elas tém comportamento muito
semelhantes, no processo de extracdo das clorofilas, sendo que a extracado parece ter sido mais

eficiente no caso das folhas laranja.

4.2.3. Ulex europaeus L. (Tojo)

O espetro de absorcao foi obtido a uma concentracdo de 0,1 mg/mL, em metanol. Na
figura 47, temos o espetro de absorcao antes da remocéo de clorofilas (azul) e o espetro de

absorcdo do depois da remocao de clorofilas (laranja).
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Figura 47 - Espetro de absorcao das folhas de Ulex europaeus L. a uma concentracéo de 0,1 mg/mL

Na figura 47, no espetro de absorcao do antes da remocao de clorofilas (azul), verifica-
se que a intensidade de absorvancia dos picos na gama dos 600-700 nm e 400-500 nm é muito
baixa, apresentando um pico a 665 nm com uma absorvancia de 0,055 e a 410 nm com uma
absorvancia de 0,176, devido a baixa concentracao de extrato utilizada. Visualizando o espetro de

depois da remocao das clorofilas, verifica-se o desaparecimento completo dos pequenos picos

presentes. 120121

4.2.4. Prunus lusitanica L. (Azereiro)

A uma concentracao de 4,6 mg/mL em metanol, foi medido o espetro de absorcao

da parte foliar do azereiro.
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Figura 48— Espetro de absor¢éo das folhas de Prunus lusitanica L. a uma concentracao de 4,6 mg/mL.
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Na gama dos 600 a 700 nm, esta espécie absorve a um comprimento de onda de 665
nm, o que segundo a literatura corresponde a um dos picos da clorofila a, mas verifica-se que este
se mantém apos a remocdo das mesmas, indicando que ainda tém alguma presenca de clorofila
no extrato extraido. O mesmo podemos afirmar na gama de 400 a 500 nm, em que existe absorcado

da clorofila a, e na remocao das clorofilas verifica-se o desaparecimento dos picos na regido do

azul, mas nao do vermelho, indicando a permanéncia de clorofilas no extrato.2012!

4.2.5. Camellia japonica L. (Japoneira)

No caso da japoneira, o espetro de absorcdo foi executado a uma concentracdo de

0,13mg/mL, em metanol.
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Figura 49 - Espetro de absorcéo das folhas de Camellia japonica L. a uma concentracao de 0,13 mg/mL.

Apds a remocdo das clorofilas, visualiza-se o desaparecimento das duas bandas

caracteristicas destes pigmentos, destacando-se um pico a 240 nm com uma absorvancia de
0,415, por isso afirma-se a eliminacdo da maioria das clorofilas que o extrato apresentava.'?

Observa-se uma modificacdo de cor passando de verde para amarelado.
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4.2.6. Lijthodora prostrata (Loisel.) Griseb (Sargacinha)

A concentracao do extrato para a elaboracdo dos espetros de absorcdo visualizados

na figura 33, é de 0,45 mg/mL, em metanol.
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Figura 50 — Espetro de absorcao das folhas de Lithodora prostrata L. a uma concentracao de 0,45 mg/mL.

O espetro de absorcdo do crude (antes da remocao das clorofilas) apresenta picos
caracteristicos semelhantes aos das clorofilas a. Contém um pico com absorcdo maxima em 665
nm e varios picos na gama dos 400 a 500 nm. Ao remover as clorofilas, o espetro de absorcao
tem uma forma diferente sendo que todos os picos mencionados anteriormente desaparecem,

apresentando somente uma banda na regiao de 200 a 300 nm, suportando a concluséo de que

as clorofilas foram maioritariamente eliminadas do extrato'212:,

Ao remover as clorofilas, verifica-se que o extrato apds a remocao perde a tonalidade verde
gue possuia e apresenta uma cor amarela-acastanha, sendo um indicativo de perda e/ou

eliminacéo da clorofila a do extrato.

4.2.7. Mentha suaveolens Ehrh. (Mentrastos)

Em solvente organico metanol, a concentracdo usada para os mentrastos foi de 3,6
mg/mL. Na figura 51, sdo apresentados dois espetros de absorcao, um referente ao crude (azul)

e 0 outro ao extrato sem clorofilas (laranja).
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Figura 51 — Espetro de absorcao das folhas de Mentha suaveolens Ehrh. a uma concentracéo de 3,6 mg/mL.

Visualiza-se que o espetro referente ao crude, mostra absorvancia superior a partir os 400
nm, mas nao se destaca nenhum pico em particular. Apesar de nao se destacarem os picos

referentes as clorofilas, na regido de 600 nm aparece uma banda, levando a inferir a presenca de
clorofilas no extrato.'?2! Apos a remocao, verifica-se que ha absorvancia significativa abaixo de

370 nm. Este extrato apresentava-se de cor verde escura, outra indicacdo da presenca de clorofilas
no extrato e apds a remocao verifica-se a perda da tonalidade verde, indicativo de remocéo das

clorofilas.

4.2.8. Ruta graveolens L. (Arruda)

Extraiu-se na parte foliar da arruda com trés solventes diferentes, mas dois dos extratos
apresentaram tonalidades esverdeadas intensas (tabela 8). Por isso, removeu-se as clorofilas do
extrato, extraido com diclorometano e acetato de etilo. O espetro de absorcdo a), referente ao
extrato extraido com diclorometano, foi executado a uma concentracao de 0,198 mg/mL e o
espetro de absorcdo b) do extrato extraido com acetato de etilo, a uma concentracao de 0,154

mg/mL.




a)

b)
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Figura 52 — Espetro de absorcao das folhas de Rufa graveolens .. a) Extraido com diclorometano a uma concentracéo de 0,198 mg/mL e b)

Extraido com acetato de etilo a uma concentragéo de 0,154 mg/mL.

No espetro de absorcao a), observam-se 0s picos caracteristicos da clorofila. Apds a

remocao das clorofilas, no espetro de absorcdo os picos correspondentes as clorofilas

desaparecem, indicando assim a sua remocao do extrato.'22

No espetro de absorcao b), detetam-se também as duas bandas caracteristicas das

clorofilas. Depois da remocao, o desaparecimento das bandas mencionadas € notdrio, concluindo-

se a auséncia de clorofilas- apos a purificacao. 22!

Em comparacao, os espetros de absorcdo a) e b), apesar de corresponderem a extratos

extraidos com solventes diferentes, apresentam comportamento semelhante, indicando assim que

os extratos devem ter composicao idéntica. Apos a remocao, a cor dos dois extratos muda,

passando de verde para amarelo-acastanhado
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4.3. SINTESE DE ANALOGOS

O acido ginkgdlico presente em quantidades elevadas pode ser tdxico para o ser humano,
mas por outro lado pode ser util, nomeadamente como potencial biopesticida. Um dos objectivos
deste trabalho consistiu na extracao do acido ginkgolico e sua utilizacdo como percusor para a
sintese de derivados e determinar o seu potencial bioldgico. neste sentido foi obtido o derivado
alquilado (numero) por reacdo do acido ginkgolico (numero) com sulfato de dimetilo na presenca
de perfluohexano e trietilamina. O acido ginkgdlico obtido possui na cadeia lateral com 17

carbonos e uma dupla ligacdo entre o carbono 10 e 11.

Em simultaneo foram preparados analogos do acido ginkgdlico a partir do a) acido 3-
aminobenzoico e do b) acido antranilico (esquema 9). Pretendeu-se com esta estratégia obter
varios compostos de modo a avaliar a importancia da presenca de um heteroatomo (N) na cadeia
lateral com diferentes comprimentos (13,14 e 16 atomos). Zhang, P & et al., que o aumento do

comprimento de cadeia alifatica e a adicao de ligacdo dupla na cadeia alquil, aumentam atividade

moluscicida.
a) Os__OH Os__OH
CH3(CH2)HBY
Etanol
0 N\ N\ N
NH, N
b)
0
C
OH ~*%,
\GY“\\\ Ej\)L 5%,
Q2 ?,\'2’(\0\ NH, oy 26

se IS

0]

@ﬁkOH '
N/\/\/\/\/\/\/\/

H

Esquema 9 - Sintese de analogos sintéticos apartir: a) 3-aminobenzdico e b) acido antranilico.
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4.3.1. Extracdo do acido ginkgolico 17:1 130

O &cido-2-(heptadec-10-en-1-il) -6-hidroxibenzoico (130), foi extraido das folhas de
Ginkgo bilola L., por Soxhlet com diclorometano durante 4 horas. O extrato obtido foi caracterizado

por espetroscopia de UV-Vis, RMN, IV e espetrometria de massa.

OH OH

»O

130

O espetro de de UV-is foi obtido a uma concentracao de 0,12 mg/ml em etanol,
apresentando duas bandas significativos, um a 242 nm e outro 309 nm. Na literatura, o acido

ginkgdlico 17:1 em metanol, este apresenta também duas bandas, 243 nm e 310 nm, o que vai
de encontro aos resultados obtidos.’?* Na tabela 9, estdo indicados os valores maximos

correspondentes as bandas referidas.

Tabela 9 — Comprimento de onda (nm) e absor¢ao maxima da estrutura acido ginkgolico 17:1 a uma concentracéo de 0,12 mg/ml em etanol.

Comprimento de onda (nm) Absorvancia
242 0,542
309 0,319

O espetro de 'H RMN indica a presenca de um tripleto 60,88 ppm correspondente ao
grupo metilo terminal da cadeia lateral e os protées da ligacago HC=CH, surguem como tripleto
65,35 ppm. Os protdes aromaticos surguem como tripleto 67,34 (H-4), duplo dupleto a 66,87 (H-
3), dupleto a 66,78 (H-5). O acido carboxilico esta presente a 611,07 ppm como singleto. O
espetro de carbono confirma a presenca do grupo metil terminal 613,85 ppm e da dupla ligacao
a 6 129,9 ppm. Os carbonos do anel aromatico estao surguem a 6163,1 ppm (C-6), 6147,7 ppm
(C-2), 6135,3 ppm (C-4), 6122,7 (C-3), 6115,8 ppm (C-5) e §110,5 ppm (C-1) e o sinal do grupo

carboxilico aparece a 175,90 ppm.

O espetro de infravermelho, apresenta bandas a 2922 e 2852 cm™ sao correspondentes

ao estiramento do grupo O-H. As bandas a 1607 cm?, 1579 cm* e 1453 cm-, correspondem a
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ligacdo C=C correspondente ao anel aromatico. A 1302 cm?, 1246 cm'e 1202 cm? surgem

bandas relativa a da ligacdo C-O do acido carboxilico.!?

O espetro de massa de baixa resolucdo apresenta um fragmento de massa 373,40

corresponde a [M + H]-.

4.3.2. Alguilacdo do acido ginkgdlico 17:1 131

O método de alquilacdo do acido ginkgolico foi adaptado do artigo de acordo com Jana,
N. K. et al 1!, a reacdo de alquilacdo do acido salicilico é efetuada em duas fases distintas com
rendimento do produto alquilado de 90%. Inicialmente, sdo adicionados o perfluohexano, 1,2-
dicloroetano e sulfato de dimetilo formando duas fases distintas ao qual é adicionado uma solucao
de &cido ginkgdlico 17:1 em acetona e trietilamina (esquema 10). O produto alquilado composto
131 foi obtido apds purificacdo por cromatografia de coluna usando uma mistura de éter de

petréleo/diclorometano (1:1).

~
OH OH Perfluohexano O OH
0 1,2-Diclorometano e
Sulfato de dimetilo
X : A
Trietilamina
Acetona
130 131

Esquema 10-Reacéo de alquilacdo do acido ginkgdlico 17:1.

O espetro UV-Vis do composto alquilado 131 em etanol (c= 0,17 mg/mL) indica a
presenca de 2 bandas a 245 nm e 312 nm (tabela 10); estes valores sdo semelhantes aos valores

obtidos para o acido ginkgolico.
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Tabela 10 - Comprimento de onda (nm) e absorcdo maxima do acido ginkgdlico alquilado a uma concentracéo de 0,17 mg/mL em etanol.

Comprimento de onda (nm) Absorvancia
245 0,104
312 0,051

O espetro de '*H RMN apresenta um singleto a 611,11 ppm, corresponde ao CO-H e os

protdes relativos a dupla ligacdo surgem na forma de multipleto a 65,37 ppm. O sinal
correspondente ao OCH: surge como um singleto a 63,97 ppm. Os restantes protées da cadeia

lateral surgem entre 3,0 e 0,9 ppm. A principal caracteristica do espetro de *C RMN & a presenca

de um sinal a 652,12 relativo ao OCH:, o que confirma o produto alquilado.

O espetro de IV apresenta bandas a 2925 e 2854 cm' correspondentes a ligacao O-H do
acido carboxilico. Surge também uma banda a 1736 cm?, correspondente a ligacdo C=0 do acido
carboxilico indo de encontro com a literatura (1725-1700 cm). As ligacoes C=C do anel aromatico

a 1609 cm?, 1577 cm* e 1449 cm*.12

A espetroscopia de massa de baixa resolucdo apresenta um fragmento de massa

388,58, correspondente a [M+H] -.

4.3.3. Tentativa da reacéo de protecéo no acido ginkgolico 17:1 132

A reacao de protecao do acido ginkgdlico efectuado de acordo com as condicdes indicadas
por Fu ef a/., usando DMAP como catalisador, mas o espetro de 'H RMN indica que o composto

132 nao foi obtido.® Estas condicOes reacionais foram repetidas, mas o resultado indicava sempre

que o produto esperado nao se formava.

OH OH DMAP X
DME o 0
(@]
(@]
=
SoCl, =
130 Acetona

132

Esquema 11- Tentativa de reacdo de protecao do acido ginkgdlico 17:1.
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4.3.4. Sintese do acido 3-dodecilaminobenzoico

A uma solucao de acido 3 — aminobenzoico em etanol foi adicionado 1 — bromododecano
(5 eq) e a solucéo resultante foi refluxada durante cerca de 50 horas (esquema 12). Apos o

tratemento da mistura reacional o produto alquilado 135 foi obtido apds a purificacdo por

cromatografia em coluna usando uma mistura de solventes diclorometano/metanol (97:3).%

O~__OH
+ /\/\/\/\/\/\Br

NH,
90°C
133 50h 134

,\Il/\/\/\/\/\/\
H

135

Esquema 12 - Representacao esquematica da sintese do analogo 3- dodecilaminobenzdico.

O espetro UV-Vis de 135 (c= 0,2 mg/mL) apresenta trés bandas a 227, 257 e 340 nm

(tabela 11). Os resultados vao de acordo com a literatura.'®

Tabela 11 - Comprimento de onda (nm) e absorcao maxima da estrutura acido 3-dodecilaminobenzoico a uma concentracéo de 0,2 mg/ml em
etanol.

Comprimento de onda (nm) Absorvancia
227 0,582
257 0,194
340 0,048

Os espetros de 'H RMN, apresentam um sinal a 65,81 ppm correspondente ao grupo NH.

Os protdes do anel aromatico surgem como trés sinais distinto, um tripleto (/ =7,6 Hz)

correspondente a H-6, um multipleto relativo ao H-2 + H-5 §7,12-7,08 ppm e um dupleto a 66,6
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(/=6,8 Hz) correspondente ao H-4.
Relativamente a cadeia lateral surge um tripleto relativo ao grupo CHs terminal com J/

=7,2 Hz; os protdes metilénicos junto ao N-H surge como um tripleto a 62,96 com /=7,2 Hz. O
espetro de*C indica a presenca de um sinal a §168,6 ppm relativo ao grupo C=0; seis sinais entre
6149 e 6113 ppm relativos aos carbonos do anel aromatico, dos quais os sinais a 6149 ppm e
6131,7 ppm correspondem aos carbonos quartenarios. O DEPT 135 confirma a presenca de 11

grupos metilénicos.

As principais caracteristicas do espetro de IV sdo a presenca de uma banda a 2955
cmt e 2922 cm relativa aos C-H da cadeia lateral; A 1679 cm surge uma banda relativa ao grupo

carbonilo; A presenca do grupo N-Hé confirmada pela banda a 1587 cm?.1%?

0 espetro de massa (HRMS) confirma a presenca do composto através de um sinal de

massa 306,2428 correspondente a [M+H]".

4.3.5. Sintese do acido 2-dodecilaminobenzoico 137

0 &cido 137 foi preparado por reacao de acido antranilico com 1 — bromododecano (0,5

eq) em refluxo em etanol durante 67h (esquema 13). O produto foi purificado por cromatografia

por coluna, usando uma mistura de solventes diclorometano/metanol 98:2.%

o)
©\)J\OH + SN,
NH,
. 134
136 90°C
67h
]
L

’}l/\/\/\/\/\/\
H

137

Esquema 13 - Representacao esquematica da sintese do analogo 2- dodecilaminobenzdico.
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O espetro UV-Vis de 137 (c= 0,2 mg/mL) apresenta trés bandas a 222, 256 e 355 nm

(tabela 12). Os resultados vao de acordo com a literatura.'»

Tabela 12 - Comprimento de onda (nm) e absor¢do maxima da estrutura acido 2-dodecilaminobenzoico a uma concentracédo de 1,2 mg/ml em

etanol.

Comprimento de onda (nm) Absorvancia
222 0,497
256 0,184
355 0,095

Os espetros de *H RMN, apresentam varios sinais dos protdes do anel aromatico surgem
como quatro sinais distinto, um duplo dupleto a 67,76 (/= 6,4 e 1,6 Hz) correspondente a H-6,
um duplo tripleto §7,33 ppm correspondente H-4, um dupleto a 66,69 (/= 8,4 Hz) correspondente
ao H-3 e um tripleto a 66,52 (H-5) . Relativamente a cadeia lateral surge 60,84 um tripleto relativo
ao grupo CH: terminal com /= 6,8 Hz. O espetro de:C indica a presenca de um sinal a §170,06
ppm relativo ao grupo C=0; seis sinais entre §150 e 6110 ppm relativos aos carbonos do anel

aromatico; o sinal correspondente ao grupo CHs surge a 613,93 ppm.

As principais caracteristicas do espetro de IV sdo a presenca de uma banda a 2918 cm-
e 2848 cm- relativa aos C-H da cadeia lateral; a 1669 cm* surge uma banda relativa ao grupo

carbonilo; a presenca do grupo N-H é confirmada pela banda a 1579 cm?; as ligacdes C=C dos

anéis aromaticos surge a 1579 cmt e a 1415 cm?. 12

O espetro de massa (HRMS) confirma a presenca do composto através de um sinal de

massa 306,2428 correspondente a [M+H]-.
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4.3.6. Sintese do acido 2-tridecilaminobenzdico 139

O acido 139 foi preparado por reacdo de acido antranilico com 1 - bromotridecano (2 eq)
em refluxo em etanol durante 57h (esquema 14). O produto foi purificado por cromatografia por

coluna, usando uma mistura de solventes diclorometano/metanol 98:2.%

0]
©f‘\o|-| + NSNS SN B
NH»
90°C
O
oL
'Tl/\/\/\/\/\/\/
H 139

Esquema 14- Representagéo esquematica da sintese do analogo 2- tridecilaminobenzoico.

O espetro UV-Vis de 139 (c= 0,08 mg/mL) apresenta trés bandas a 221, 256 e 355 nm

(tabela 13). Os resultados vao de acordo com a literatura.'

Tabela 13 - Comprimento de onda (nm) e abrsorcdo maxima da estrutura acido 2 - tridecilaminobenzoico, a uma concentracdo de 0,08

mg/mL.
Comprimento de onda (nm) Absorvancia
221 0,324
256 0,124
355 0,061

Os espetros de 1H RMN, apresentam varios sinais dos protdes do anel aromatico
surgem como quatro sinais distinto, um duplo dupleto a 67,76 (J = 6,4 e 1,6 Hz) correspondente
a H-6, um duplo tripleto 67,33 ppm (J = 6,8 e 1,6 Hz) correspondente H-4, um dupleto a 66,69

(/= 8 Hz) correspondente ao H-3 e um tripleto a 66,52 (/= 8 Hz) correspondente H-5.
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Relativamente a cadeia lateral surge 60,84 um tripleto relativo ao grupo CHs terminal com J/= 6,8
Hz. O espetro de=C indica a presenca de um sinal a 170,04 ppm relativo ao grupo C=0; seis
sinais entre 6151 e 6107 ppm relativos aos carbonos do anel aromatico; o sinal correspondente

ao grupo CH-2 surge a 641,95 ppm.

As principais caracteristicas do espetro de IV sdo a presenca de uma banda a 2917
cm' e 2848 cm! relativa aos C-H da cadeia lateral; a 1668 cm! surge uma banda relativa ao grupo

carbonilo; as ligacdes C=C dos anéis aromaticos surge a 1580 cm* e a 1415 cm?, %2

0 espetro de massa (HRMS) confirma a presenca do composto através de um sinal de

massa 320,2588 correspondente a [M+H] .

4.3.7. Sintese do acido 2-pentadecilaminobenzdico 141

0 acido 141 foi preparado por reacao de acido antranilico com 1 — bromopentadecano (2

eq) em refluxo em etanol durante 57h (esquema 15). O produto foi purificado por cromatografia

por coluna, usando uma mistura de solventes diclorometano/metanol 98:2.%

(0]
©\)J\OH + NN NSNS B
NH,
. 140
136 90°C
57h
(@]
o
N/\/\/\/\/\/\/
H 141

Esquema 15 - Representacao esquematica da sintese do analogo 2- pentadecilaminobenzéico.

O espetro UV-Vis de 141 (c= 0,07 mg/mL) apresenta trés bandas a 209, 296 e 355 nm

(tabela 13). Os resultados vao de acordo com a literatura .
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Tabela 14 - Comprimento de onda e absorcdo méaxima da estrutura acido 2-pentadecilaminobenzoico a uma concentracéo de 0,07 mg/mL em
etanol.

Comprimento de onda (nm) Absorvancia
209 0,108
296 0,038
355 0,029

Os espetros de '*H RMN, apresentam varios sinais dos protdes do anel aromatico surgem
como quatro sinais distinto, um duplo dupleto a 67,76 correspondente a H-6, um duplo tripleto
67,33 ppm (/=6,8 e 1,6 Hz) correspondente H-4, um dupleto a 66,69 (/=8 Hz) correspondente
ao H-3 e um tripleto a 66,52 (/= 7,2 Hz) correspondente H-5. Relativamente a cadeia lateral surge
60,84 um tripleto relativo ao grupo CH: terminal com /= 6,8 Hz. O espetro de=C indica a presenca
de um sinal a 6170,04 ppm relativo ao grupo C=0; seis sinais entre §151 e §107 ppm relativos
aos carbonos do anel aromatico; o sinal correspondente ao grupo CHsterminal surge a 613,93

ppm.

As principais caracteristicas do espetro de IV séo a presenca de uma banda a 2919 cm-

e 2850 cm- relativa aos C-H da cadeia lateral; a 1665 cm* surge uma banda relativa ao grupo

carbonilo; as ligacdes C=C dos aneéis aromaticos surge a 1581 cm e a 1467 cm?. 2

O espetro de massa (HRMS) confirma a presenca do composto através de um sinal de

massa 348, 2895 correspondente a [M+H]-.

4.4. ENSAIOS DE NANOENCAPSULAMENTO E LIBERTAGAO

Os ensaios de nanoencapsulamento foram realizados em lipossomas preparados por duas
técnicas (injecdo etanolica e hidratacao de filme fino lipidico) e em nanoemulsdes de quitosano.
Para a preparacao dos lipossomas foi usada a lecitina de soja, que & utilizada em varios processos
industriais nas areas alimentar, farmacéutica e téxtil.’>> O quitosano € um biopolimero natural que
apresenta caracteristicas favoraveis tais como biodegradabilidade, biocompatibilidade e utilizacao

economica. As nanoemulsdes foram produzidas pelo método de gelificacao ionica.'*
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Estes ensaios permitiram determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE%) dos extratos de
Ruta graveolens L. (arruda), Phytolacca americana L. (Erva-tintureira), Mentha suaveolens Ehrh.
(mentrastos) e Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb (sargacinha), usando uma curva de calibracdo

(absorvancia em funcao da concentracdo) previamente obtida para cada extrato. A eficiéncia de

encapsulamento ¢é dada por:

) __ Quantidade total — Quantidade nao encapsulada % 100
- Quantidade total

EE(%

Posteriormente, a libertacdo controlada para uma solucao tampéao Tris-HCI de pH=7.28

foi monitorizada durante 48 horas, para cada um dos extratos referidos.

4.4.1. Reta de calibracdo

Para determinar as retas de calibracdo da absorvancia em funcao da concentracao, cada
extrato foi diluido em tampao Tris-HCI, numa gama de concentracdes em que se obtém uma

relacao linear, de acordo com a lei de Lambert-Beer (Figuras 53 a 56).
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© © 2
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a) b)

Figura 53- a) Espetro de absorcao do extrato de Auta graveolens L. b) Curva de calibracdo de Auta graveolens L. (absorvancia vs. concentracao).
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Figura 54 - a) Espetro de absorcéo do extrato de Mentha suaveolens Ehrh. b) Curva de calibracéo de Mentha suaveolens Ehrh. (absorvéancia vs.
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Figura 55 - a) Espetro de absorcdo do extrato de Phytolacca americana L. b) Curva de calibracdo de Phytolacca americana L. (absorvancia vs.
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Figura 56 - a) Espetro de absorcédo do extrato de Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb. b) Curva de calibracao de Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb

(absorvancia vs. concentracéo).
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4.4.2. Eficicia de encapsulamento

Na tabela seguinte, apresenta-se a eficiéncia de encapsulamento (EE%) e respetivo desvio
padrao (DP) dos quatro extratos selecionados nos trés tipos de nanossistemas preparados, tendo

sido realizados trés ensaios independentes.

A técnica de hidratacdo de filme fino lipidico tem sido amplamente utilizada para
incorporacao de compostos hidrofilicos em lipossomas,'?¢ enquanto a técnica de injecao etandlica
tem revelado elevadas taxas de encapsulamento quando utilizada para incorporar compostos

hidrofébicos e lipofilicos em nanossistemas lipidicos.'”

Tabela 15 - Eficiéncia de Encapsulamento (EE% + DP%) para os extratos de varias espécies vegetais em lipossomas e nanoemulsdes de
quitosano (DP: desvio padrédo de trés ensaios independentes)

Mentha Lithodora prostrata Pyt g/acca Ruta graveolens
: i americana L.
suaveolens Ehrh. (Loisel.) Griseb L.
(mentrastos) (sargacinha) (Erva- (arruda)
g tintureira) arruda

Lipossomas por 84.0+ 6 88+ 11 77546 933+6
injecao etandlica
Lipossomas por

hidratacao de filme 81+13 97.3+3 73.3+5 73.0+9

lipidico
Nanoemulsces de 60.7 4 81+ 19 63+ 19 94.0 %2

quitosano

Estes resultados sugerem que o método de injecao etanolica é o mais adequado para o
encapsulamento da espécie Ruta graveolens L. em lipossomas, sendo a taxa de encapsulamento
também muito elevada em nanoemulsdes de quitosano. Para o extrato de Mentha suaveolens
Ehrh., a eficiéncia de encapsulamento ultrapassa 80% em lipossomas, para ambas as técnicas de

preparacao, enquanto em nanoemulsdes de quitosano ronda os 60%.

Os lipossomas sdo melhores agentes encapsulantes para Phyfolacca americana L. do
que as nanoemulsdes de quitosano, ndo havendo grande diferenca entre as duas técnicas de
preparacao dos lipossomas. Os lipossomas por hidratacao de filme fino lipidico mostram uma
eficiéncia de encapsulamento extremamente elevada para o extrato de Lithodora prostrata (Loisel.)

Griseb, muito proximo do encapsulamento completo. Tal podera ser reflexo de uma maior
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hidrofilicidade deste extrato, comparativamente aos restantes, uma vez que é o extrato para o qual

os lipossomas preparados por hidratacdo de filme lipidico sdo mais eficientes.

4.4.3. Caracterizacdo por Difusdo Dinamica de Luz (DLS)

O tamanho e o indice de polidispersividade (Pdl) dos nanossistemas produzidos foram

determinados por Difusdo Dinamica de Luz (DLS), encontrando-se os resultados na tabela 16.

Tabela 16 — Diametro e polidispersividade (pdl) para os lipossomas e nanoemulsdes de quitosano determinados por

DLS.
Diametro (nm) Pdi
Lipossomas por injecao etanolica 234 0,320
Lipossomas por
_ } ] o 301,5 0,256
hidratacao de filme lipidico
Nanoemulsdes de quitosano 11,95| 117,59 0,415

Os resultados de DLS mostram que os lipossomas preparados por injecédo etandlica tém
menor tamanho que os de hidratacao de filme fino lipidico, embora apresentem uma maior

polidispersividade.

Para as nanoemulsdes de quitosano, obtidas pelo mesmo método de preparacao aqui
utilizado, foi reportado um tamanho de 100 nm e uma polidispersividade de 0,325 ¢, Neste caso,

0 tamanho das nanoemulsdes é concordante, mas observam-se algumas estruturas de menor
tamanho (possivelmente estruturas de tipo micelar invertido), o que contribui para uma maior

polidispersividade.

4.4.4. Ensaios de libertacdo controladas

Foram realizados ensaios de libertacao controlada, a temperatura de 25 °C, em tampao
Tris-HCI de pH=7.28, para os trés tipos de nanossistemas com os quatro extratos referidos. Os

ensaios foram realizados com uma duracao de 48 horas.
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Na figura 57, apresentam-se os perfis de libertacdo cumulativa do extrato de Auta
graveolens L. em funcao do tempo. Pode observar-se que as nanoemulsdes de quitosano permitem
uma libertacdo quase completa do extrato decorridas 30 horas, enquanto os lipossomas

produzidos por hidratacéo de filme fino lipidico libertam apenas 30% do seu conteudo.

100 + . . .
—8—Lipossomas (hidratacao)

s0 | —&—Lipossomas (injecio) /
1]
>
= Nanocapsulas de quitosano
=
g€ 60 }
=
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o
g
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Figura 57 - Perfis de libertacdo do extrato de Auta graveolens L. em funcdo do tempo nos trés sistemas de encapsulamento testados.

A figura 58 mostra os perfis de libertacdo para o extrato de Mentha suaveolens Ehrh.,
verificando-se que as nanoemulsdes de quitosano sao os nanossistemas mais efetivos a libertar
este extrato (tal como nos restantes casos). Os lipossomas sao muito pouco efetivos para esta
libertacao, em especial os de injecao, que libertam menos de 20% de extrato em 48 horas.
Realizou-se ainda um ensaio em que, para Mentha suaveolens Ehrh. em lipossomas preparados
por injecao, se prolongou a libertacdo por 72 horas, tendo-se obtido uma libertacao de cerca de

70% do extrato (grafico inserido na figura 58).
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Figura 58 - Perfis de libertacéo do extrato de Mentha suaveolens Ehrh. em funcdo do tempo nos trés sistemas de encapsulamento testados.

Na figura 59, podem observar-se os perfis de libertacdo cumulativa do extrato de

Phytolacca americana L. durante 48 horas. Neste caso, os trés tipos de nanossistemas

apresentam um comportamento mais similar entre si. Tal como no caso anterior, as nanoemulsdes

de quitosano sao o nanossistema que permite uma maior libertacéo, com libertacao completa ao

fim de 27 horas. Os lipossomas produzidos por ambas as técnicas de preparacdo permitem

libertar cerca de 80% do conteudo as 48 horas, sendo o perfil de libertacdo mais lento inicialmente

no caso dos lipossomas por hidratacao de filme fino
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Figura 59 - Perfis de libertacdo do extrato de Phytolacca americana L. em funcao do tempo nos trés sistemas de encapsulamento testados.
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Considerando o extrato de Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb., é possivel observar uma

maior libertacdo para as nanoemulsdes de quitosano, tal como nos casos anteriores. Os

lipossomas obtidos por hidratacao de filme fino sdo mais efetivos a libertar este extrato que os de

injecao, que exibem uma libertacao mais lenta e em menor quantidade.
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Figura 60 - Perfis de libertacéo do extrato de Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb. em funcdo do tempo nos trés sistemas de encapsulamento

testados.

De um modo geral, pode concluir-se que, se for pretendida uma libertacdo mais rapida e

efetiva do extrato, devem escolher-se as nanoemulsdes de quitosano, que libertam completamente

todos os extratos em 48 horas. Se for pretendido um efeito mais lento, em que o agente ativo é

libertado durante mais tempo, num processo retardado, devem ser escolhidos os lipossomas.

4.5. ATIVIDADE INSETICIDA

A potencial atividade inseticida de alguns dos extratos foi avaliada usando a linha celular

de insetos 579, um clone isolado da linha de células Spodoptera frugiperda Sf21 (IPLB-Sf21-AE).

Os resultados foram obtidos por MTT, estando apresentados nas figuras 61 a 64.
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Figura 61 - Efeito dos extratos de etanol: agua (1:1) de bagas e folhas de Phytolacca americana L. na viabilidade da membrana na linha celular
Sf9. As células foram incubadas com concentracoes de 0,25 mg/mL durante 24 horas. Legenda: UCBA 2h: Bagas, 2h de extracéo; UCBA 4h:
Bagas, 4h de extracao; UCBA 9h: Bagas, 9h de extracdo; UCFA 9h: Folhas, 9h de extracéo. Os resultados correspondem a média + DP de, pelo

menos, trés ensaios independentes.
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Figura 62 - Efeito dos extratos de diclorometano de bagas e folhas de Phytolacca americana L. na viabilidade da membrana na linha celular Sf9.
As células foram incubadas com concentragdes de 0,25 mg/mL durante 24 horas. Legenda: UCB 2h: Bagas, 2h de extracdo; UCB 4h: Bagas, 4h
de extracao; UCB 9h: Bagas, 9h de extracdo; UCF 4h: Folhas, 4h de extracdo. Os resultados correspondem & média + DP de, pelo menos, trés
ensaios independentes. ** p <0,01, **** p <0,0001.
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Figura 63 - Efeito dos extratos de etanol: agua (1:1) de folhas de flores de 7agetes patula L. na viabilidade da membrana na linha celular Sf9. As
células foram incubadas com concentracdes de 0,25 mg/mL durante 24 horas. Legenda: CFFFA-AE: folhas das flores amarelas, 9h de extracéo;
CFFFL-AE 9h: folhas de flores laranja, 9h de extracdo; CFFFV-AE: folhas de flores vermelhas, 9h de extragao. Os resultados correspondem a
meédia + DP de, pelo menos, trés ensaios independentes.
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Figura 64 - Efeito dos extratos de diclorometano de folhas e flores de 7agetes patula L. na viabilidade da membrana na linha celular Sf9. As
células foram incubadas com concentragdes de 0,25 mg/mL durante 24 horas. Legenda: CFFFA: folhas das flores amarelas, 4h de extracao;
CFFFL: folhas de flores laranja, 4h de extracao; CFFFV: folhas de flores vermelhas, 4h de extraccao; CFFV: flores vermelhas, 4h de extracdo. Os
resultados correspondem a média + DP de, pelo menos, trés ensaios independentes. **** p <0,0001

Nas figuras 61 e 64, é possivel concluir que os extratos etanol/agua 1:1 ndo apresentam
potencial inseticida. Os extratos em diclorometano (figuras 61 e 63) apresentam atividade
inseticida muito promissora no caso das folhas de Phytolacca americana L. (figura 61) e das folhas

das flores laranja e vermelhas de 7agefes patula L. (figura 63), sendo as primeiras as mais ativas.
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Foram ainda realizados ensaios de atividade com esta linha celular de insetos no caso do

acido ginkgolico alquilado, com varias concentracdes (figura 65).
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Figura 65 - Viabilidade celular da membrana da linha celular Sf9 para o acido ginkgolico alquilado.

O analogo sintético alquilado do acido ginkgdlico apresenta atividade inseticida com o
aumento da concentracao, sendo a viabilidade celular da linha de insetos Sf9 inferior a 50% para

a concentracao de 100 puM.
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5.1. CONCLUSAO

As plantas possuem uma elevada diversidade fitoquimica, na qual muitos compostos
apresentam atividade biologica. A instabilidade de alguns fitoquimicos ¢ um problema para
possiveis aplicacdes, no entanto esta instabilidade pode ser minimizada pelo recurso a técnicas
de nanoencapsulamento. Neste trabalho foram selecionadas as espécies Prunus lusitanica L.,
Mentha suaveolens Enrh, Camellia japonica L., Ulex europaeus L., Phyfolacca americana L.,
Chelidonium majus L., Tagetes patula L., Ruta graveolens L., Punica granatum L., e Lithodora
prostrata (Loisel.) Griseb. e Ginkgo biloba L., para obtencao de extratos por recurso a extracdo por
Soxhlet com solventes de polaridades distintas. Os extratos obtidos das folhas de Phytolacca
americana L. e das folhas das flores laranja e vermelhas de 7agefes patula L., apresentam
atividade inseticida na linha celular Sf9. O derivado alquilado do acido ginkgolico obtido foi
caracterizado por RMN, UV, IV e EM e foi avaliado o seu potencial inseticida, tendo-se verificado
que aumento da concentracdo da amostra provoca um aumento do seu potencial inseticida.
Analogos do acido ginkgolico preparados a partir do acido antranilico e do acido aminobenzoico

foram também caracterizados e enviados para ensaios biolégicos.

As clorofilas presentes nos extratos em diclorometano obtidos da parte foliar de Phyfolacca
americana L., Tagetes patula L., Ulex europaeus |., Prunus lusitanica L., Camellia japonica L.,
Lithodora prostrata ., Mentha suaveolens Ehrh. e Rute graveolens L. foram removidas por
cromatografia usando uma coluna Chromabond C18, de modo a reduzir a presenca de

interferentes indesejaveis que possam influenciar os testes bioldgicos.

As bagas de Phyfolacca americana L. e as folhas de Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb,
Mentha suaveolens Ehrh. e Rute graveolens L. foram sujeitas a estudos de encapsulamento e de
libertacao controlada em nanossistemas lipidicos e nas nanoemulsdes de quitosano. Provou-se
gue os sistemas de encapsulamento mais adequados para as espécies selecionadas sao os
sistemas lipidicos. Para Phytolacca americana L., Mentha suaveolens Ehrh. e Rute graveolens L.,
o0s lipossomas por injecao etanolica apresentam maior taxa de encapsulamento, enquanto para
Lithodora prostrata (Loisel.) Griseb os lipossomas por hidratacdo lipidica apresentam
encapsulamento com uma taxa perto de 100%, podendo ser indicativo de maior hidrofilicidade.
Nos ensaios de libertacdo, observou-se que as nanoemulsdes de quitosano libertam

completamente o extrato de forma eficaz ao fim de 48 horas e, para uma libertacdo mais lenta, o
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ideal seriam os nanossistemas lipidicos. Relativamente ao tamanho e polidispersividade dos
nanossistemas escolhidos, verifica-se que os lipossomas por injecdo etanolica apresentam um
tamanho inferior ao dos lipossomas pelo método de hidratacao lipidica, mas apresentam uma
polidispersividade maior. As nanoemulsdes de quitosano apresentam dois tamanhos distintos e

um polidispersividade maior, sendo indicacao da presenca de estruturas micelares invertidas.

5.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

O trabalho futuro devera envolver uma caracterizacdo detalhada da composicdo dos
extratos. A sintese de novos derivados e analogos do acido ginkgolico sera também um objetivo
futuro. Os compostos a obter serdo avaliados em relacao a sua atividade biologica, antes e apds
encapsulamento. Os compostos que venham a revelar atividade biologica promissora como

inseticidas serao testados em formulacdes de biopesticidas.
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