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RESUMO

No presente trabalho determinou-se, pela primeira vez, os compostos volateis
das folhas frescas e secas de Jatropha curcas L. pela técnica de hidrodestilacao,
para seis diferentes acessos (denominados de PM-2, PM-7, PM-10, PM-11, PM-
12 e PM-14) e uma cultivar (EPAMIG, denominada de EMB). As analises foram
realizadas através de CG/EM, obtendo-se o (Z)-3-hexen-1-ol (75,7+18,2%) como
composto majoritario nas folhas frescas, com percentuais superiores a 70% entre
0s acessos. Nas folhas secas obteve-se como compostos majoritarios o (Z)-2-
penten-1-ol (14,9+11,3%), (Z)-3-hexen-1-ol (9,649,1%) e o0 benzaldeido
(3,9+2,7%). Um experimento de secagem foi realizado para o acesso PM-2 com
intuito de verificar o efeito da secagem na composicao dos volateis das folhas de
J. curcas. Neste trabalho também foi desenvolvido um método por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para diferenciacdo dos seis acessos e da
cultivar (EPAMIG) para folhas frescas e secas de J. curcas. Os extratos
metandlicos das folhas foram analisados por CLAE-DAD e ap0s etapas de
otimizacoes, foram obtidos os cromatogramas fingerprints. Para uma analise
comparativa entre 0s acessos e a cultivar, aplicaram-se ferramentas
quimiomeétricas de Analise dos Componentes Principais (PCA) e Analise de
Agrupamentos Herarquicos (HCA), pelas quais foi possivel diferenciar as
amostras das folhas secas de acordo com suas procedéncias. Os extratos
metandlicos também foram submetidos a ensaios de citotoxicidade in vitro para
04 linhagens de células tumorais humanas (HCT-8, HL-60, SF-295 e MDA-MB-
435), obtendo-se Clsg 25,13 pg/mL, na linhagem HL-60 para a amostra da cultivar
(EPAMIG). Este resultado esta dentro do intervalo proposto pelo NCI (National
Institute of Cancer, USA) para considerar extratos como promissores. A atividade
biolégica destes extratos também foi avaliada sobre o desenvolvimento de
Spodoptera frugiperda, principal praga do milho, apresentando 60% de

mortalidade larval.

Palavras chaves: Jatropha curcas L., compostos volateis, CLAE, analises

guimiométricas, Spodoptera frugiperda; citotoxicidade in vitro.



ABSTRACT

In this work was determined, for the first time, the volatile composition from fresh
and dried leaves of six accessions (named PM-2, PM-7, PM-10, PM-11, PM-12 e
PM-14) and a cultivar (EPAMIG, named here EMB) of Jatropha curcas L. The
volatile compounds was extracted by hydrodistillation and then analyzed by GC-
MS. Thus, it was possible to observe that the (Z)-3-hexen-1-ol was the major
compound in the fresh leaves (>70% in all accessions). Alcohols also
predominated in the dried leaves, mainly (Z)-2-penten-1-ol and (Z)-3-hexen-1-ol,
but others constituents were identified in significant proportions included
benzenoid compounds such as benzaldehyde. The influence of drying on volatile
composition from leaves of J. curcas was evaluated on the PM-2 accession.

Besides, this work also describes the development of a High Performance Liquid
Chromatograpy (HPLC) method for the differentiation of six accessions and a
cultivar (EPAMIG) from fresh and dried leaves of J. curcas. The methanol extracts
of the leaves were analyzed by HPLC-DAD and after stages of optimizations, we
obtained the fingerprint chromatograms. For a comparative analysis of the
accessions and a cultivar, were applied chemometric tools of PCA and HCA,
which it was possible to discriminate the samples from dried leaves according to
their origins. The methanol extracts of the leaves were submitted to cytotoxicity
assay against four tumor cell lines (HCT-8, HL-60, SF-295 and MDA-MB435),
presenting ICsp values of 25.13 pg/ml, against HL-60 cell line for EMB sample
considered promising by NCI. The biological activity of this extracts was evaluated
on the development of Spodoptera frugiperda, considered as a primary pest in

corn crop. It was observed 60% larval mortality.

Keywords: Jatropha curcas L., volatile compounds, HPLC, chemometrics

analyses, Spodoptera frugiperda; cytotoxicity.



1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais como matéria-prima para obtencdo de
substéancias bioativas, especialmente farmacos, tem sido amplamente relatado ao
longo do tempo. As primitivas civilizagcbes perceberam que as plantas eram
fontes de alimento e ao serem utilizados no combate a doenca, revelaram,
embora empiricamente, o seu potencial curativo. Até o século XIX, o uso de
plantas e extratos vegetais com propriedades terapéuticas, constituia a maioria
dos medicamentos utilizados na medicina popular [1, 2].

No entanto, a utilizacdo de plantas como fonte de novos medicamentos é
ainda pouco explorado. De um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies
de plantas existentes, apenas 15 a 17% foram estudadas quanto ao seu potencial
medicinal [3]. Um exemplo disso é o Brasil que, apesar de possuir cerca de 10%
de toda a flora mundial, continua a ser um pais com muitas potencialidades neste
campo, mesmo considerando que menos de 1% das espécies vegetais
brasileiras foram analisadas sob ponto de vista quimico e/ou farmacolégico [2].

Ainda hoje, as plantas representam um forte manancial para a
investigacdo nos mais variados campos de atividade humana. Nos paises
desenvolvidos, no campo da farmacologia, interessa, sobretudo, descobrir novas
moléculas quimicas com potencial aplicagdo clinica e aos paises em
desenvolvimento interessa conhecer todas as potencialidades dos seus recursos
naturais [4].

Atualmente, o mercado mundial de farmacos de origem vegetal é
estimado em US$ 12,4 bilhdes, sendo a Europa responsavel pelo consumo de

aproximadamente 50% deste mercado. Os fitoterapicos e fitofarmacos sao



responsaveis por 25% dos medicamentos prescritos nos paises desenvolvidos e
cerca de 80% nos paises em desenvolvimento [5].

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o tratamento base de
plantas continua a ter um papel essencial no cuidado a saude, aproximadamente
80% da populacdo mundial confiam na medicina tradicional para cuidado primario
de sua saude e grande parte desta medicina tradicional envolve o uso de plantas
medicinais, seus extratos vegetais ou seus principios ativos [6].

No Brasil, as plantas medicinais sdo consideradas “remédios de baixo
custo”, o que no pais é encarado como sinbnimo de ma-qualidade. Grande parte
das espécies vegetais utilizadas pela populacdo do Brasil ndo possui acao
farmacoldgica comprovada, estudo quimico realizado e nem mesmo estudos
toxicoldgicos. O mercado brasileiro ainda se encontra seriamente restrito devido
a falta de pesquisa e desenvolvimento, bem como de investimentos na area de
controle de qualidade de produtos padronizados [7].

O controle de qualidade depende, em muito, de técnicas instrumentais e
nao-instrumentais de analise que sejam seguras, rapidas, baratas e
operacionalmente simples. Essas técnicas visam identificar e quantificar
compostos de interesse, quer sejam eles substancias ativas ou mesmo outros
elementos presentes no produto acabado como coadjuvantes e contaminantes.

Para quantificar ou identificar substancias de qualquer natureza é
necessario, ha maioria dos casos, separar o composto de interesse dos demais
elementos constituintes da amostra. Quanto mais pura e homogénea a
substancia a ser analisada menores serdo as probabilidades de erro na sua

identificacdo e quantificagcao [8].



Dentre as principais técnicas de separacao utilizadas, a cromatografia
ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com que efetua a separacao,
identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma, utilizando um
padrdo ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como a
espectrofotometria ou espectrometria de massas [9].

A Cromatografia Gasosa (CG) €, atualmente, uma das técnicas analiticas
mais utilizadas para separacdo e quantificacdo de produtos diversos, podendo
ser também usada como técnica de identificacdo, quando acoplada a um
espectrometro de massas ou outro detector qualitativo. A grande limitacdo deste
meétodo € a necessidade de que a amostra seja volatil ou estavel termicamente,
embora amostras nao volateis ou instaveis possam ser derivatizados
quimicamente [9, 10].

Um outro importante membro de todo um conjunto de técnicas de
separacao é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), uma vez que se
consegue separar misturas que contém um grande nuamero de compostos
similares. Diferente da cromatografia gasosa, esta técnica requer somente que a
amostra seja solavel na fase modvel, sendo assim um método ideal para
separacao de espécies ibnicas ou macromoléculas de interesse biolégico e de
produtos naturais labeis, bem como da imensa variedade de outros compostos de
massa molar alta e/ou estabilidade térmica baixa [9].

Na ultima década a CLAE tem sido uma das técnicas analiticas mais
utilizadas para determinacdo da “impresséo digital” ou “fingerprint” de plantas
devido a facilidade de manuseio e por ndo estar limitada a volatilidade ou

estabilidade dos compostos da amostra. Embora as condi¢cdes de otimizacao



envolver fatores nao triviais como fase mével, ajuste de pH, pressao de bombas e
tantos outros [11].

O uso de andlises cromatograficas, utilizando o cromatograma como a
“impressao digital” de uma determinada amostra, pode ajudar na identificacdo de
amostras auténticas e auxiliar na identificacdo de possiveis compostos utilizados
em uma adulteracdo da mesma [12].

Muitos dos componentes usados como “marcadores” no controle de
qualidade de uma planta medicinal sdo aquelas moléculas que possuem uma
caracteristica particular, como, por exemplo, absorcdo de luz no ultravioleta (que
viabiliza a analise por CLAE-UV) ou séo volateis (o que possibilita a analise por
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a detectores de ionizacdo de chama
ou detectores de massas).

Por outro, € amplamente reconhecido que a atividade biolégica de uma
espécie vegetal muitas vezes ndo depende apenas de uma substancia, mas esta
baseada na interacao sinergistica entre os diversos componentes nela presentes.
Por esse motivo muitas vezes o perfil cromatografico de uma planta, e néao
apenas o uso do marcador quimico, pode ser uma op¢ao mais adequada para o
controle quimico e qualidade de fitopreparados [7].

Também ndo se pode deixar de destacar a importancia da unido de
técnicas modernas de separacdo (CLAE) com bioensaios biologicos simplificados
(realizados em bancadas de laboratorios) para direcionar na selecdo de extratos,
fracOes e substancias a serem isoladas de interesse farmacologico na detecgéo

de atividade biol6gica [13].



1.1 Compostos Volateis

Desde a antiguidade, o homen utilizava compostos extraidos de plantas
com o0 objetivo de curar doencas e até mesmo como aromatizantes e
flavorizantes em especiarias culinarias. Essas misturas aromaticas complexas de
substéancias volateis ficaram conhecidas como 6leos essenciais [14].

Os Oleos essenciais, segundo definicdo da ANVISA (Brasil, 1999), “sao
produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico e podem se
apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou
concentrados”. Podem ser encontrados em todas as estruturas vegetais, sendo
mais frequentes em folhas, flores e frutos, ocorrendo em diversos géneros de
plantas superiores, inferiores, além de microorganismos [15].

Esses compostos volateis podem ser extraidos de material vegetal fresco
ou seco por diferentes métodos de extracdo que variam conforme a localizacéo
do dleo volatil na planta e com a proposta de utilizacdo do mesmo. Os mais
comuns sdo: enfloracdo, arraste por vapor d agua, hidrodestilagdo, extragcdo com
solventes organicos, prensagem (ou expressao), extracdo por CO, supercritico
[16].

Os Oleos essenciais sdo constituidos por substancias de baixo peso
molecular, principalmente misturas de fenilpropandides e terpendides,
especificamente monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis), embora diterpenos
(Co0) também possam estar presentes. Além destes, uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos (lineares, ramificados, saturados ou insaturados),
acidos, alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres aciclicos ou lactonas e compostos

com nitrogénio e enxofre também foram identificados em Oleos volateis [15].



O 6leo essencial € produzido principalmente pelas folhas, durante o
desenvolvimento da planta em resposta, ou ndo, de algum tipo de estresse
ambiental. Dependendo do ambiente no qual o vegetal se desenvolve e do tipo
de cultivo, fatores extrinsecos como temperatura, umidade relativa, duracao total
de exposicado ao sol e o regime de ventos exercem uma influéncia direta sobre a
composicao quimica dos o6leos volateis da planta [16]. Assim, a producao desses
metabdlitos secundarios depende ndo s6 de estimulos externos, mas também da
constituicdo genética da planta [17].

Atualmente, os Oleos essenciais sao empregados nas industrias
alimenticias farmacéuticas, tanto para uso humano quanto veterinario. Também
sdo empregados como cosméticos e produtos domissanitarios, além de utilizados
na aromaterapia. E estimado que cerca de 3000 o6leos essenciais sejam
conhecidos, dos gquais, aproximadamente 300 sdo comercialmente importantes,

destinados, principalmente, para o mercado de fragrancias [15].

1.2 Comunicacéao entre Insetos

Até onde se conhece, 0s insetos s80 0s seres vivos que mais utilizam os
odores para desempenhar suas atividades durante sua existéncia através de
sinais quimicos. Desse modo, o olfato € fundamental, bem como o sdo os
diversos odores presentes na localizacdo de presas, na defesa e na
agressividade, na selecdo de plantas hospedeiras, na escolha de locais para
oviposicéo, na corte e no acasalamento, na organizacéo das atividades sociais e

em outros comportamentos [18].



Parte integrante da comunicacdo entre organismos vivos € realizada
através do uso de sinais tateis visuais, sonoros e quimicos. Dentre esses meios,
a comunicacdo quimica denominada semioquimicos ocorre por todos 0s reinos
animal e vegetal. Em insetos, particularmente, esta forma de comunicacdo €
altamente desenvolvida sendo largamente responsavel pela maioria das
interacOes intraespecificas, interespecificas e sociais observadas para essa
classe [19].

Os semioquimicos sao definidos como qualquer substancia quimica
liberada por um determinado organismo que provoque uma mudanca fisiologica
e/ou comportamental em outro organismo. Dependendo dos interlocutores e
também do resultado dessa comunicacdo quimica 0s semioquimicos recebem
denominacfes diferentes. Quando a comunicacdo quimica € efetuada entre
individuos de espécies diferentes tem-se uma acdo interespecifica e o
intermediador quimico é denominado de aleloquimico. No entanto, quando a
comunicacao ocorre entre organismos de mesma espécie (acao intraespecifica)
este intermediador é denominado de feroménio [20].

Segundo Vilela e Della Lucia (2001), os feroménios podem ser definidos,
como infoquimicos mediadores de interacdes entre organismos de uma mesma
espécie, produzindo uma resposta comportamental ou fisiologica
adaptativamente favoravel ao receptor, ao emissor, ou a ambos 0s organismos
da interacdo. Segundo Nogueira Neto (1984), os feroméOnios que agem na
fisiologia do organismo receptor, exercendo efeito mais lento e prolongado, séo
denominados de predadores. Por outro lado, aqueles que provocam uma
mudan¢ca imediata no comportamento do emissor sao designados

desencadeadores [21].



Os feromoénios desencadeadores sao classificados de acordo com o tipo

de comportamento que provocam, podendo agir como atraentes sexuais,
marcadores de trilhas, propiciar comportamentos de agregacdo, alarme,
dispersao, entre outros [18].

Os aleloquimicos , por sua vez, diferenciam-se de acordo com o tipo de
organismo que esta sendo beneficiado na comunicacdo. Neste contexto, quatro
diferentes classes de aleloquimicos foram definidas: os cairoménios que sao
sinais quimicos liberados em beneficio somente do agente receptor; 0s
aloménios que favorecem somente 0 agente emissor; e 0S sinomoOnios que
favorecem tanto o agente emissor quanto receptor do sinal e 0 apneumdnio que
sao aleloquimicos liberados por material em decomposicdo que atraem insetos

[18] (Figura 1) .

SEMIOQUIMICO

FEROMONIO ALELOQUIMICO

Predador Desencadeador

Cairomonio Sinomonio

Aloménio Apneumonio

Figura 1: Classificacdo dos semioquimicos de acordo com sua classe.
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1.3 A Lagarta Spodoptera frugiperda (Smith)

As perdas na producdo da agricultura mundial, devido ao ataque de
pragas e doencas chegam a 37%, sendo 13% dessa perda causada por insetos
[22]. A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), encontra-se presente por todo o continente Americano, desde
América do Sul até os estados da Flérida e da Carolina do Sul nos Estados
Unidos. E considerada uma das principais pragas do milho podendo ocorrer
durante todo o ciclo de crescimento da cultura, reduzindo a produtividade a
valores superiores a 34%. No Brasil, o milho em gréo € cultivado em 95,6% dos
municipios brasileiros e em 2008, alcancou a producdo 39,8 milhdes de
toneladas [23 - 25].

A Spodoptera frugiperda quando adulta é uma mariposa com
aproximadamente 35 mm de envergadura, de coloracdo pardo-escura nas asas
anteriores e branco-acinzentada nas posteriores [25]. Depois do acasalamento
dos insetos, elas depositam uma média de 150 ovos por postura, sendo o
periodo de incubacdo dos ovos de aproximadamente trés dias. As lagartas
recém-eclodidas alimentam-se da propria casca do ovo. ApOs essa primeira
alimentacdo, permanecem em repouso por um periodo variavel de duas a dez
horas. E durante esse periodo que as lagartas encontram um hospedeiro e se
alimentam dos tecidos verdes podendo fazer orificios nas folhas causando
enormes prejuizos.

A lagarta quando completamente desenvolvida pode medir

aproximadamente 40 mm, com coloragéo variavel de pardo-escura, verde ou até
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preta. O periodo larval da S. frugiperda ira depender das condi¢cbes de
temperatura, podendo durar em torno de 15 dias [26].

Ao término do periodo larval, as lagartas penetram no solo, onde se
transformam em pupas de coloracédo avermelhadas medindo cerca de 10 mm de
comprimento, sendo que a duracdo da fase pupal varia de 7 a 27 dias até a sua

ecloséo (Figura 2) [25].

Figura 2: Ciclo de vida da Spodoptera frugiperda. 1: ovoposicao, 2: larvas do
inseto nos primeiros instares 3: larvas do inseto nos ultimos instares 4: fase
larval, 5: fase pupal 6: inseto adulto
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1.4 Inseticidas de Origem Natural

Atualmente, um dos principais incentivos a busca de novos inseticidas de
origem natural tem sido a percepcdo da opinido publica de que os produtos
naturais sdo mais seguros que o0s sintéticos. Apesar desta afirmacdo néo ser
cientificamente comprovada, o mercado permite precos especiais para produtos
certificados “organicos” ou “naturalmente produzidos” [18].

Com intuito de diminuir os efeitos negativos causados pelo uso
indiscriminado dos inseticidas organoclorados e fosforados sintéticos, o0s
produtos de origem natural tém se mostrando uma alternativa viavel e bastante
promissora para o controle de pragas, além de se enquadrarem em programas
de Manejo Integrado de Pragas (MIP) [27].

Os inseticidas naturais devem apresentar caracteristicas desejaveis,
como por exemplo, ser comercialmente viaveis, serem eficazes, apresentarem
especificidade, baixa toxicidade ambiental, biodegrabilidade e auséncia de
fitotoxicidade [18].

Nesta perspectiva, vem se praticando o manejo integrado de plantas que
€ a cuidadosa integracdo de um numero de técnicas disponiveis de controle de
pragas que dificultam o crescimento da populagcdo da praga e mantém os
pesticidas e outras interven¢gdes em niveis que sdo economicamente justificados
e, principalmente, seguros para saude humana e o ambiente [21].

Os extratos brutos de plantas, por consistirem de misturas complexas de
compostos que apresentam, muitas vezes, bioatividade comparada aos seus
constituintes individuais, vém sendo apresentados como uma boa alternativa para

obtencdo de inseticidas de origem natural, uma vez que eles manifestam de

13



diferentes maneiras os efeitos sobre os insetos incluindo toxicidade e inibicao
alimentar.

Dentre as familias de plantas que tem apresentado atividade inseticida
promissora pode-se citar particularmente as espécies da familia Meliaceae,

Rutaceae, Asteraceae, Lebiateae, Piperaceaea e Annonaceae [28].

1.5 Analise Multivariada

A andlise multivariada é, a rigor, qualguer abordagem analitica que
considere o comportamento de duas ou mais variaveis simultaneamente, no
vasto campo do conhecimento que envolve uma grande multiplicidade de
conceitos estatisticos e matematicos [29]. Essa area da quimiometria desenvolve
ferramentas computacionais que permitem explorar os resultados obtidos por
meio de analises quimicas, a fim de verificar a existéncia de similaridades entre
as amostras que, por sua vez, correspondem as semelhancas na composicao
[30].

A guimiometria teve seu inicio na primeira metade da década de 70, mas
somente nas ultimas décadas, a analise multivariada foi introduzida no
tratamento de dados quimicos, ganhando rapidamente popularidade [31, 32].

O modelo estatistico dos métodos multivariados considera a correlacao
entre muitas variaveis analisadas simultaneamente, permitindo a obtencdo de
uma quantidade muito maior de informag¢ao de um conjunto de dados ou imagens
[32, 33].

Um conjunto de dados quimicos consiste em certo niumero de objetos,

descritos por um determinado numero de variaveis. Tipicamente, 0os objetos
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quimicos sdo compostos, amostras analiticas, espectros ou cromatogramas. As
variaveis sao caracteristicas ou propriedades dos objetos, muitas vezes
associadas a sua composicao, como, por exemplo, concentracées dos elementos
mais importantes, alturas de picos em perfis cromatograficos, ou intensidades e
absorbancias em diferentes comprimentos de onda.

A analise exploratoria € usada para se tentar detectar padrdes de
associacdo no conjunto de dados, a partir dos quais se pode estabelecer
relacbes entre objetos e variaveis, descobrir objetos anémalos ou agrupar
objetos. Os dois métodos de analise exploratéria mais usados sdo a Analise de
Componentes Principais (PCA-Principal Component Analysis) e a Analise de
Agrupamentos Hierarquica (HCA- Hierarchical Cluster Analysis) [31].

Estes métodos possibilitam encontrar e/ou prognosticar uma propriedade
de um conjunto de amostras, a qual ndo é diretamente mensuravel, mas que se

relaciona com as medidas analiticas que séo obtidas [34].

1.5.1 Analise de Componentes Principais

A Analise de Componentes Principais (PCA- Principal Component
Analysis) é uma ferramenta quimiométrica que permite extrair, de um
determinado conjunto de dados, informacbes relevantes para o0 seu
entendimento, tendo como finalidade basica a reducdo dos dados a partir de
combinacdes lineares das variaveis originais [33,35].

A PCA decompde uma matriz de dados X (onde as m linhas sao as
amostras e as n colunas séo as variaveis independentes) de posto (“rank”) h, em

uma soma de h matrizes de posto igual a 1, como na equacéo 1:
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X=M1+ M2+ M3 +... + Mh (1)

onde o posto expressa 0 numero de vetores linearmente independentes de uma
matriz. Essas novas matrizes de posto um, sdo produtos de vetores chamados
“scores”, th, e “loadings”, ph. Estes “scores” e “loadings” podem ser calculados
por um ajuste de minimos quadrados. A operacdo € equivalente ao calculo de
autovetores e autovalores de uma matriz pela Decomposicdo em Valores
Singulares (SVD, “Singular Value Decomposition”). A equacdo pode ser
representada na forma vetorial,

X=tlp'l+t2p' 2 +...+thph (2)
na forma matricial,
X=TP’ (3)

Em que X é a matriz original dos dados, T € a matriz de escores que
contém as coordenadas das amostras no novo sistema e P € a dos pesos
(loadings) onde os elementos de cada coluna correspondem aos coeficientes das
combinacgdes lineares das variaveis originais, ou graficamente como na figura

abaixo [32,11].

p'l p2 p'h

A primeira componente principal, PC1, € a combinacéo linear de maxima
variancia (isto €, de maxima informacé&o). A segunda componente, PC2, também
€ de maxima variancia, porém ortogonal a PC1. A terceira € de maxima variancia
e ortogonal as duas primeiras PCs, e assim por diante. Como esses eixos sao

calculados em ordem decrescente de importancia, muitas vezes a informacao
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relevante fica concentrada nas duas ou trés primeiras PCs, que podem ser,
entdo, examinadas a procura de padrdes [31].

A utilizacdo de métodos quimiométricos de analise exploratéria de dados,
classificacdo e planejamento experimental foram aplicados com éxito na
identificacdo, caracterizacdo e busca da impressdo digital cromatografica de
espécies trialadas do género Baccharis. Quando feitas de forma tradicional, a
diferenciacdo entre as espécies e géneros nem sempre € conclusiva, devido a
grande semelhanca e sinonimia [31].

Em nosso grupo de pesquisa, Gomes e colaboradores utilizaram
analises quimiométricas de PCA para diferenciar os cromatogramas fingerprint de
7 gendtipos (folhas e caules) da espécie Lippia gracilis Schauer [11].

Em outro trabalho, Sousa e colaboradores estudaram a classificacéo de
agua de coco natural (acn) e processada (acp), avaliando os teores de ions
metalicos como: Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Al, Se, Cd e Pb, utilizando técnicas de
analise multielementares, como a espectrometria de emissdo Optica em plasma
com acoplamento indutivo (ICP OES) que viabiliza procedimentos rapidos e
simples para monitorar macro e micronutrientes minerais nessa bebida. A figura

3 mostra o grafico dos escores das amostras acn e acp [34].
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Figura 3: Grafico dos escores correspondentes a classificacdo de 34 amostras
de agua de coco, entre processadas e naturais
Esse trabalho mostrou que a técnica analitica de ICP OES e a analise
exploratoria podem ser utilizadas para avaliar a composi¢cdo inorganica de
amostras de agua de coco, com possivel aplicacdo em procedimentos de

controle de qualidade.

1.5.2 Analise de Agrupamentos Hierarquicos

A técnica de agrupamento hierarquico (HCA- Hierarchical Cluster
Analysis) € uma ferramenta excelente para andlise preliminar de dados, sendo
uatil para determinar a semelhanga entre objetos e identificar amostras andmalas.
O foco da analise de agrupamento é a comparacdo de objetos com base na
variavel estatistica e ndo na estimagcédo da variavel estatistica em si, tornando a
definicdo da variavel estatistica um passo critico na anélise [36].

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas

associagcbes, produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes,
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segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si. A superposicao basica
de sua interpretacdo € que quanto menor a distancia entre 0s pontos, maior a
semelhanca entre as amostras. Os dendrogramas sdo especialmente Uteis na
visualizacdo de semelhancas entre amostras ou objetos representados por
pontos em espaco com dimensao maior do que trés, onde a representacao de
graficos convencionais nao é possivel [35].

O dendrograma hierarquiza esta similaridade de modo que se pode ter
uma visao bidimensional da similaridade ou dissimilaridade de todo o conjunto de
amostras utilizado no estudo. Quando o dendrograma construido é das variaveis,
a similaridade entre duas variaveis aponta forte correlacdo entre estas variaveis
do conjunto de dados estudado [36].

Para ilustrar a aplicacdo desta técnica de estatistica multivariada, Moita
Neto (1998), utilizou uma tabela de composicéo de alimentos, que traz os teores
de calorias, glicidios, proteinas, lipidios, calcio, fésforo e ferro para 20 frutas, e
obteve um dendrograma, onde a matriz de dados € representada por 7 variaveis

e 20 amostras (Figura 4) [35].

indice de similaridade

ckjetoe Q o2 0,4 1,8 o8 1
frutas WUl e — o e e
abacaxi 4
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Figura 4: Dendrograma obtido da analise de agrupamento hierarquico utilizando
as sete variaveis: calorias, glicidios, proteinas, lipidios, calcio, fosforo e ferro.
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Neste trabalho os autores puderam diferenciar e agrupar as frutas de
acordo com as variaveis estudadas, auxiliadas pela classificacao botéanica.

Correia e Ferreira (2007) também mostraram a utilidade da técnica de
agrupamento hierarquico para o tratamento de dados analiticos obtidos através
da técnica de ICP OES para determinar as concentracdes de Na, K e Mg em 37
amostras de agua mineral [29].

Em outro trabalho, Sousa e colaboradores (2006), utilizando a mesma
técnica de ICP OES para determinar ions metalicos em agua de coco natural acn
e processada acp, também recorreram a técnica de HCA como tratamento
estatistico para os dados obtidos. A figura 5 mostra o dendrograma construido

das amostras acn e acp.
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Figura 5: Dendograma correspondente a classificacdo de 34 amostras de 4gua
de coco, entre processadas e naturais, sendo 16 pertencentes a acp, 16 a acn e
2 a acn de Minas Gerais.

O dendrograma confirmou a existéncia de 3 classes distintas de aguas de

coco ja evidenciado pelo gréafico de escores mostrado na Figura 3 [34].
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1.6 Produtos Naturais como Agentes Antitumorais

As plantas superiores, por constituirem uma das fontes mais importantes
de novas substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais, tém
fornecido inspiracdo para 0s quimicos organicos na sintese de novas estruturas
moleculares [37].

A cada momento sao relatadas na literatura novas moléculas, algumas
de relevante acdo farmacologica, como por exemplo o taxol, a forscolina, a
artemisinina. Neste contexto € importante mencionar que as plantas, além de seu
uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo
dos anos, para a obtencéo de varios farmacos até hoje amplamente utilizados na
clinica [38].

O cancer é uma das doencas que mais causa temor na sociedade, por
ter se tornado um estigma de mortalidade e dor. Na maioria dos paises
desenvolvidos, se constitui na segunda causa de morte, superado somente pelas
doencas do sistema cardiovascular. Segundo estimativas da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) surgem a cada ano nove milhfes de novos casos e
cinco milhdes de pessoas vado a Obito em decorréncia do cancer. No entanto
esses indices estdo subestimados pelas dificuldades de notificacdo e registro
dessa patologia em muitos paises subdesenvolvidos [39, 40].

As pesquisas realizadas atualmente tém demonstrado que algumas
plantas apresentam substancias naturais com atividade anticancer. Entre essas
substancias pode-se citar: o taxol isolado de Taxus brevifolia (familia Taxaceae),

a lasiodiplodina de Euphorbia splendus (familia Euphorbiaceae) e de Annona
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dioica (familia Anonaceae) e jatrofona de Jatropha gossypholia (familia

Euphorbiaceae) [41].

HO

Lasiodiplodina
Taxol

Jatrofona

Quase 60% dos farmacos aprovadas para o tratamento contra o cancer
sdo de origem natural, por exemplo a vincristina, o irinotecan, o etoposideo, 0s
taxanos e os camptotecinas e seus derivados [41].

Entre os medicamentos antitumorais de origem vegetal, destacam-se 0s
derivados e os correspondentes produtos naturais bioproduzidos pelas espécies
Catharanthus roseus ou Vinca rosea, familia Apocynaceae, Camptotheca
acumata, familia Nyssaceae, Podophyllum peltatum e P. emodi da familia
Berberidaceae. Estas substancias naturais e seus derivados sintéticos atuam em
diferentes tipos de céncer, revelando espectro de atividade e toxicidade

diferentes o que favorece a sua utilidade medicinal [37, 42].
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Desde 1960, estudos de toxicidade in vitro tém demonstrado que testes
com culturas celulares sdo meétodos rapidos, sensiveis, reprodutiveis e de baixo
custo quando utilizados para avaliagdo de biomateriais.

Estes ensaios tém a vantagem de utilizar tanto células humanas como
animais, de diferentes tecidos, podendo ter a mesma origem das células ou
tecidos atingidos pelos produtos quando testados in vivo [43].

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizagdo (International
Standard Organization), 1SO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro é o
primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso em
dispositivos biomédicos. Depois de comprovada a sua atoxicidade é que o estudo
da biocompatibilidade do produto pode ter continuidade realizando-se os ensaios
necessarios em animais de laboratério [44].

Com o objetivo de testar os extratos metandlicos brutos das folhas
frescas e secas de Jatropha curcas L. foi realizado o teste de citotoxicidade in
vitro em 4 linhagens de células tumorais com intuito de verificar o potencial

antitumoral dos extratos desta espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Familia Euphorbiaceae
2.1.1 Ocorréncia e Distribuicédo

A familia Euphorbiaceae, pertencente a ordem Malpighiles, apresenta
como uma das principais caracteristicas botanicas a producdo de plantas toxicas
latescente. Esta familia compreende 307 géneros e 6.900 espécies de ervas,
subarbustos, trepadeiras e arvores, distribuidas principalmente nos tropicos e
subtrépicos. E a segunda familia mais representativa da Caatinga em nimero de
espécie, superada apenas por Leguminosae. Os géneros mais representativos
em numero de espécie sao: Acalypha, Croton, Euphorbia, Macaranga, Jatropha,

Phyllanthus e Mallotus [45 - 47].

2.1.2 Importancia

Atualmente, o interesse no estudo de plantas toxicas esta relacionado
com 0s prejuizos causados a saude publica e a pecuaria, devido intoxicacdes de
seres humanos e animais. Em um levantamento realizado junto ao Centro de
Informacédo Toxicologica do Estado de Santa Catarina demonstrou que espécies
da familia Euphorbiaceae sdo o segundo maior grupo de plantas mais
frequentemente envolvidas em intoxicacdes, sendo as espécies Euphorbia milii
Des Moul., Euphorbia cotinifolia L., Ricinus communis L., Manihot esculenta
Crantz, Aleurites fordii Hemsl. e a Jatropha curcas L. responsaveis por cerca de

30% dos casos [48].
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Cruz e Pardal [49] também relataram alguns dados do Centro de
Informacdes Toxicologicas de Belém de plantas da familia Euphorbiaceae
envolvidas em acidentes com envenenamento, sendo as espeécies citadas
Jatropha curcas, Euphorbia milii, Manihot esculenta e Euphorbia tirucali. Na
Tabela 1 estéo listadas as plantas que ocasionam maior numero de intoxicacao
no Brasil, segundo dados fornecidos pelo Centro de Informacéo e Assisténcia
Toxicolbgica.

Tabela 1. Plantas que ocasionam intoxicagcdes no Brasil e registradas pelos
Centros de Informacao e Assisténcia Toxicologica.

CIAT Estado Per_i_odo 9a Plantas téxicaipor_ ordem de
notificacao frequéncia
Pinh&o-branco/roxo, mandioca,
CIT-Belém PA 1998-2005 comigo-ninguém-pode, ioioca,
avelos.
CIT-Manaus AM 2004-2005 Pinh&o-roxo, comigo-ninguém-

pode, taioba, avelos.
Comigo-ninguém-pode, costela-
CIT-RS RS 1998-2000 de-adao, coroa-de-cristo,
buchinha-do-norte, aroeira.
Pinh&o, comigo-ninguém-pode,
coroa-de-cristo, mamona.
Comigo-ninguém-pode, buchinha-

CIVITOX-MS MS Nao informado

CCI-Santos SP 2003-2004 do-norte, coroa-de-cristo, saia-
branca.

CCI-Ribeirao Sp 2003-2005 Comlgo-pl_nguem-pode, b_eladona,

Preto anturio, coroa-de-cristo.

Comigo-ninguém-pode, pinhéo,

TOXCEN ES 2002-2005 :
bucha-paulista, mamona

[fonte: http://Itc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mXl.intro.htm]

As plantas toxicas também exercem um importante papel como fonte de
substancias ativas capazes de propiciar modelos moleculares para o

desenvolvimento de farmacos. Diferentes atividades farmacologicas incluindo

25



antibacteriana, antitumoral e inseticida tem sido relatadas para algumas espécies
[48, 50].

O género Phyllanthus é empregado na “medicina alternativa” para o
tratamento de calculos renais e urinarios, infeccdes intestinais, diabetes e
hepatite. Alguns dos constituintes isolados deste género, como flavondides,
taninos, alcaldides, cumarinas, ligninas e terpenos parecem ser 0S principais
responsaveis pelas acdes analgésica, antiinflamatéria, antiviral, hipoglicemiante,
antiespasmaodica e antialérgica [51].

Aiyelaagbe e colaboradores [50] isolaram seis diterpendides da raiz de
Jatropha podagrica, planta usualmente utilizada na “medicina aternativa” para o
tratamento de doencas como infec¢coes da pele, e doencas sexualmente
transmitidas, como a gonorréia.

Além disso, espécies da familia Euphorbiaceae tem se destacado como
fonte alternativa no desenvolvimento de novos insumos de carater renovavel para
a producdo de biocombustiveis. O género Jatropha, em especial a espécie J.
curcas, por ser perene e adaptar-se muito bem em regides semi-aridas tem sido
apontada como ideal para a producdo de oleos no Nordeste Brasileiro, podendo

ser utilizada como fonte de renda na agricultura familiar [52].
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2.2 O GENERO JATROPHA

O género Jatropha, pertencente a subfamilia Crotonoideae, tribo
Jatropheae, encontra-se representado por 165 a 175 espécies, com distribuicdo
nas regibes semi-aridas tropicais da Africa e das Américas [53]. A este género
pertencem as espécies J. gossypiifolia, J. curcas, J. podagrica, J. elliptica, J.
multifida e a J. glandulifera, usadas na “medicina alternativa” no tratamento de
doencas [54]. A figura 6 mostra uma foto do espécime Jatropha curcas L.

cultivada no Departamento de Agronomia da UFS - S&o Cristovao/SE.

Figura 6: Espécime de Jatropha curcas L.

As plantas do género Jatropha possuem grande importancia econémica,
principalmente pela presenca de varias espécies referidas por seus usos
medicinais e/ou ornamentais, também empregadas como cercas-vivas,
especialmente na Africa [53]. Além disso, diversos trabalhos cientificos relatam
sobre os diferentes compostos biologicamente ativos ja isolados desse género,
principalmente da presenca de diterpendides macrociclicos nas raizes das
plantas, que apresentam comprovada atividade antileucémica, antineoplasica e

antitumoral [55].
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A espécie J. curcas, conhecida popularmente como pinhdo manso,
pinhdo-de-purga ou pinhdo-paraguaio, trata-se de um arbusto com altura
variando entre 3 e 5 m de aspecto rustico. Seus frutos sdo capsulas que contém
em seu interior sementes, que quando maduras sdo escuras, onde se encontra
um albimen branco rico em 6leo, em torno de 60,8% composto basicamente por
41,3% acido palmitico; 5,1% de acido estearico; 41,1% de acido oléico e 38,1%
de acido linoléico [56, 57].

Jatropha curcas é uma planta perene e de facil cultivo, que apresenta
boa conservacdo da semente colhida, podendo se tornar grande produtora de
matéria prima como fonte opcional de combustivel [58]. Varios produtos do seu
Oleo ja estdo sendo empregados na industria, como lubrificante em motores a
diesel e na fabricacdo de sabao e tinta. Apresenta origem tropical bem adaptada
a diversas regides do Brasil, sendo pouco suscetivel a pragas e doencas. Além
disso, pode ser cultivada em areas de solos pouco férteis e de clima desfavoravel
a maioria das culturas alimentares tradicionais [59].

Por ser uma espécie resistente a seca, tem sido destacada, no Brasil, a
possibilidade de cultivos comerciais no Nordeste. Sendo assim, pode ser utilizada
em programas de producdo de biodiesel, ampliando as perspectivas para o
crescimento das areas de plantio com esta cultura no Semi-Arido Nordestino [60].

Segundo Beltrdo [61] ainda hoje ndo se conhece quase nada da
bioquimica e fisiologia desta planta, e até alguns aspectos agronémicos devem
ser melhor investigados, pois esta possui elevada variabilidade natural,
possuindo grande diversidade genética com polinizacdo preferencialmente

entomdfila, podendo ter possivelmente elevada alogamia.
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Alguns estudos estao sendo feitos para avaliar a toxicidade dos extratos
aquosos das folhas e sementes de J. curcas como inseticida natural contra
diversos predadores como Podisus nigrispinus DALLAS e em Tenebrio molitor. O
controle de insetos por meio de produtos naturais extraidos de plantas, por terem
baixa toxicidade para o homem e animais e por apresentarem eficiéncia contra
varias espécies de insetos-praga, sdo compativeis com os programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP). Até o momento poucos estudos foram realizados para
avaliar o impacto desses inseticidas naturais sobre os insetos-pragas e insetos
Gteis [62].

A solucdo para o controle de insetos-pragas esta vinculada ao uso de
varios métodos compativeis de controle. O MIP é a integracdo desse numero de
técnicas de controle de pragas que dificulta o crescimento da populacéo da praga
e mantém o0s pesticidas e outras intervencbes em niveis que Sao
economicamente justificados e, principalmente, seguros para a saude humana e
0 ambiente, ndo pondo em risco a plantacéo e o lucro do agricultor [21, 63].

A toxidade e as propriedades inseticidas, moluscicidas, fungicidas e
nematicidas de J. curcas ja foram consideradas um impedimento suficiente para
0s insetos que causam danos econdmicos nas plantacdes. No entanto, ja existem
alguns relatos de pragas para essa espécie como: cigarrinha, acaro branco e
vermelho, tripes, broca, percevejo e cupins e também de diversos ataques por
doencas como: virose, oidio nas folhas, caules e flores, fusariose e podriddo do
sistema radicular, principalmente em plantas jovens [64].

Um estudo realizado por Ungaro [64] descreve que a J. curcas vem

apresentando maiores problemas com pragas que com doencas, havendo a
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necessidade de desenvolvimento de formas de controle de insetos,
principalmente alternativos.

Sabendo-se da importancia econ6mica de J. curcas para a regiao
Nordeste e diante dos problemas que podem ser causados pelo uso sequencial e
indiscriminado de inseticidas no controle aos insetos-pragas, esta espécie torna-
se uma alternativa interessante no controle bioldgico para protecdo de plantas
motivadas pela preservacdo ambiental e desenvolvimento sustentavel [65].

Entre as alternativas para contornar estes problemas estdo o controle
biolégico e o uso de variedades resistentes, que podem ser melhoradas
utilizando técnicas de biologia molecular permitindo a manipulacdo de genes de
interesse, aliadas as metodologias de transformacao genética de plantas [65].

Estudos comportamentais de populacdes de insetos revelaram que, na
maioria dos casos, as interacfes pragas-alvo e de seus inimigos naturais se dao
principalmente através de sinais quimicos, ou seja, através dos semioquimicos
podendo estas ter acdo intraespecifica (ferombnio) ou interespecifica
(aleloquimico) [66].

A comunicacdo quimica inter- e intraespecifica € mediada por diversos
fatores bidticos e abidticos. Para se obter uma resposta comportamental induzida
de um determinado organismo frente a um estimulo quimico, é necessario
observar as interagcOes existentes entre esses fatores, os quais, uma vez
definidos, servem de base para estudos a respeito dos aspectos envolvidos tanto
na percepcao olfativa de odores, como na atividade comportamental das
espécies em estudo, quando expostas aos mesmos [67].

Sendo assim, para uma possivel identificacdo da atividade quimica de

um extrato, mistura de substancias conhecidas ou uma substancia isolada, bem
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como a funcéo desses odores na comunicacdo quimica de insetos, é necessario
0 uso de meétodos laboratoriais, os quais fornecem informacdes a respeito das
percepcbes motoras (bioensaios comportamentais) e eletroantenograficas
(bioensaios eletrofisioldgicos), destes insetos frente a um determinado estimulo
quimico [67].

O uso de feromodnio para o0 manejo de pragas agricolas € uma técnica
inovadora que surge para otimizar de forma racional o controle de insetos em
monoculturas [68].

As sementes de J. curcas sdo toxicas aos seres humanos e aos animais
e, por essa razao, sua utilizagdo como fontes nutritivas ndo séo possiveis [69]. A
toxicidade das sementes é atribuida principalmente a um grupo de ésteres
diterpénicos denominados ésteres de forbol (I) os quais estdo contidos em
concentracfes relativamente elevadas. Estas substancias estdo distribuidas nas
espécies das plantas da familia Euphorbiaceae e Thymelaceae e sua estrutura €
baseada em um esqueleto tetraciclico de carbono conhecido como tigliane (lI)
(Figura 7) [70].

OCO(CH,);,CHj

CH,OH

(1) (1)

Figura 7: Estrutura do ester de forbol (I) e tigliane (Il) isoladas do 6leo fixo das
sementes de J. curcas
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A atividade moluscicida dos extratos das sementes, assim como uso
difundido das sementes na medicina tradicional pode ser igualmente associada a
presenca destas substancias [71].

Segundo Lorenzi e Matos [55] a toxidade das sementes esta relacionada
com a presenca da substancia curcina e toxalbulmina, presentes em algumas
espécies de Jatropha.

Gubitz e Mittelbach [72] descrevem uma revisdo sobre os mais recentes
meétodos para o cultivo e melhoria genética desta planta. O processo de trans-
esterificacdo do 6leo da semente como biocombustivel foi avaliado em uma
escala industrial (1500 t/ano). As varias substancias biologicamente ativas
isoladas e caracterizadas de todas as partes da planta, além de seus
mecanismos de acédo, foram estudadas com relacdo a um grande numero de
aplicacdes na “medicina alternativa”. O autor relata, ainda, sobre as substancias
responsaveis pela toxicidade de J. curcas (os ésteres de forbol) aos animais e
aos seres humanos, e de suas propriedades moluscicida, inseticidas e fungicidas
foram demonstradas em experiéncias de escala laboratorial e experimentacdes
de campo.

Adebowale e Adedire [73] investigaram a composi¢cdo quimica das
sementes de J. curcas, na qual foram identificados na fracdo insaponificavel do
Oleo dez esterdides e treze alcoois triterpénicos. A atividade inseticida foi testada
frente aos ovos do besouro Callosobruchus maculatu, no qual foi observada uma
reducdo no numero de ovos, sendo o Oleo fixo de J. curcas considerado
promissor para incorporacdo no programa de controle do inseto-praga de

leguminosas.
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Em um estudo realizado por Makkar e colaboradores [74] com quatro
variedades de J. curcas, duas originarias da Nicaragua, uma da Nigéria e outra
do México, foram avaliados o peso médio das sementes, a porcentagem de fibra
gue compdem a semente e a quantidade de proteina crua em cada espécie além
dos niveis de aminoacidos essenciais. As concentracdes de ésteres de forbol nas
sementes de variedades de Cabo Verde, da Nicaragua, e da Nigéria eram muito
mais elevadas do que as sementes da variedade nao toxica mexicana. Assim,
percebeu-se que a toxicidade de J. curcas esta relacionada com os niveis de
éster de forbol na planta.

Goel e colaboradores [71] fizeram uma revisdo sobre a estrutura, o
isolamento e deteccéo dos ésteres de forbol e de suas atividades biolégicas. Os
limites de toxicidade destas substancias em algumas espécies de Jatropha
também foram avaliados na dieta alimentar em diferentes animais.

Em outro estudo, foram avaliados e caracterizados os teores de ésteres
de forbol das sementes de J. curcas de trés localidades diferentes: Malasia,
Indonésia e india. Verificou-se uma variacdo nos teores de 6leo e de ésteres de
forbol, bem como foi estudado o efeito de refino do 6leo no teor de ésteres de
forbol utilizando a técnica de CLAE. Segundo esses autores a concentracao dos
ésteres de forbol na planta também depende do solo e das circunstancias
climaticas da regido [69].

Em um estudo realizado por Mujumdar e Misar [75] 0s extratos
metandlicos da raiz de J. curcas exibiu a atividade antiinflamatoria sistematica
significativa em edemas induzidos nas patas de ratos. Osoniyi e Onajobi [76],

também avaliaram a atividade coagulante e anticoagulante do latex de J. curcas
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comprovando que foi reduzido significativamente o tempo de coagulacdo do

sangue em humanos.

2.2.1 Compostos Isolados do Género Jatropha

Goulart e colaboradores [77] isolaram, a partir do extrato etandlico das
raizes de J. elliptica, os diterpendides jatrofona (1) e jatrofolanas A (2) e B (3),
juntamente com o éster ferulato de pentatriacontanila (4), a cumarina fraxetina
(5), a cumarinalignéide propacina (6), o triterpendide acido 3-O-acetilaleuritélico
(7), taraxetol (7a) e uma mistura dos esterdides (-sitosterol (8) e estigmasterol
(9).

E importante mencionar que a jatrofona (1) foi isolada com um
rendimento de 1% em relacédo ao peso bruto da raiz, sendo uma importante fonte
comercial anti-cancer. Os diterpenodides 1, 2 e 3 j4 haviam sido encontrados em
J. gossypiifolia, enquanto 2 e 3 também foram encontrados de J. curcas. Os

compostos 2, 5 e 6 foram encontrados em J. glandulifera (Figura 8) .
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(2) 2B8-Me, R =H
3) 2a-Me, R=H

| i |
o (CHy)aq © N
X o
HO HO 0 0
(4) éster ferulato de pentatriacontanila OH

(5) fraxetina
OH

(7) R =Ac, R, =COOH, &cido 3-O-
acetilaleuritdlico
(7a) R = H, Ry = Me, taraxetol

(6) propacina

(8) 22,23-diidro, psitosterol

(9) A%, estigmasterol
Figura 8: Estruturas dos compostos isolados das raizes da J. elliptica.

Os compostos de 5 a 8 também ja haviam sido isolados por Schmeda-

Hirschmann e colaboradores [78], das raizes de J. grossidentata.
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Ravindranath e colaboradores [79] isolaram do extrato hexanico das
partes aéreas secas de J. curcas, vinte diferentes componentes, entre eles quatro
diterpendides, até entdo, desconhecidos (10-13) e seis destes compostos ainda
nao relatados nesta espécie: o ferrulato de (E)- tetradecila (14), oleanolato de 3-
O-(2)-cumaroila (15), heudelotinona (16), epi-isojatrogrossidiona (17), 2a-hidroxi-

epi-isojatrogrossidiona (18) e 2-metilantraquinona (19) (Figura 9) .

OAc H

(11)

(12) (13)
|

(@) COO-[CH2]13-CH3
D/\/
HO

(14) (15)

Figura 9: Estruturas de diterpendides isolados das partes aéreas de J. curcas
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(17)
o)
o)

(19)

Figura 9: Continuacao

Brum e colaboradores [80] isolaram a partir do caule de J. weddelliana,
os diterpendides 4Z-jatrogrossidentadiona (20), 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona
(21), 2-hidroxiisojatrogrossidiona (22), 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona (23), 4E-
jatrogrossidentadiona (24), 15-epi-4E-jatrogrossidentadiona (25), jatrogrossidiona

(26) e jatrowediol (27) (Figura 10) .
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(20) 15 B-OH (22) 2 a-OH
(21) 15 a-OH (23) 2 B-OH
H
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S
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(24) 15 B-OH (26)
(25) 15 a-OH

(27)
Figura 10: Estruturas dos diterpendides de origem das raizes de J. weddelliana.

Aiyelaagbe e colaboradores [50] relata o isolamento de seis
diterpendides das raizes de J. podagrica Hook, sendo elas a 4-Z-
jatrogrossidentadiona  (20), 15-epi-4-Z-jatrogrossidentadiona (22), 2-
hidroxiisojatrogrossidiona (22) e a 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona (23), ja
isoladas de J. weddelliana por Brum e colaboradores (Figura 10), juntamente
com a japodagrina (28) e japodagrona (29) (Figura 11). Todos os diterpendides
foram ativos frente a Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, excetuando a

japodagrona (29), que mostrou-se ativa somente frente a B. subtilis. Estes
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compostos podem ser 0s responsaveis por algumas das atividades bacterianas

apresentadas pelos extratos desta planta.

(29)

Figura 11: Estruturas dos diterpendides das raizes de J. podagrica.

Em outro trabalho mais recente (2008), Aiyelaagbe e Gloer [81] isolaram
da raiz de J. podagrica um novo acido alifatico 2-metil-4,5—dimetilmetileno-8-oxo-
nonandico (acido japodica) (30), octacosanil-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-(E)-
propenoato (erythrinasinato) (31) e 8-hidréxi-6,7-dimetdxi cumarina (fraxidina)
(32) (Figura 12), sendo estes trés compostos avaliados frente as bactérias
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa e frente as larvas do inseto Helicoverpa zea. O composto (30)
apresentou-se inativo para os testes antibacteriano e ativo frente as larvas do
inseto. JA os outros dois compostos indicaram atividade moderada somente

frente as bactérias.
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OO~ (CH2)267CH,
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CH,
(30) (31)
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H5CO O_ _CH,
H5CO =
(32)

Figura 12: Estruturas de origem das raizes de J. podagrica.

Dois diterpendides foram isolados do caule de J. multifida, a multifolona
(33) e acetato de (4E)-jatrogrossidentadiona (34) (Figura 13), juntamente com
outros compostos conhecidos, a jatrofona (1), 15-epi-(4E)-jatrogrossidentadiona
(19), (4E)-jatrogrossidentadiona (24), a citlalitriona (35) e cleomiscosina A
(cumarino lignana) (36). Esta planta tem reconhecida propriedade antibacteriana

[82].
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(33) Ry = H, B-OH: R, =H
(34) Ri= O: Ry = Ac (35)

(36)

Figura 13: Estruturas dos diterpendides de origem do caule de J. multifida.

Em outro estudo realizado por Van den Berg e colaboradores [83], foi
isolado do latex de J. curcas, o octapeptideo ciclico curcaciclina A (37), cuja
sequéncia foi determinada como sendo Gly;-Leu,-Leus-Glys-Thrs-Valg-Leus-Leug-
Gly; (Figura 14). Este peptideo apresenta uma moderada inibicdo dose-

dependente da proliferagdo da célula T-humana.

Glyl1 — Leu2 — Leu3 — Gly 4

Leu8 — Leu7 — Val6 —— Thr5
Figura 14: C urcaciclina A (37)

Auvin e colaboradores [84] também descreveram o isolamento da

Curcaciclina B (38) (Figura 15), um nonapetideo ciclico, juntamente com a
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Curcaciclina A (37). Esses peptideos ciclicos apresentam atividade

imunomodulatoria [84].

Leu,

N-H

o /\
Leu, H - H-N 8]
/;O N lfl\‘(:f? E\e Gly,

0
0
W

Ile,

Ser;

Figura 15: Curcaciclina B (38)

Em seu trabalho, Staubmanna e colaboradores [85] citam o isolamento, a
partir das folhas de J. curcas, de 5-hidroxipirrolidin-2-ona e pirimidin-2,4-diona
(uracila). Das partes aéreas de J. curcas, foi também isolado um dinorditerpeno

raro denominado heudolotinona (39) (Figura 16) [86].

OH

Figura 16: Heudolotinona (39)

Em outro trabalho realizado por Ravindranath e colaboradores [87] foram
isolados trés compostos bioativos a partir do caule de J. curcas. Os trés
compostos isolados fazem parte de um grupo novo e raro de produtos naturais
conhecidos como preussomerinas e desoxipreussomerinas, denominadas de
palmarumicina CP1 (40), palmarumicina JC1 (41) e palmarumicina JC2 (42)
(Figura 17) . Derivados de preussomerinas e desoxipreussomerinas possuem um
grande numero de atividades bioldgicas, tais como propriedades antibacteriana,

antifingica, herbicida, antibidtica e antitumoral.
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(40) (41) (42)

Figura 17: Estruturas das desoxipreussomerinas (40), (41) e (42) isoladas de J.
curcas

Do dleo fixo da semente de J. curcas foram isolados seis ésteres
diterpénicos (44-49) instaveis, todos possuindo a mesma porcéo diterpénica, a

12-desoxi-16-hidroxiforbol (43) (Figura 18 ) [88].
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Figura 18: Compostos isolados do 6leo da semente de J. curcas. Sendo (46) e

(47) epimeros na posicao do carbono 8.

Wang Zhao-yu e colaboradores [89] obtiveram os componentes bioativos

dos extratos das folhas de J. curcas, utilizando a técnica de extragdo com fluido

supercritico (CO,), sendo o 22,23-diidro-estigmasterol (16,14%) (50), a-tocoferol

(15,18%) (51), B-amirina (7,73%) (52) e dotriacontanol (7,02%) (53) identificados

como 0s compostos mais abundantes (Figura 19).

44



O

(51)

HO-(CH2)31-CH3

(52) (53)

Figura 19: Estruturas dos constituintes dos extratos das folhas de J. curcas por
extracdo com fluido supercritico

Em outro trabalho sobre a técnica de extracdo por fluido supercritico de
compostos de J. curcas, 0s autores relatam a identificacdo de diterpenos,
hidroxibenzenos e cetonas [90].

Rodrigues e colaboradores [91] realizaram um estudo fitoquimico das
raizes e folhas de Jatropha sp., conhecida popularmente como “minancora do
campo”, com o intuito de determinar a atividade antioxidante das fracdes e
substancias isoladas. Esta planta é utilizada pela “medicina alternativa” em forma
de extratos para a desobstrugdo das vias aéreas. Foi realizado um teste
qualitativo para sua atividade antioxidante com f-caroteno 0 que permitiu
selecionar uma das fracdes das raizes para o teste quantitativo com DPPH (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl), tendo a rutina como padrdo antioxidante. O melhor
resultado da capacidade antioxidante da fracdo, ocorreu na concentracdo de 1

mg/mL com 91,51% contra 89,45% para a rutina na mesma concentracdo. A
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partir deste estudo, foi possivel verificar a presenca de substancias com bom
potencial antioxidante nas raizes de Jatropha sp.

Diante do exposto, nos tornamos interessados pelo estudo quimico e
biolégico de acessos de J. curcas cultivados no Banco de Germoplasma do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Sergipe. Este trabalho
contribuird com a caracterizacao e identificacdo genética dos acessos. Prof. ver

com Renata Mann
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3. OBJETIVOS

Identificar os componentes volateis de seis acessos e de uma cultivar
EPAMIG (EMB) de Jatropha curcas L. e verificar se ha diferenciacéo entre

a composicao quimica das folhas frescas e secas;

Determinar o perfil cromatografico do extrato metandlico das folhas dos

seis acessos e da cultivar EPAMIG (EMB) de J. curcas por CLAE;

Realizar analises quimiométricas (PCA e HCA) dos cromatogramas

fingerprint obtidos;

. Avaliar a atividade inseticida dos extratos metandlicos das folhas (frescas
e secas) de J. curcas, utilizando um ensaio de ingestdo sobre a

Spodoptera frugiperda.

Realizar teste de citotoxicidade in vitro com extratos metanolicos de J.

curcas para 4 linhagens de células tumorais com intuito de verificar o

potencial antitumoral dos extratos desta espécie
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e ldentificacdo do Material Vegetal

As folhas dos seis acessos da espécie J. curcas (nomeados de PM-2, PM-
7, PM-10, PM-11, PM-12 e PM-14) foram coletadas no més de janeiro de 2009
(frescas) e no més de marco de 2009 (secas ao ar por 05 dias). Os acessos sao
provenientes dos Estados de Minas Gerais, Goias e Espirito Santo, cultivados no
Banco de Germoplasma do Departamento de Agronomia do Campus da
Universidade Federal de Sergipe em S&o Cristovao-SE. Em outubro de 2008,
foram coletadas as folhas de espécimes de uma cultivar (EPAMIG) de J. curcas
(nomeada EMB) cultivadas no campo experimental da Embrapa Tabuleiros

Costeiros, no municipio de Umbauba-SE (Tabela 2).

Tabela 2: Dados dos acessos da espécie J. curcas L.

Acesso Cabdigo Estado
PM-2 JCUFLA001(02) Minas Gerais
PM-7 JCUFLA001(07) Minas Gerais
PM-10 JC016URVSHGO Goias
PM-11 JCO011URVGO Goias
PM-12 JCO012URVMG Minas Gerais
PM-14 JCO014URVES Espirito Santo
EMB Minas Gerais

Para verificar o efeito da secagem na composicao dos volateis das folhas
de J. curcas, foi realizado no més de maio de 2009, um experimento de secagem
com o acesso PM-2, o qual foi selecionado devido a maior disponibilidade de

material vegetal. Parte das folhas desse acesso foi seca ao ar durante 11 dias,
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enguanto uma outra parte foi colocada para secar em estufa com circulacao de ar

durante um periodo de 3 dias a uma temperatura constante de 37°C.

4.2 Obtencéao dos Compostos Volateis das Folhas

Os compostos volateis das folhas frescas e secas de J. curcas foram
obtidos em triplicata através da técnica de hidrodestilacdo, utilizando
aparelhagem do tipo Clevenger. Sendo assim, as folhas frescas (83,4 - 271,8 g) e
secas (123,7 - 242,1 g) dos seis acessos e da cultivar EMB foram trituradas
separadamente em liquidificador e, em seguida, transferidas para um baldo de
fundo redondo (capacidade 2000 mL), onde se adicionou aproximadamente 1250
mL de agua destilada.

Em seguida aqueceu-se o sistema em manta aquecedora por 3 horas. Os
compostos volateis foram arrastados juntamente com o vapor de agua e
posteriormente condensados. Os componentes volateis foram separados da fase
aguosa atraves de extracao liquido-liquido usando CHCl, (3 x 15mL). A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e o volume de solvente foi reduzido em
rotaevaporador. Em seguida, a amostra foi cuidadosamente concentrada em
fluxo de gas N, até o volume final de aproximadamente 0,5 mL, ficando

armazenada em frascos ambar em freezer até a realizacdo das analises por CG.

4.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As amostras contendo os componentes volateis das folhas de J. curcas

foram analisadas em Cromatégrafo gasoso acoplado a um Espectrdmetro de
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Massas marca Shimadzu modelo QP5050A, equipado com uma coluna capilar de
silica fundida marca Phenomenex® Zebron ZB-5MS (30 m de comprimento X
0,25 mm de diametro interno x 0,25 uym de espessura do filme). O gas de arraste
utilizado foi o Hélio (1,2 mL.min?) e o volume injetado foi de 0,5 pL. A
temperatura do forno inicial foi de 40°C mantidos por 4 min e em seguida foi
programada para aumentar 4°C.min™ até 220°C e depois 20°C.min™* até 240°C,
perfazendo 50 min de analise. As temperaturas do injetor e detector foram 250°C
e 280°C, respectivamente. O espectrdmetro de massas operou no modo scam
com intervalos de varredura de 0,5 fragmentos por segundo e energia de impacto
de 70 eV, na faixa de m/z 40-350 Da.

Os indices de retencao foram obtidos co-injetando a amostra dos volateis
com uma mistura de hidrocarbonetos lineares (Cg-Cig). Os indices de retencao
entre 700 a 899 e acima de 1800 foram obtidos por extrapolacdo. A percentagem
de cada componente foi determinada pela area do componente dividida pela area
total de todos os componentes presentes na mistura.

A identificacdo dos compostos foi feita com base nos indices de retencao
[92] e na comparacédo computadorizada dos espectros de massas adquiridos com
agueles armazenados no banco de dados de espectros de massas do sistema
CG/EM (NIST107 e NIST21; WILEY), juntamente com espectros de massas da

literatura [93].
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4.4 Determinacdo do Perfil Cromatografico por CLAE dos Extratos de

Jatropha curcas L.

4.4.1 Equipamentos e Reagentes

O metanol utilizado para preparacao dos extratos metandlicos das folhas
frescas e secas foram de grau P.A. da marca Synth (LabSynth Produtos para
Lab. LTda, Diadema, SP, Brasil) e Quimex (F. Maia Industria e Com. Ltda,
comercializada pela Merck S.A).

A acetonitrila utilizada nas anélises cromatograficas de alta eficiéncia foi
de pureza analitica e grau CLAE (JT Baker, Philipsburg, PA, EUA; Carlo Erba,
Duque de Caxias, RJ, Brasil).

O metanol utilizado na preparacdo das amostras para extracdo em fase
sélida (SPE) foi de pureza analitica e grau CLAE (Carlo Erba, Duque de Caxias,
RJ, Brasil).

Foi preparada uma solucédo de acido fosférico (85,1%) de grau analitico
(JT. Baker, Philipsburg, PA, EUA) em pH 3.

A agua deionizada utilizada na composicado da fase movel e no preparo
das amostras para a extragdo em fase solida (SPE) foi obtida em um sistema
MILLI-Q (Millipore, Sao Paulo, SP, Brasil).

As pesagens foram realizadas em balanca analitica modelo APX 200 da
marca Denver Instrumet Company.

Os extratos metandlicos foram concentrados em evaporador rotatério da

marca Heidolph®
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Os solventes utilizados nas analises cromatograficas de alta eficiéncia
foram previamente filtrados utilizando membrana filtrante da marca MFS de nylon
de 47 mm (diametro da membrana) e 0,45 um (didametro do poro), e sonicados
em aparelho Ultra Cleaner Modelo USC-1600A da (Unique Ind. E Com. Prod.
Eletr. Ltda, Brasil).

Foi utilizado um cartucho de SPE C;5 com volume de 1 mL e coluna de
100 mg, da marca J.T. Baker (40 um APD, 60A).

Para realizacdo da SPE foi utilizada uma bomba a vacuo DIAPUMP®
(FANEM, SP, Brasil) acoplada a um manifold a vacuo de 12 portas
(Phenomenex).

A coluna cromatogréfica utilizada nas anélises por CLAE foi Ci5 LUNA®
(5 um, 250 x 4.60 mm, Phenomenex), coluna hexil-fenil Luna® (10pm, 150 x 4,6
mm, Phenomenex).

O liquidificador utilizado para triturar as folhas frescas e secas na

preparacao do extrato metandlico foi da marca Black&Decker (uso domeéstico).

4.4.2 Sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Efi  ciéncia

Sistema 1. Cromatoégrafo liquido da marca SHIMADZU (Kyoto, Japao), modelo
Prominence, para eluicdo gradiente, composto de duas bombas LC-6A,
degaseificador DGU-20A3 auto injetor SIL-10A, detector UV com arranjo de
diodos SPD-M20Avp conectado a uma interface CBM 20A. O equipamento foi
gerenciado pelo software LC Solution. Aparelho pertencente ao Departamento de

Quimica da UFS.
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Sistema 2: Cromatografo liquido da marca SHIMADZU (Kyoto, Japao), modelo
Prominence, para eluicdo gradiente, composto de uma bomba LC-20AT, com
valvula solendide de quatro linhas, degaseificador DGU-20A5 auto injetor SIL-
10A, detector UV com arranjo de diodos SPD-M10Avp ligado a uma interface
CBM-20A. O equipamento foi gerenciado pelo software LC Solution. Aparelho
pertencente ao Laboratério de Sintese Orgénica e CLAE do Departamento de

Quimica da UFSCar.

4.4.3 Preparacao dos Extratos Vegetais

As folhas frescas dos seis acessos de J. curcas coletadas no més de
outubro de 2008 e a cultivar EMB foram trituradas em um liquidificador, sendo,
posteriormente, submetidas ao processo de extracao por maceracao em metanol
(1:4 p/v) durante cinco dias. Em seguida, a mistura foi filtrada, o solvente foi
concentrado em evaporador rotatorio sob pressao reduzida e temperatura de 50°
C, até a remocdo completa do solvente. Este procedimento de extracdo foi
repetido por mais uma vez, resultando nos respectivos extratos metanolicos
brutos (Tabela 3).

As folhas dos seis acessos de J. curcas coletadas no més de maio de
2009 e a cultivar EMB foram separadamente secas a temperatura ambiente
durante onze dias. Apds este periodo, o material foi triturado em um liquidificador,
sendo, posteriormente, submetidas a uma extragdo por maceracdo em metanol
(1:4 plv) de forma semelhante ao procedimento de extracdo com as folhas

frescas (Tabela 3).
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Tabela 3: Rendimento dos extratos metanolicos das folhas frescas e secas

Acessos Folha Fresca Folha Seca

Massa da Massa do Massa da Massa do

planta (g) extrato(g) planta (g) extrato(g)
PM-2 227,7 10,7 123,8 10,9
PM-7 87,7 4,6 123,7 4,6
PM-10 179,0 51 242,1 12,6
PM-11 271,8 8,7 149,3 9,4
PM-12 249,2 7,8 134,3 9,4
PM-14 233,0 3,7 185,7 9,8
EMB 83,4 2,6 127,5 6,3

4.5 Preparo das Amostras para CLAE

4.5.1 Extracdo em Fase Soélida (SPE- Solid Phase Ext raction)

Com o objetivo de obter o perfil cromatografico, livre de interferentes, dos
extratos brutos das folhas de seis diferentes acessos e da cultivar EMB de J.
curcas L. por CLAE, foi necessario realizar um pré-tratamento (clean-up) através
de SPE.

O extrato metandlico do acesso PM-7 folhas frescas (PM-7-FF) foi
escolhido para a otimizacdo das condigbes de analise por SPE e CLAE por
apresentar-se em maior quantidade disponivel. Para isso, foi preparado uma
solucéo de 30 mg do extrato em 1 mL de metanol. Dois procedimentos de clean-
up da amostra foram testados, sendo as fracbes obtidas analisadas

separadamente por CLAE:
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1° Método: O cartucho foi condicionado com 3 mL de metanol, seguido de 1 mL
de agua. Posteriormente, foi aplicado 100uL da solugdo (30mg/mL) a qual foi
eluida sequencialmente com 1 mL das solugcbes: 5%, 10%, 15%, 20%, 30%,

50%, 60% MeOH:H,O e 100% MeOH, gerando oito fracdes.

2° Método: O cartucho foi condicionado com 3 mL de metanol, seguido de 1 mL
de agua. Posteriormente, foi aplicado 100uL da solugdo (30mg/mL) a qual foi
eluida somente com 1 mL de metanol puro, gerando apenas uma Unica fracdo

denominada MeOHpuro.

Figura 20: Sistema analitico para extracao em fase sélida (SPE) (manifold a
vacuo de 12 portas)

4.5.2 CondigOes Analiticas do Perfil Cromatografico

As fracdes 100% MeOHpuro dos seis acessos e da cultivar EMB de J.

curcas foram analisadas em quintuplicata no Sistema 2 de Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia. Na andlise foi empregado um sistema de eluicdo gradiente no
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modo reverso, no qual a porcentagem de ACN (B) e H,O(A) variaram da seguinte
forma:

- tempo de analise: 10% (B) em 3 min, de 10% a 18% em 3 min, 18% (B)
em 29 min;

- tempo de limpeza: de 18% a 80% (B) em 1 min e mantida constante em
80% (B) por 15 min;

Ao término da corrida cromatografica foi empregado um gradiente de
volta de 80% a 10% (B) em 2 min e o tempo de espera para recondicionamento
da coluna foi de 10 min. A vazao empregada foi de 1 mL/min e em cada analise
foram injetadas 25 uL da amostra utilizando a coluna Cis LUNA® (5 pm, 250 x 4,6

mm, Phenomenex).

4.6 Analise Quimiométrica

As analises quimiométricas foram realizadas pelo Prof. Dr. Edenir
Rodrigues Pereira Filho, da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)

empregando o software Pirouette®, versdo 4.0 (Informetrix)

4.7 Atividade Frente a Spodoptera frugiperda

Os ensaios biolégicos com os extratos brutos de J. curcas foram
realizados no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Quimica da
UFSCar sob a supervisdo do Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes e da Prof? Dra.
Andréia Pereira Matos.

Para a realizagdo do ensaio, o laboratério era mantido a uma
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temperatura de 25 + 1°C, UR de 70 + 5 % e fotofase de 12h.

Uma dieta artificial [95] contendo agua destilada (600 mL), &gar (10,3 g),
extrato de levedura (25,3 g), gérmem de trigo (39,6 g), acido sérbico (0,8 g),
acido ascorbico (2,6 g), formaldeido 40% (6,3 mL), tetraciclina (50 mg), nipagin
(1,1 g) e feijao carioquinha (82,5 g) foi utilizada para a realizacdo dos ensaios
biolégicos.

Para a realizacdo dos bioensaios, 0s extratos metandlicos de J. curcas
foram solubilizadas em uma pequena quantidade de solvente e misturados ao
acido ascorbico contido na dieta artificial [94]. Posteriormente a evaporacdo do
solvente, a mistura (acido ascoOrbico e extrato) foi incorporada a dieta quando
esta atingiu uma temperatura de 50°C [95-97].

Foram utilizadas trinta lagartas para cada tratamento. Cada fracao foi
incorporada a dieta artificial para S. frugiperda na proporcdo de 100 mg de
extrato para 100 g de dieta (1000 mg Kg™). Além das dietas correspondentes a
cada extrato, também foi preparada uma dieta testemunha, sem extrato,
utilizando o solvente (metanol) em que foi solubilizado os extratos.

Depois da preparacao, as dietas foram vertidas em tubos de vidro (8,5 x
2,5 cm), previamente esterilizados, em estufa a 170°C por 1 h e em seguida
tampados com algodao hidrofugo. Apds a colocagdo da dieta, os tubos foram
mantidos por 24 h em grades de arame para eliminacdo do excesso de umidade
(goticulas de agua) de suas paredes. A seguir, foi feita a inoculacédo das lagartas
recém-eclodidas de S. frugiperda, utilizando-se uma lagarta por tubo de vidro.

As pupas obtidas foram pesadas um dia apds a pupacdao, e transferidas
para copos plasticos de 50 mL de capacidade, onde permaneceram até a

emergéncia dos adultos.
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Os parametros avaliados foram a duracao das fases larval e pupal, peso
das pupas e porcentagem de insetos mortos (mortalidade) ao final de cada fase.
Para cada tratamento foram utilizadas 30 lagartas, distribuidas em triplicatas de
dez lagartas cada, em delineamento completamente casualizado. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA). A comparacao entre meédias
dos tratamentos foi feita através do Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

Figura 21: (a) preparacédo da dieta artificial para realizacdo do ensaio de ingestao
frente a S. frugiperda (b) gaiola para acasalamanto dos insetos (c) pupas apos
esterilizacéo

4.8 Ensaio de Citotoxicidade IN VITRO em Células Tumorais

Foi realizado um teste de citotoxidade in vitro em parceria com o Prof. Dr.
Daniel Pereira Bezerra do Departamento de Farmacia da UFS. Amostras dos
extratos metandlicos das folhas frescas e secas dos seis acessos (PM-2, PM-7,
PM-10, PM-11, PM-12, PM-14) e da cultivar EMB de J. curcas foram enviados ao
Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara sob
responsabilidade dos professores Drs. Clatdia do O Pessoa, Manoel Odorico de

Moraes e Leticia Veras Lotufo e da Msc. Adriana Andrade Carvalho.
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4.8.1 Material

Células:

As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade estédo listadas quanto

ao tipo histoldgico, origem e fonte na tabela 4 .

Tabela 4: Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Linhagens* Tipo Histologico Origem Fonte

HL-60 prI(;renLijgﬁ)r(r:ll'isca Humana  Children’s Mercy Hospital- EUA
HCT-8 Carcinoma de colon Humana  Children’s Mercy Hospital- EUA
SF-295 Glioblastoma Humana Instituto Nacional do Céancer- EUA
MDA-MB-435 Melanoma Humana Instituto Nacional do Céancer- EUA

*Linhagens pertencentes ao Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara.

Manutencgéo das Células em Cultura:

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de
células (75 cm® volume de 250 mL), o meio utilizado foi o RPMI 1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em incubadoras com
atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C. Diariamente acompanhava-se o0 crescimento
celular com a utilizagdo de microscépio de inversdo. O meio foi trocado sempre
que o crescimento celular atingia confluéncia necessaria para renovacao de
nutrientes. Para a manutencdo de células aderidas utilizou-se tripsina (0,25%)

para que as células despregassem-se das paredes das garrafas [98].
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Amostras: Os extratos metandlicos dos seis acessos (PM-2, PM-7, PM-
10, PM-11, PM-12 e PM-14) e da cultivar (EPAMIG) EMB foram diluidas em
DMSO puro estéril. Estes foram testados na concentracdo de 50 pg/mL. Para
determinacao da Clsp, € também foram avaliados em concentracdes crescentes

em diluicdo seriada.

4.8.2 Principio do Teste

A avaliacdo do potencial citotoxico das substancias testes foram
realizadas em células tumorais humanas (HL-60, HCT-8, SF-295 e MDA-MB-435)

através do meétodo do MTT ap0s 72 horas de incubacao.

Metodologia

As células em suspensdo ou monocamadas foram distribuidas em
multiplacas de 96 cavidades numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para
células em suspensdo (HL-60) e 0,7 x 10° células/mL para as células aderidas
(MDA-MB-435, SF-295 e HCT-8). Ap6s 24 horas de incubacédo, as substancias
testes (concentracdo Unica ou diluicbes seriadas) dissolvidos em DMSO foram
adicionadas em cada poco, utilizando o HTS (high-throughput screening), e
encubadas por 72 horas. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O
controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Apés o periodo de
incubacédo, as placas foram centrifugadas (15 G/15 min), e o sobrenadante foi

descartado. Cada cavidade recebeu 200 pL da solucdo de MTT (0,5 mg/mL em
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meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas, em estufa a 37 °C e a 5%
CO,. Apos esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (30 G/10
min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspenso em 150 pL
de DMSO. Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas, as
absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotdmetro de placa, no

comprimento de onda de 595 nm [99].

4.8.3. Analise dos Dados

Os extratos foram testadas em concentracdo Unica ou diluicdes seriadas,
em duplicata ou triplicata. Os experimentos foram analisados segundo a média *
desvio padrdao da média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento
celular ou registrada a percentagem de inibicAo x log da concentragédo e
determinado suas Clsg (concentracao inibitdria média capaz de provocar 50% do
efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) realizado a
partir de regressdo nao-linear utilizando o programa Prisma versdao 5.0

(GraphPad Software).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composi¢cao Quimica dos Compostos Volateis das F  olhas

Os compostos volateis das folhas frescas e secas dos seis acessos e mais
a cultivar (EPAMIG) de Jatropha curcas foram obtidos pela técnica de
hidrodestilacdo em triplicata e analisados por CG/EM (Figuras 23-29, Tabelas 5-
6). Para as folhas da cultivar EPAMIG (EMB), foi realizada apenas uma extracao,
enquanto as extracOes realizadas para o teste de secagem utilizando o acesso
PM-2 foram realizadas em duplicata (secagem em estufa e ao ar durante 11 dias)
(Figura 30, Tabela 7) . Nestas analises, foi possivel identificar 28 compostos nas
folhas frescas (Tabela 5) e 52 compostos nas folhas secas (secas ao ar por 5
dias) (Tabela 6). Para o experimento de secagem com o acesso PM-2 (secas ao

ar por 11 dias e em estufa) foram identificados 53 compostos (Tabela 7).
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Tabela 5: Composicéo percentual relativa dos compostos volateis das folhas frescas de J. curcas pela técnica de hidrodestilacéo

analisada por CG/EM.

Compostos IR IR Area do pico (%)
Folhas Frescas

PM-2 PM-7 PM-10 PM-11 PM-12 PM-14 EMB
1 Pentanol 772 762 0,18+0,25 0,24+0,33 0,2830 - 0,20 £ 0,04 - 1,42
2 (&-2-Penten-1-ol 773 765 4,17+0,97 4,63+0535%8,51 4,70+£0,71 4,20+0,20 4,93+3,82 22,99
3 Hexanal 802 801 - - 0,80 £ 0,37 - - - 2,92
4  (BE)-3-Hexen-1-ol 849 844 0,83+0,059 0,27+0,37 10,32 0,53+0,57 0,40+0,11 - 1,55
5 (B)-2-Hexanal 851 846 096+1,35 0,78+0,25 2,4820 - 1,58+0,31 - 0,90
6 (2)-3-Hexen-1-ol 854 850 86,50+3,81 74,6+290 18%9,2 8550+19 86,61+1,36 87,65+1,56 B9,1
7  (E)-2-Hexen-1-ol 865 854 0,29+0,40 - - - 0,45 £0,2 - 3,14
8 (©-2-Hexen-1-ol 865 859 - - 1,53+0,15 0,57+0,00 - - -
9 n-Hexanol 869 863 1,35+0,82 1,12+0,14 2,15€0,0,71+0,41 1,73 0,36 - 5,36
10 N.I 887 - 044+0,62 125+1,77 1,26+0,14 - 20490,23 - 0,35
11 2-Heptanona 889 889 - - - - - - 0,32
12 2-Heptanol 902 894 0,30+0,42 1,03+1,45 1,160401,09+0,26 0,17 +0,07 - 0,34
13 6-Metil-5-Hepten-2-ona 984 981 - - - - - - 0,33
14 Acetato de 2-hexen-1-ila 1016 1010 0,28 +£0,39 - - - - - -
15 N.I 1017 - 063+0,89 2,11+042 1,76+0,38 1aB45 0,98+0,32 1,40+0,79 -
16 N.I 1018 - - - - - - - 0,30
17 N.I 1033 - - - - - - - 0,37
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Tabela 5: Continuagao

18 N.I 1085 - - - - - - - 2,95
19 Linalol 1099 1095 1,69+2,39 4,07+575 4579%0,155+0,83 1,62+0,89 2,49+200 8,64
20 Feniletanol 1110 1106 - - - - - - 1,61
21 Isoforona 1119 1118 - - - - - 0,54
22 Formiato de octila 1131 1127 - - - - - - 2,12
23 N.I 1143 - - - 0,16 £0,21 - - - -
24 Butanoato deZ)-3-hexenila 1185 1184 0,31+0,44 - 0,44 +0,6175x 1,06 0,36+0,50 0,56 +0,79 -
25 Safranal 1196 1197 - - 0,16 £ 0,22 - - - 0,40
26 p-Ciclocital 1216 1217 - - 0,18 +0,24 - - - 0,36
27 Nerol 1223 1227 - - 0,17 +0,24 - - - -
28 Butanoato de 2-metilZ)-3-hexenila 1230 1229 - - 0,41 +0,58 - - - 0,79
29 Butanoato de 3-metilZ)-3-hexenila 1235 1232 - 0,93+1,31 - - - - -
30 Indol 1288 1290 - - 0,40 + 0,56 - - - -
31 Tiglato de g)-3-hexenila 1321 1319 - - 0,11 £+ 0,15 - - - 1,22
32 (E)-Jasmona 1390 1390 0,76 +0,50 2,31+0,99 107% 0,58+0,02 0,19+0,26 - 0,79
33 (E)-p-lonona 1477 1487 - - 0,24 £0,33 - - - 0,66
34 Benzoato de (2)-3-hexenila 1571 1565 - 1,16 416 - - - 0,35
Total 98,69 93,34 99,27 98,24 99,41 97,03 99,83
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Tabela 6: Composicao percentual relativa dos compostos volateis das folhas secas (ao ar por 5 dias) de seis diferentes gendtipos
de J. curcas analisada por CG/EM.

Composto IRc IR Area do pico (%)
Folhas Secas

PM-2 PM-7 PM-10 PM-11 PM-12 PM-14 EMB
1  3-Metil-2-buten-1-ol 729 765 - - 0,11 +0,19 - - - -
2  1-Pentanol 772 762 1,38+1,19 0,92+1,06 2,857+ - 1,45+2,51 - 0,80
3  (&-2-Penten-1-ol 773 765 18,83+54 10,84+597,084115 22,1+5,8 292+7,6 18,44 -
4  (2-3-Hexenal 768 797 - - 0,12+ 0,20 - - - -
5 Hexanal 802 801 358+2,29 3,40+589 2,63363, 2,66+ 3,59 151+15 5,34 6,49
6  Furfural 804 828 - 0,38+0,33 0,36+0,30 11,0848 0,24+0,42 - -
7  4-Metil pentanol 845 830 - - - 3,85+ 6,66 - - -
8 (BE)-3-Hexen-1-ol 849 844  426+3,80 2,69+2,78 3,28 1,12+1,18 1,60 + 0,22 3,54
9 (B)-2-Hexenal 851 846 1,36+2,35 0,21+0,36 - 4375 3,55+5,26 14,53 -
10 (©-3-Hexen-1-ol 854 850 142+24 2530+43,8 &9834 16,71+10,0 21,84+285 17,45 0,64
11 N.I 830 - - 0,66 +£1,14 - - - - -
12 (E)-2-Hexen-1-ol 865 854 0,40+0,68 0,28+0,47 430,71 3,30+3,34 5,64+0,38 - -
13 n-Hexanol 869 863 243+102 167+1,38 3,835635266+4,60 6,86+0,10 - 5,90
14 Acetato de 2-metil butan-1-ila 879 875 - - - 10450,88 - - -
15 2-Heptanona 889 889 - - - - - - 0,49
16 Heptan-2-ol 904 894 - 099+1,14 1,787+0,1998&¢ 1,22 1,83+0,48 - -
17 3-Metiltio propan-1-al 911 901 - 0,24 +0,41 - 19+0,32  0,33+£0,57 - 1,64
18 Benzaldeido 964 952 7,76+487 3,21+555 21362 1,10+1,89 194+041 3,36 7,66
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Tabela 6: Continuagao

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

2-Metil-6-ox0-2-hepteno
N.I

1,8-desidro Cineol

N.I

N.I

N.I

2,2,6-trimetil ciclohexanona
N.I

Benzenoacetaldeido
2-Metil fenol
Acetofenona

N.I

N.I
1-Metiltio-3-pentanona
Linalol

N.I

trans-Sabineno hidrato
N.I

2,6-Dimetil ciclohexanol
N.I

Feniletanol

985
987
991
1018
1021
1022
1033
1044

1042

1050
1063
1072
1085
1089
1101
1101
1103
1105
1107
1110
1110

981

988

1636

1036

1050
1059

1080
1095

1098

1190

1106

0,31+0,54 (1832
1,14+ 0,16 -

- 0,86 +1,48
1,80+0,55 0,21 +0,36
243+3,27 0bBI&
1,01+0,23 0,25+0,43

- 2,22 +£3,84
518+0,50 0,99+1,71
- 0,34 +£0,59
2,16 £ 0,38 -
0,87 £0,76 -
1,74 +£0,81

1,83+1,59 78@0,70

2,18 + 3,43

0,18 £ 0,30 -
2,01 +0,60
0,12 + 0,20 ,260+ 0,44

0,11 +0,19 -

0,56 + 0,48 ,231+ 2,13
2,39+2,30
0,48 £0,43 -

0,44 £0,42 -
1,34960 -

0,15+ 0,26 -
2,50 + 3,28

0,63+1,09

4,06 + 2,98

2,03%3, 2,58
1,30+ 1,53 7,57
0,47 +0,41 -

1,16 £ 2,01 233% 0,69 -

0,66 = 0,60
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Tabela 6: Continuagao
40 N.I

41 trans-Pireno hidrato

42 Isoforona

43 desidro Sabina cetona
44 trans-desidrog-Terpineol
45 (©)-2-Nonenal

46 3tneo-Thujanol

47 4-Ceto isoforona

48 N.I

49 trans-Oxido de linalol (piranoide)
50 a-Terpineol

51 Safranal

52 N.I

53 Verbenona

54 p-Ciclocitral

55 Citronelol

56 Geraniol

57 2-Fenil-2-butanal

58 Indol

59 N.I

60 Tiglato de Z)-3-hexenila

1114
1121
1124

1126

1136
1136

1145

1149

1168

1177

1198

1202

1202
1203

1217

1227
1253
1273

1289

1290
1321

- - 2,56 £4,43 2,00+3,4 - -

1119 - - 1,21+0,12 2,31443, 1,05+0,94
1118 1,46+0,28 1,05+092 @&88B2 144+150 0,64+0,55
1117 3,29+0,42 - 40 90,68 - 0,33 +0,57
1134 1,89+0,28 147+105 O350 148+256 0,21+0,44
1144 0,48+0,83 0,13+0,22 - 032254 1,41+0,68
1149 - 0,58+1,00 0,73+1,26 (3153 1,04%0,45
1140 1,11+0,18 0,28#0, 0,11+0,19 0,13+0,23 -
- - - 0,56 + 0,97 - -
1173 0,60 +0,54 - 0,19+0,33 - 0,23+0,39
1186 0,65 +0,57 - 0,27 +0,46 - -
1197 - - - 0,23+0,39 -
- - 0,35+0,60 - 0,11 £ 0,19 -
1204 - 0,26 +0,45 0,18+0,3128%,2,21 -
1217 - 0,22 +£0,38 - 0,24 +£0,41 -
1223 0,29 +0,49 - 0,24 +£0,42 - 0,20+0,34

1249 2,15+0,42 145+25,61 8&485,32 - -
1273 0,76 +0,67 1,10+1,018 0,70+0,63 2,25+2,86 29G; 0,49
1290 - 0,62+0,54 0,14+0,24 - -

1319 - - - - -

4,15

43,5

2,55

1,77

0,89

0,59

1,00

18,29

1,18
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Tabela 6: Continuagéao

61 N.I 1343 - 0,78+0,67 0,21+0,36 0,10+0,16 - - - 0,31
62 N.I 1355 - - 0,85+ 1,46 - - - - 0,67
63 Neril acetona 1446 1434 - 0,20+0,34 - - 0,2136 - 1,49
64 N.I 1453 - - - - - - - 0,98
65 (E)-p-lonona 1481 1487 2,81+1,49 1,73+229 140/1 1,14+127 1,08+1,30 2,72 4,47
66 (E)-p-lonona-5,6-epoxido 1485 1488 1,39+0,29 0,99+091 024+041 150+259 514 0,45 - -
67 N.I 1495 - - - - - - - 1,05
68 N.I 1521 - - 0,22 £0,38 - - - - -
69 Angelato de bornila 1554 1564 3,77+0,39 2420 065+056 1,22+2,10 1,60+0,02 2,14 56,4
70 Benzoato deZj-3-hexen-1-ila 1575 1565 1,76+1,67 0,82+1,42 - - - - 0,46
71 N. 1691 - - - - 0,81+1,40 - - -
72 7-Etil-1,4-dimetil azuleno 1731 1730 - - 0,30,59 - 0,30 £ 0,52 - -
73 Octanoato de feniletila 1865 1846 - 0,22 +0,38 - - - - -
Total 81,25 88,96 90,57 83,01 92,78 84,51 96,26

2 indice de acordo com a referéncia [100], ° indice de acordo com a referéncia [101], ¢ indice de acordo com a referéncia [102] , ¢

indice de acordo com a referéncia [103].
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Tabela 7: Composigcéo percentual relativa dos compostos volateis das folhas secas do acesso PM-2 de J.

hidrodestilacdo analisada por CG/EM de acordo com o tempo de secagem.

curcas pela técnica de

Area do pico (%)

Compostos IRc IR 5 dias ao ar 11 dias ao ar 3 dias em estufa
1 1-Pentanol 772 762 1,38 +1,19 - -
2  (©-2-Penten-1-ol 773 765 18,83 +5,4 - 6,23 £ 4,04
3  (&)-3-Hexan-1-al 814 797 - - 0,30 £0,35
4  Hexanal 802 801 3,58 +£2,29 - -
5 (BE)-3-Hexen-1-ol 849 844 4,26 + 3,80 - -
6 (E)-2-Hexenal 851 846 1,36 £2,35 - -
7  (2)-3-Hexen-1-ol 854 850 1,42+24 15,41 + 3,69
8 (B)-2-Hexen-1-ol 865 854 0,40 £ 0,68 - -
9 n-Hexanol 869 863 2,43 +1,02 - 1,58 + 0,55
10 Benzaldeido 964 952 7,76 £ 4,87 - -
11 6-Metil-5-hepten-2-ona 985 981 0,31+0,54 - -
12 N 987 - 1,14 +£0,16 - -
13 N 1022 - 1,80 + 0,55 - -
14  Acetofenona 1063 1059 - 0,21 +0,29 -
15 Oxido decis-linalol (furandide) 1059 1067 - 0,43+0,61 1,93,12
16 Benzenoacetaldeido 1042 1036 2,43 + 3,27 1M15 -
17 N 1072 - 1,01+0,23 - -
18  1-Metiltio-3-pentanona 1089 1080 5,18 + 0,50 - -
19 Linalol 1100 1095 - - 6,85 + 4,22
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Tabela 7: Continuagéao

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

trans-Sabineno hidrato

N.I

2,6-Dimetil ciclohexanol
Feniletanol

N.I

Isoforona

Desidro sabina cetona
trans-dihidro-Terpineol
©@-2-Nonenal

4-ceto Isoforona

trans-Oxido de Linalol (piranéide)
N.I

a-Terpineol

Citronelol

Butanoato de 3-metiEj-3-hexenila
Carvenona

Geraniol

2-Fenil-2-butanal

N.I

Timol

n-Tridecane

1103
1105
1107
1110
1117
1124
1126
1136
1136
1149
1177
1196
1198
1227
1235
1248
1253
1273
1277
1286
1300

1098

1192
1106

1118
1117
1134
1144
1140
1173

1186
1223
1232
1252
1249
12%3

1289
1300

2,16 £ 0,38
0,87 £0,76

1,74+0,81
1,46 +0,28
3,29+0,42
1,89 +0,28
0,48 + 0,83
1,11 +0,18
0,60 + 0,54
0,65 £+ 0,57
0,29+0,49

2,15+0,42
0,76 £ 0,67

0,55+ 0,77

0,4880,

0,82+0,14

0,28 £0,39

0,76 £ 0,24
0,22 +0,30

0,60 £ 0,05

0,62 +0,72
1,02 +1,18
@,6839

2,10+1,30

0,44 +0,51

1,35+1,55
1,90+ 1,28
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Tabela 7: Continuagéao

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

Tiglato de Z)-3-hexenila
N.I

(E)-Jasmona
n-Tetradecano
Geranilacetona

N.I

(E)B-lonona
(E)B-lonona-5,6-epoxido
n-pentadecano

N.I

N.I

N.I

(2)-Nerolidol

Angelato de bornila
Benzoato deZ-3-hexenila
Desidro-E)-Apofarnesol
n-Hexadecano
1epi-Cubenol
n-tetradecanol
Acorenona

Heptadecano

1321
1343
1390
1400
1448
1480
1481
1485
1500
1509
1506
1517
1533
1554
1569
1583
1603
1624
1680
1692
0[5}

1319

1390
1400
1453

1487
1488
1500

1531
1564
1565
1590
1600
1627
1671
1692
1700

0,78 £ 0,67

2,81+1,49
1,39+0,29

3,77 £0,39
1,76 +1,67

152+0,31
0,85+0,01
0,46 £ 0,01
0,61+0,18
1,37 +1,93
3,85+0,94
1,81 +2,56
0,47 £0,03

0,61 +£0,09
3,56 £0,25
5,68 £2,31
0,74 +£0,01
4,13 +1,47
3,18 +0,53

1,97 £1,05
1,20+ 0,16

0,48 + 0,55
5,590% 3,
0,52 +1,27

1,01 +0,63

20,03 £ 10,57
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Tabela 7: Continuagéao

62 N.I 1710 - - 2,18 £ 0,64

63 Benzoato de Benzila 1764 1759 - 0,37 0,37

64 Hexahidrofarnesil acetona 1825 1824 - 29,00 + 2,50 -

65 (Z,2)-Farnesil acetona 1865 1860 - 570+ 1,24 1,194 0

66 N.I 1879 - - - 3,07+£1,79

67 Fitol 1999 1942 22,05+ 3,18 16,04 + 9,28
Total (%) 81,25 93,13 91,88

®indice de acordo com a referéncia [104], indice de acordo com a referéncia [105], ¢ indice de acordo com a referéncia [106].
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Figura 22: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-2
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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Figura 23: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-7
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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Figura 24: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-10
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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Figura 25: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-11
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).

5776309

Wl e L P WA S S

125 25 375 50

Figura 26: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos acesso PM-12 de
J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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Figura 27: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-14
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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Figura 28: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso EMB
de J. curcas: folha fresca (azul) e folha seca (verde).
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50

Figura 29: Cromatogramas de ions totais (TIC) representativos do acesso PM-2
de J. curcas: secagem ao ar por 11 dias (azul) e seca em estufa por 3 dias
(verde).

Os compostos volateis obtidos a partir das folhas frescas variaram
significativamente quanto a composi¢cdo quimica dos componentes entre 0s
acessos. O acesso PM-10 e a cultivar EMB foram os que se mostraram mais
semelhantes quanto os componentes volateis, apesar de terem sido coletadas
em solo e épocas do ano diferentes. O composto (Z)-3-hexen-1-ol (54) é o
composto majoritario em todos 0s acessos, com percentuais acima de

75,7+18,2%; além deste composto, pode-se destacar a presenca de (Z)-2-

penten-1-ol (55) (7,316,9%), linalol (56) (3,5+2,5%) e n-hexanol (57) (1,9+1,7%),
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0 que demonstra a predominancia dos alcoois de cadeia curta, exceto pela

presenca de linalol (monoterpeno oxigenado) (Figura 30).

NNNOH
(54) (2)-3-hexen-1-ol
OH
I
I

(56) linalol

/\/\/OH

(55) (2)-2-penten-1-ol

NSO

(57) n-hexanol

Figura 30: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial das
folhas frescas de J. curcas

Ja as analises dos compostos volateis das folhas secas revelaram que

alcoois de cadeia curta também foram majoritarios, tais como: (Z)-2-penten-1-ol

(55) (14,9+11,37%) (E)-3-hexen-1-ol (58) (5,17+9,0%), (2)-3-hexen-1-ol (54)

(9,6+9,1%), (E)-2-hexen-1-ol (59) (2,5%+2,2%), n-hexanol (57) (3,3+2,4%) e 1-

pentanol (60) (1,26+0,7%). Além dos alcodis pode-se destacar a presenca de

hexanal (61) (3,6%1,71%), benzaldeido (62) (3,9%£2,7%), bezeneacetaldeido (63)

(3,03+2,5%), 1l-metiltio-3-pentanona (64) (2,59+1,88%), alcool feniletilico (65)

(1,3+0,9%), isoforona (66) (1,46+0,89%), 2-fenil-2-butanal (67) (1,0+0,8%), (E)-B-

lonona (68) (2,2+1,2%) e geraniol (69) (8,6+6,3%) (Figura 31) .
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\/\/\/OH E E
\/\/\/OH \/\/\/OH

(57) n-hexanol (58) (E)-3-hexen-1-ol (59) (E)-2-hexen-1-ol

N0k

H H O
(60) 1-pentanol M
@)

O
(61) hexanal
(62) benzaldeido
(63) benzenoacetaldeido

s O 68

(64) 1-metiltio-3-pentanona (65) alcool feniletil (66) isoforona

O
Y O XN OH
H E
Eﬁ(\/u\

(67) 2-fenil-2-butanal (68) (E)-B-ionona (69) geraniol

Figura 31: Principais compostos identificados na analise do 6leo essencial das
folhas secas de J. curcas

A analise dos compostos volateis das folhas variando-se o tempo de
secagem ao ar (5 e 11 dias) e em estufa, permitiu verificar que ha uma grande
variacdo da composi¢ao quimica dos componentes volateis (Tabela 7). A partir
destas analises, verificou-se que nas folhas secas ao ar por 5 dias, alcoois de
cadeia curta sdo os compostos majoritarios, mas em percentual menor que o
observado para as folhas frescas. Por outro lado, nas analises das folhas secas

ao ar durante 11 dias, nao foi possivel detectar a presenca dos alcoois de cadeia
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curta (componentes majoritarios observados para as folhas frescas e secas ao ar
durante 5 dias). Com 11 dias de secagem, observou-se uma predominancia do
diterpeno fitol e da hexahidrofarnesilacetona, além da presenca de ésteres e de
alguns sesquiterpenos oxigenados como constituintes majoritarios. Ja nas
analises das folhas secas em estufa, observou-se que o percentual de alguns
alcoois de cadeia curta diminuiu quando comparado as analises das folhas secas
ao ar por 5 dias, no entanto o éster benzoato de (Z)-3-Hexen-1-ila e o diterpeno
fitol sdo os componentes majoritarios (Tabela 7). Abaixo encontra-se na tabela 8
com os valores das meédias e desvio padrdao do rendimento dos compostos

volateis das amostras estudadas de J. curcas.

Tabela 8. Média e desvio padrdo do rendimento dos compostos volateis das
folnas de seis diferentes acessos e da amostra cultivada na Embrapa de J.
curcas

Gendtipos Folha Fresca Folha Seca
Rendimento (%) Rendimento (%)

PM -2 0,65+0,17 0,32 £ 0,09
PM-2 (Estufa) - 0,54 + 0,03
PM-2 (11 dias) - 0,79 £0,04
PM -7 0,53+0,12 0,47 £0,32
PM -10 0,59 + 0,06 0,48 £ 0,33
PM -11 0,82 £ 0,05 0,44 +0,33
PM -12 0,40 £ 0,22 0,41+0,11
PM -14 0,68 £ 0,02 0,21+£0,12
EMB 0,75 0,39
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5.2. Desenvolvimento dos Cromatogramas  FINGERPRINT

5.2.1 Otimizag&o do Procedimento de Pré-tratamento  (Clean-up)

A maioria das analises que envolvem amostras reais requer varias
etapas além da medida da concentragcdo do analito de interesse em um
instrumento (UV, CLAE, CG etc.). Dentre as varias etapas envolvidas na
analise de amostras complexas, as mais comuns sao extracdo, “clean-up”
(eliminacdo de impurezas) e concentracdo. Até recentemente a técnica mais
utiizada no preparo de amostras era a extragdo liquido-liquido, mas esta
técnica requer grandes volumes de solventes orgéanicos, apresentando custo
elevado, dificil automacao e geralmente pequena
repetibilidade/reprodutibilidade em decorréncia das vérias etapas envolvendo o
analito de interesse. Assim, visando eliminar esses problemas, utilizamos a
técnica de Extracdo em Fase Sélida (SPE). Esta técnica permite ndo s6 a
extracdo eficiente dos analitos de interesse, mas também possibilita sua
concentracdo e pré-purificacdo, tornando possivel obter uma separagéo
cromatografica livre de interferentes.

A extragdo em fase solida comporta-se como uma cromatografia
liguida empregando-se uma pequena coluna aberta, usualmente denominada

cartucho de extracdo, a qual contém a fase solida [107].

Devido a alta concentracdo de clorofila nos extratos brutos de J.
curcas, inviabilizando as analises por cromatografia liquida, foi necessario
realizar um pré-tratamento por SPE nos extratos para posterior analise

cromatografica.
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Desta forma, foram testados dois métodos de extracdo em fase sélida.
No primeiro método coletou-se oito fracdes denominadas por 5%, 10%, 15%,
20%, 30%, 50%, 60% MeOH/H,O e 100% MeOH. No segundo método

obteve-se uma fragcdo denominada MeOHpuro.

As nove fracfes, oriundas do extrato metandlico do acesso PM-7-FF,
foram analisadas, separadamente, no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) (Sistema 1), utilizando um gradiente exploratério linear utilizando ACN
(B) e H,O (A), nas condi¢gbes de 5% a 100% (B) por 60 min, em uma coluna
analitica Cig Luna® (5 pm, 250 x 4,60 mm, Phenomenex). Os cromatogramas
foram registrados nos comprimentos de onda: 254, 280, 335 e 365 nm, sendo a

melhor deteccéo encontrada em 254 nm.

A escolha inicial desse gradiente exploratorio permitiu verificar a
complexidade da amostra e identificar a fase moével mais eficiente para esta

separacao. Os cromatogramas obtidos encontram-se na Figura 32.
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Figura 32: Cromatogramas das fracdes (a) 5% MeOH:H,0, (b) 10% MeOH:H,0, (c)
15% MeOH:H,0 e (d) 20% MeOH, (e) 30% MeOH, (f) 50% MeOH, (g) 60% MeOH,
(h) 100% MeOH e (i) MeOHpuro, apés tratamento por extracdo em fase solida (JT
Baker®) da amostra PM-7-FF. CondicSes cromatogréaficas: gradiente exploratério
linear de 5 a 100% ACN (B) em 60 min, vazdo 1mL/min, volume de injecéo de 25 L,

A =254 nm.
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Figura 32: Continuagao

Dentre os cromatogramas obtidos acima, o da fracdo 50% MeOH:H,O
(f), obtida pelo primeiro método de extracdo, e 0 da fracdo denominada
MeOHpuro (i), obtida através do segundo meétodo de extracdo, foram os
cromatogramas que apresentaram bandas com maiores absorcdes neste
comprimento de onda, além de se apresentarem perfis similares.

A analise visual permitiu constatar que para as duas fracbes acima
citada a eliminacéo dos interferentes utilizando a extracado em fase solida (SPE)

foi bastante eficiente, pois foi observado claramente a retencéo da clorofila nos
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cartuchos utilizados. Pode-se observar também que os cromatogramas destas
fracOes apresentaram uma linha de base ideal, o que facilitaria na otimizagao
dos cromatogramas fingerprint da planta.

Com isso, definiu-se que o segundo método de extracdo seria 0 mais
viavel, uma vez que eliminaria algumas etapas no preparo da amostra,
diminuindo os riscos de contaminagdo e perda da amostra durante o seu pre-

tratamento.

5.2.2 Otimizagéo dos Cromatogramas Fingerprint das Folhas de J. curcas

L.

Para otimizacdo das condigcbes de analise foram avaliados os
seguintes fatores: natureza do modificador organico (ACN ou MeOH), fase
estacionaria (C,g ou hexil-fenil) e as condic¢des de eluicdo gradiente.

Para avaliar o efeito do modificador organico e para uma confirmacao
da melhor condicdo de extracdo por SPE, decidiu-se submeter as nove fragoes
(5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 50%, 60% MeOH/H,0, 100% MeOH e MeOHpuro),
obtidas nos dois métodos de extragdo, as analises por CLAE utilizando um
gradiente exploratério linear utilizando MeOH (B) e H,O (A), nas condi¢bes de
5% a 100% (B) por 60 min, em uma coluna analitica Cig Luna® (5 pm, 250 x
4,60 mm, Phenomenex). Os cromatogramas foram registrados nos
comprimentos de onda: 254, 280, 335 e 365 nm, sendo a melhor detecgéo
encontrada em 254 nm.

Os cromatogramas obtidos encontram-se na Figura 33.
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Figura 33: Cromatograma das fracées (a) 5% MeOH:H,0, (b) 10% MeOH:H,0,
(c) 15% MeOH:H,0 e (d) 20% MeOH, (e) 30% MeOH, (f) 50% MeOH, (g) 60%
MeOH, (h) 100% MeOH e (i) MeOHpuro, apos tratamento por extracdo em fase
sélida (JT Baker®) da amostra PM-7-FF. Condices cromatograficas: gradiente
exploratorio linear de 5 a 100% MeOH (B) em 60 min, vazdo 1mL/min e A= 254

nm
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Figura 33: Continuagao

Ao analisar os cromatogramas (Figuras 32 e 33), observou-se que
dependendo do tipo de pré-tratamento utilizado tem-se compostos de baixa,
média e alta polaridade com maior ou menor absorcdo dos compostos no
detector DAD. Desta forma, torna-se dificil a analise de todos estes compostos
em um mesmo procedimento de eluigdo. Assim, optou-se por analisar apenas
0s compostos de média polaridade, os quais apresentaram maior absorgdo nas

fragcbes 50% MeOH:H,O e MeOHpuro.
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Para minimizar os erros da extracdo em fase solida, diminuindo o
tempo de analise e de gastos com solvente, optou-se por otimizar as condi¢des
cromatograficas apenas da fragdo MeOHpuro, confirmando o que ja havia sido

observado nas analises por CLAE utilizando a ACN como modificador organico.

A partir destas observacoes, optou-se pela utilizacdo do metanol como

modificador organico, para futuras tentativas de otimizacao.

Ao comparar os cromatogramas obtidos da fragdo MeOHpuro em um
gradiente exploratorio linear em ACN:H,O(a) e MeOH:H,O(b) (Figura 34),
percebeu-se que as bandas do cromatograma (b) apresentam-se em maior
namero e com melhor separacdo quando comparadas as bandas do

cromatograma (a).
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=) - 40
< ] <
g 40 £
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0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)

(@) (b)

Figura 34: (a) Cromatograma de eluicdo gradiente linear da fracdo MeOHpuro
em ACN:4gua apoés tratamento por extracdo em fase solida, (b) Cromatograma
de eluicdo gradiente linear da fracdo MeOHpuro da amostra PM-7-FF em
MeOH:agua ap0s tratamento por extracdo em fase sélida, A= 254 nm
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Vale a pena mencionar que, embora no cromatograma (b) as bandas
estejam em maior nimero elas apresentam-se com menor absorcdo no
detector do que as bandas presentes no cromatograma (a). Tendo em vista
que o objetivo €& um cromatograma fingerprint, a obtencdo de um

cromatograma com um maior numero de bandas torna-se importante.

Apés obtencdo deste cromatograma (Figura 34-b), foi possivel
determinar a inclinacdo do gradiente (%B/min) e correlacionar a afinidade dos
constituintes da amostra com a fase mével e a fase estacionaria.

% B/min= %B = 1,58%B/min

ty Min

%B/min = variacdo do solvente B por tempo (inclinacéo do gradiente)
%B = diferenca entre a % final de B e a % inicial
ty = tempo de gradiente
Desta forma, diferentes condi¢des de eluicdo gradiente foram testadas
com o intuito de melhorar a separacdo dos compostos da fracdo MeOHpuro.
Estas diferentes condicdes estdo descritas na Tabela 9 e seus respectivos
perfis cromatograficos mostrados na Figura 35 . Durante as nove tentativas de

otimizacoes a fase mével e estacionaria ndo foram alteradas.
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Tabela 9. Condi¢gbes cromatogréaficas avaliadas para separacdo dos compostos
quimicos realizadas em cromatografo do sistema 1, com deteccdo em A=254

nm
Condicao Eluicdo Solventes Fase Vazao Vol. de %B/min
gradiente estacionaria | (mL/min) injecéo
(B) (uL)
1 1) 20-75% MeOH:H,0 Cis 1,0 25,0 1)1,0
por 55 min; 2) 12,5
2) 75-100%
por 2 min
2 1) 25-73% MeOH:H,0 Cis 1,0 25,0 1) 0,87
por 55 min; 2) 12,5
2) 73-100%
por 2 min
3 1) 30-52% | MeOH:H,0 Cis 1,0 25,0 1) 0,5
por 45 min; 2)9,6
2) 52-100%
por 5 min
4 1) 30-50% MeOH:H,0 Cis 1,0 25,0 1) 1,00
por 20 min 2) 10,0
2) 50-100%
por 5 min
5 1) 20 - 45% | MeOH:H,O Cis 1,0 25,0 1) 1,25
por 20 min; 2)11,0
2) 45-100%
por 5 min
6 1) 40 -58% | MeOH:H,O Cis 1,0 25,0 1)0,9
por 20 min; 2) 8,4
2) 58-100%
por 5 min
7 1) 15-50% [ MeOH:H,O Cis 1,0 25,0 1) 1,75
por 20 min; 2) 10,0
2) 50-100%
por 5 min
1) 25-37%
por 25 min;
2) 37-44% 1) 0,48
- 2) 0,78
8 poromin, | \1eoH:H,0 C 1,0 250 | 3)1,0
3)  44-60% e 18 : ’ :
por 16 min;
4) 60-100% 4) 8.0
por 5 min
9 1) 30 — 40% [ MeOH:H,O Cis 1,0 25,0 1) 0,62
- 16 min; 2)1,0
2) 40 — 50% 3) 10,0
por 10 min;
3) 50-100%
por 5 min
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Figura 35: Cromatograma de eluicdo gradiente linear da fragdo MeOHpuro apos
tratamento por extracdo em fase soélida da amostra PM-7-FF. Os nudmeros
correspondem as condi¢des apresentadas na Tabela 9.
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Figura 35: Continuacao.

Observando os cromatogramas da Figura 35, percebe-se que houve
coeluicdo das primeiras bandas para todas as condi¢cdes testadas, nao
ocorrendo, assim, uma boa separacdo cromatogréfica nessas condi¢cdes de
analise. Também foi possivel observar uma 6tima seletividade para as trés
tltimas bandas na maioria das condi¢6es cromatogréaficas testadas (1, 2, 4, 8 e
9).

Posteriormente, foram realizadas diversas tentativas de melhoria do

perfil cromatogréfico variando-se a inclinagcdo do gradiente no inicio da analise
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e/ou diminuicdo da forca da fase mével. Mesmo assim, néo foi possivel obter
um perfil cromatografico adequado.

Desta forma, decidiu-se efetuar a mudanca da fase estacionaria Cig
para uma fase hexil-fenil, testando, novamente, o comportamento de todas as
fracOes coletadas nos dois métodos de extracdo por SPE mencionadas
anteriormente. Primeiramente utilizou-se uma analise em gradiente exploratério
linear tendo como fase mével a mistura MeOH(B) e H,O(A) (Tabela 10).

Sabendo-se que a seletividade pode ser alterada por troca da fase
estacionaria, levando-se em consideracdo as interacdes especificas,
resultantes de cada tipo de fase, pode-se, assim, obter melhores

cromatogramas [108].

Tabela 10. Condi¢des cromatogréficas para obtencédo do gradiente exploratorio
linear para diferentes fracbes em SPE utilizando uma coluna hexil-fenil, com
deteccdo em A=254 nm

Condicéo Eluicdo Solventes Fase Vazao Vol. de Fracdo
gradiente estacionaria | (mL/min) [ injec@o SPE (%)
(B) (ML)

1 5-100% - | MeOH:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 5%
60 min

2 5-100% - [ MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 10 %
60 min

3 5-100% - [ MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 15 %
60 min

4 5-100% - | MeOH:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 20%
60 min

5 5-100% - [ MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 30%
60 min

6 5-100% - | MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 50%
60 min

7 5-100% - [ MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 60%
60 min

8 5-100% - | MeOH:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 100%
60 min

9 5-100% - | MeOH:H,0O Hexil-Fenil 1,0 25,0 MeOHpuro
60 min
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Figura 36: Cromatogramas de eluicdo gradiente linear das fracbes obtidas por
SPE da amostra PM-7-FF. Os numeros correspondem as condi¢des
apresentadas na Tabela 10.
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Figura 36: Continuacao.

Observou-se que os cromatogramas da Figura 36 apresentaram-se
muito diferentes daqueles mencionados na Figura 32, onde se tem como Unica
alteracdo das condicfes de analise a fase estacionaria.

Embora ndo seja visualizado nos cromatogramas da Figura 36, a
maioria dos compostos de algumas fraces foram detectéveis somente durante
a limpeza da coluna (100% de (B) por 20 minutos). Isto demonstra que a
maioria dos compostos presentes nestas fracdes possuiram maior interagédo

com a fase estacionaria.
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Apos estes resultados, decidiu-se avaliar os cromatogramas apenas

das fracbes 50% MeOH/H,0, 100% MeOH (1° método de SPE) e MeOHpuro

(2° método de SPE) mudando a fase mével para ACN (B) em H,O(A). Assim,

realizou-se uma nova analise em gradiente exploratério linear de 5 a 100%

ACN (B) por 60 min.

Outras tentativas de otimizacdo utilizando essa mesma coluna também

foram testadas somente para a fragdo MeOHpuro (Tabela 11).

Tabela 11: Condi¢des cromatograficas testadas para trés diferentes fragcdes
em SPE utilizando uma coluna hexil-fenil, com deteccdo em A=254 nm

Condicéo Eluicdo Solventes Fase Vazao Vol. de | %B/min Fracdo
gradiente estacionaria | (mL/min) | injecdo SPE (%)
(B) (ML)

1 5-100% ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1,58 50
60 min

2 5—-100% ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1,58 100
60 min

3 5—-100% ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1,58 MeOHpuro
60 min

4 1)50-80% ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1)1,0 MeOHpuro
30 min; 2)6,0
2)80-100%
por 5 min

5 1) 0-50% | ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1)0,8 MeOHpuro
25 min; 2) 15,0
2)25-100%
por 5 min

6 1)20 - 36% | ACN:H,O Hexil-Fenil 1,0 25,0 1)1,0 MeOHpuro
16 min; 2)12,8
2) 36-100%
por 5 min
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Figura 37: Cromatogramas obtidos segundo as condicfes apresentadas na

Tabela 11.
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A mudanca da coluna de fase estacionaria C;g para uma fase hexil-
fenil ndo permitiu uma melhor separagcdo das bandas cromatograficas
(condigbes 1,2 e 3) tanto utilizando como fase movel a mistura MeOH:H,0 e
ACN:H,0O. Além disso, observou-se, ainda, sobreposicbes de bandas e um
aumento no tempo de retencdo dos compostos presentes nas fracdes, o que
acarretaria um aumento no tempo de andlise.

Como observado na Figura 37, o cromatograma da fragdo MeOHpuro
(condicao 3) foi a que apresentou maior absor¢cdo dos compostos presentes.
Desta forma, realizou-se tentativas para melhorar a separacao destas bandas
mudando a inclinacdo da rampa do gradiente durante as analises. Das trés
condicbes testadas, a condicdo 6 foi a que apresentou o melhor perfil
cromatografico, mas houve um alargamento das bandas, o que significa ma
eficiéncia [9].

Diante disto, apés varias tentativas de otimizagdo, optou-se por
retornar a literatura para melhor entender o desenvolvimento do método.
Snyder e Dolan (1996), desenvolveram uma metodologia para o uso de
gradiente de ampla faixa para servir como guia no desenvolvimento de
métodos por CLAE. Para isso, algumas condi¢des basicas sdo recomendadas,
tais como: o uso de colunas C;g, um gradiente de 5% a 100% de acetonitrila
por 60 min e fluxo de 2 mL.min™ [108-111].

Assim, a fragcdo MeOHpuro foi submetida a essas condi¢bes obtendo-

se 0 cromatograma da Figura 38 .

96



250 ~
200 A
150
5 ]
< i
ElOOA
50 A
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 38: Cromatograma obtido nas condi¢cbes sugeridas pela literatura de
Snyder & Dolan: coluna C;5 em gradiente linear 5% a 100% de ACN (B) em um
tempo de 60 min utilizando um fluxo de 2 mL/min, para amostra PM-7-FF.

A partir deste cromatograma pode-se determinar se a eluicdo poderia
ser feita no modo isocratico ou gradiente. Assim, calculou-se a diferenca de
tempos de retengdo pela formula At, = t,, — ta, onde, através da razdo At/ty €
permitido dizer se a eluicdo isocratica sera possivel, pois para valores menores
que 0,40 a faixa de retencdo dos seus compostos € menor do que 40% do
tempo do gradiente.

Os célculos efetuados para a Figura 38 sdo mostrados abaixo:

t; = 21 min; t,2 =15 min e ty= 60 Min

At = 1, —ta=0,1
Iy Iy
t. = tempo de retencao do ultimo pico
t.a = tempo de retencdo do primeiro pico
At, = variacao entre o tempo final menos o inicial

ty = tempo do gradiente

Avaliando-se o tempo de retencdo do primeiro pico, t,, € possivel

determinar qual o valor aceitavel para o tempo de retencéo do ultimo pico, t,
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para uma eluicdo isocratica. Usando a Tabela 12 observa-se que o0 t, maximo

permitido para 0,5<k<20 € de 38. Assim, pode-se desenvolver a separacdo em

eluicdo isocratica com 21% de ACN (B) (Tabela 13) por 38 minutos.

Tabela 12: Avaliacao dos tempos de retencao obtidos no gradiente inicial

tya (Min) Valores aceitaveis de t , (min) para
1<k<10 0,5<k<20
<1,5 a a
2 8 17
3 12 21
4 14 24
5 16 26
7 19 29
10 23 33
15 29 38
20 35 44
25 40 49
30 45 54
35 50 59
40 55 64
>40 b b
Incerteza + 3 min +5 min

Tabela 13: Estimativa da % de B para elui¢do isocratica, baseada no tempo de
retencdo do ultimo pico (t,; ) do gradiente inicial.

t;, (Min)

% de B estimada

K=5 K=10 K=20

(% ACN) (% ACN) (% ACN)
5 6 0 -
10 19 12 5
15 29 22 14
20 37 30 22
25 45 38 30
30 53 46 38
35 61 54 46
40 69 62 54
45 77 70 62
50 85 78 70
55 93 86 78
60 100 94 86
65 - 100 94

Sendo assim, a fragdo MeOHpuro foi analisada nestas condigbes

fornecendo o cromatograma da Figura 39 .
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Figura 39: Cromatograma obtido com a condi¢&o de eluicdo isocrética: 21%
ACN:H,0 por 38 min, coluna Cig, vazéo 2 mL/min, Vi, 25 yL e A = 254 nm.
Observamos, por este cromatograma, que houve uma boa seletividade
entre as bandas, mas a forca da fase mdvel utilizada no inicio da corrida
provocou uma menor retencdo destes compostos com a fase estaciondria,
fazendo com que eles saissem no inicio da analise.
Assim sendo, diferentes otimiza¢cfes de condi¢cdes de separacao foram
testadas para a fracdo MeOHpuro, variando-se a vazao e o modo de elui¢ao.
Estas diferentes condi¢cdes estdo descritas na Tabela 14 e seus respectivos

perfis cromatogréaficos encontram-se na Figura 40 .
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Tabela 14. Condicbes cromatogréficas avaliadas para separagdo dos
compostos, com deteccdo em A=254 nm.

Condicéo Eluicdo Solventes Fase Vazéo Vol.de | % B/min
gradiente estacionaria | (mL/min) injecao
(B) (uL)
1 1) 21-39% | ACN:H,O Cis 2,0 25,0 1) 0,94
19 min;
2) 39-100% 2)12.2
por 5 min
2 1) 21-39% | ACN:H,O Cis 1,0 25,0 1) 0,94
por 19 min
2) 39-100% 2)12.2
por 5 min
1) 21-26%
por 5 min; 1) 1,0
2) 26% por
2 min; 2)0,0
— 0
3 3) 26-28% | ACN:H,0 Cis 1,0 250 | 3)07
por 3 min;
4) 28-39% 4)1,2
por 9 min 5) 10,1
5) 39-100%
por 6 min
1) 21-24%
- 10 min; 1) 0,3
- 0
2,282 202
4 3) 26— 39% ACN:H,O Cis 1,0 25,0 3) 1,6
-8 min 4) 12,2

4) 39-100%
-5 min
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Figura 40: Cromatogramas para selecdo de condicbes para o método em
CLAE. Os numeros correspondem as condi¢des apresentadas na Tabela 13.
Dentre as condi¢cbes cromatograficas testadas, a condi¢cdo 1 foi a que
apresentou a melhor resolucdo dos constituintes entre 3 e 10 min,
necessitando, apenas, melhorar o inicio da corrida. Com o intuito de resolver
este problema no inicio do cromatograma, realizou-se uma nova analise nas
mesmas condi¢cdes, mudando apenas a vazao para 1mL/min (condicdo 2). O

cromatograma obtido nesta condicdo mostra um alargamento e assimetria da
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maioria das bandas cromatograficas, que podem ter sido ocasionadas pela
mistura dos mecanismos de retencéo, incompatibilidade da amostra com a fase
movel e/ou estacionaria. Nesta condi¢cdo percebe-se, ainda, um aumento na
intensidade da banda em 12 min com relagdo as outras bandas. Isto pode ter
sido provocado pela coeluicdo com outra banda.

Apés a realizacdo destas andlises, houve a oportunidade da realizacao
de uma missao de estudos junto ao Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos, em uma parceria do projeto PROCAD. Nesta
oportunidade foi possivel a realizacdo de um ensaio biolégico frente a
Spodoptera frugiperda de extratos de J. curcas. Além disso, pode-se interagir
com pesquisadores do Laboratério de Sintese Organica e CLAE do
Departamento de Quimica da UFSCar para discutir e realizar novas tentativas
de otimizacdo que pudessem resultar em um cromatograma fingerprint
apropriado.

Assim, as proximas analises foram realizadas no Cromatdgrafo liquido
denominado Sistema 2 pertencente a Universidade Federal de S&o Carlos. As
condicdes realizadas encontram-se na Tabela 15 e os cromatogramas obtidos

sdo mostrados na Figura 41.
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Tabela 15. Condicbes cromatogréficas avaliadas para separagdo dos
compostos, com deteccdo em A=254 nm.

Eluicéo Fase Vazo Vol. de
Condicéo gradiente Solventes estacionaria (mL/min) injecdo | %B/min
(B) (HL)
1) 18% por
;551r§1_|n3;)3% ACN:Tampao 1) 0,0

1 - fosfato 0,01 Cis 1,0 25,0 2)1,0
por 15MIN: | molar pH=3 3)0,56
3) 33-40% '
12,5 min
1) 21-26%
por 5 min; 1) 1,0
2) 26% por 5
min; ACN:Tampéo 2)0.0

- 0 .

2 3) 26-28% | “istato 0,01 Cis 1,0 250 | 310
por 2 min molar pH=3
4) 28-39% - P 4)1,6
7 min; 5) 20,3
5) 39-100%-

3 min
ACN:Tampao
0
3 18% por 20| “fofato 0,01 Cus 1,0 25,0 0.0
min _
molar pH=3
1) 21-26% - 5 11,0
min; ~
' ACN:Tampao 2)0,0
0

4 2) 26% por 7| “¢ostato 0,01 Cis 1,0 25,0
min; molar pH=3 3) 14,8
3) 26-100% pH=
por 5 min

5 210 Roras | ACN:H0 Cis 1,0 25,0 0,0

21%
6 Isocratico por ACN:H,O Cis 0,5 25,0 0,0
30 min

7 18% Rrs0 | acNH,0 Cis 1,0 25,0 0,0
1) 10% por 3
min 1) 0,0

—180, -

8 ‘?)’)”%i?“ %’?/0 ACN:H,0 c 1,0 wo | 227
18% por 29 e 18 ’ ’ 3)0,0
min;

4) 18-80% 4 12
por 5 min

1) 10% por 3

min; 2) 10- 1)0.0
18% - 3 min; 2) 2,7

9 3) 18%_ por ACN:H,0O Cis 05 25,0 3)0,0
29 min;

4) 18-80%- 5 4) 12

min
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Tabela 15: Continuagao

1) 10% por 3
min 1) 0,0
2) 10-18% -
S)min; 2) 2.7
10 3) 18% por ACN:H,0 Cus 1,0 25,0 300
29 min;
4) 18-80% 4) 62
por 1 min
140- 250
120 2004
100
801 150
2 604 2 1004
- o
01 01
-20 : : : : \ \ : 0 5 10 15 20 25
0 5 10 15 20 25 30 35 .
Tempo (min) Tempo (min)
(1) (2)
100 - 250
80 200
604 150
<Dé: 40 ?é: 1004
204 504
0+ 04
0 5 10 15 20 o 3 10 15
Tempo (min) Tempo (min)
(3) (4)

Figura 41: Cromatogramas para selecdo de condices para o método em CLAE. Os
nameros correspondem as condi¢des apresentadas na Tabela 15.
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Figura 41: Continuacao.
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A utilizag&o da solugéo de acido fosforico 0,01 molar, pH=3, e modo de
eluicdo gradiente (condicdes 1, 2 e 4), proporcionaram uma excelente
resolucdo das bandas mas, ao observar cuidadosamente o perfil
cromatografico, percebeu-se que a maioria dos constituintes da amostra
eluiram no inicio da corrida juntamente com a inflexdo do solvente, dando a
impresséao de se ter um maior nimero compostos.

A partir da condicéo 8 , diminuiu-se a forga do gradiente na tentativa
de retirar os compostos da regido inicial instavel do cromatograma onde se
observa a inflexdo do solvente. Esse procedimento levou a uma melhora no
perfil cromatografico.

Posteriormente, avaliou-se a diminuicdo da vazdo no intuito de
melhorar ainda mais a separacado das bandas (condicdo 9) . No entanto, ao
observar o cromatograma obtido, viu-se que a ultima banda eluiu fora do
gradiente de andlise.

Assim, voltou-se a condicdo 8 mas diminui-se 0 tempo do gradiente,
uma vez que a Ultima banda elui antes de 35 minutos (condigdo 10),
diminuindo o tempo de corrida e o gasto desnecessario de solventes.

Sendo esta a melhor condicdo de andlise para a obtencdo de um
cromatograma fingerprint desta planta, realizou-se a analise cromatogréafica nas
mesmas condi¢cdes com a fracdo MeOHpuro (obtida por SPE) dos extratos
metandlicos das folhas (frescas e secas) em quintuplicata, dos seis acessos
(PM-2, PM-7, PM-10, PM-11, PM-12, PM-14) e da amostra EMB de J. curca.
As condigdes utilizadas foram: coluna Cig, vazdo 1 mL/min, volume de injecdo
25 pL e deteccdo de 254 nm. Os cromatogramas podem ser visualizados na

Figura 42 .
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Figura 42: (a) Cromatogramas fingerprint das folhas frescas das sete
amostras (PM-2, PM-7, PM-10, PM-11, PM-12, PM-14 e EMB) de J. curcas. (b)
Cromatogramas fingerprint das folhas secas das sete amostras de J. curcas.

Apés as analises, fez-se a selecdo do comprimento de onda através
da projecéo tridimensional obtido por CLAE-DAD da amostra do acesso PM-7-

FF de J. curcas, conforme apresentado na Figura 43a .
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Figura 43 : (a) Cromatogramas fingerprint das folhas frescas do acesso PM-7-
FF em 3D da espécie J. curcas. (b) Cromatogramas sobrepostos em 3
comprimentos de onda da amostra PM-7-FF da espécie J. curcas.
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Embora os compostos presentes em nossa amostra absorvam mais
intensamente no comprimento de onda préximo de 200 nm, escolheu-se
visualizar os cromatogramas em 254 nm, pois neste comprimento de onda o
cromatograma apresentou uma melhor linha de base e uma maior absorgéo

dos compostos em relacdo a inflexdo do solvente (Figura 43b) [108].

Na Figura 44 estdao apresentados os cromatogramas das folhas
(frescas e secas) das sete amostras de J. curcas L. realizados em
quintuplicata, os quais foram utilizados, posteriormente, nas analises

quimiométricas.
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Figura 44: Cromatogramas das folhas frescas e secas das sete amostras de J.
curcas em quintuplicata.
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Figura 44: Continuacéo.
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Figura 44: Continuacéo.

5.3 Analise Quimiométrica
5.3.1 Analise Quimiométrica dos Cromatogramas Fingerprint das Folhas

Frescas

Os cromatogramas obtidos foram organizados em uma matriz de
dados, contendo 34 linhas (amostras) e 3376 variaveis (tempos de retencao),
que foram alinhadas utilizando o algoritmo “Correlation Optimised Warping”

(COW) [112]. A figura 45 mostra uma parte do cromatograma antes e 4pos o
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alinhamento, podendo-se perceber a grande necessidade de se realizar tal pré-

tratamento dos dados antes da aplicagdo da analise quimiométrica.

(@) (b)

11,7 12,3 12,8 313 13,8 11,7 12,3 12,8 13,3 13,8

Figura 45: Parte do cromatograma das folhas frescas: a) antes do
alinhamento, b) ap6s alinhamento utilizando o algaritmo “Correlation Optimised
Warping” (COW)

Os cromatogramas obtidos foram tratados por ferramentas
computacionais de andlise multivariada, utilizando-se a Analise por
Componentes Principais (PCA, Principal Component Analysis) e Analise de
Agrupamentos Hierarquico (HCA, Hierarchical Cluster Analysis), através do
programa computacional PIROUETTE®, versdo 4.0 (Informetrix), visando
verificar o comportamento das sete amostras de J. curcas L.

Antes de empregar a PCA foi necesséario um pré-processamento dos
dados originais. Os métodos de pré-processamento mais utilizados consistem
basicamente em centrar na média ou auto-escalar os dados. Neste caso, 0s
dados foram centrados na média, isto €, calculou-se a média dos valores
experimentais para cada variavel e subtraiu-se cada valor experimental do
respectivo valor médio, 0 que esta representado no grafico dos dados pré-

processados na figura 46 .
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Figura 46: Grafico dos dados pré-processados centrados na média das
folhas frescas
Pela Analise dos Componentes Principais observou-se que 79,2% da
variancia total dos dados foram explicados nas duas primeiras componentes
principais, tabela 16. As PC1 e PC2 correspondem a 53,4% e 25,7% da
variancia dos dados originais, respectivamente. As demais PC’s (de 3 a 10)

nao foram consideradas para a interpretacédo de tendéncias dos dados.
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Tabela 16: Variancia percentual das Componentes Principais calculadas para
os dados da matriz original centrados na média

Componentes Principal % de Variancia % de Variancia Acumulada
PC1 53,4 53,4
PC2 25,7 79,2
PC3 11,2 90,4
PC4 4,77 95,1
PC5 1,28 96,4
PC6 0,90 97,3
PC7 0,75 98,1
PC8 0,44 98,5
PC9 0,26 98,8

PC10 0,19 98,9

A figura 47 , mostra um grafico da variancia explicada em cada PC.
Pode-se observar que a partir da PC2 até a PC5 ainda ocorre uma pequena
variacdo da variancia explicada, mas ao recorrer aos valores da tabela 16
percebeu-se que essa variacdo foi menor que 20% do total das PC’s, ou seja,
ao se aplicar a PCA, foi possivel reduzir a dimensao dos dados de 3376 para 2
(2PC's).

Pode-se observar que a PC1 descreve o maximo de variabilidade das
amostras, mais que qualquer uma das variaveis originais, como apresentado

na tabela 16 e na figura 47 .
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Figura 47: Variancia explicada (%) para cada componente principal (PC’s)

Na figura 48 ¢é apresentado o grafico de escores de PC1 versus PC2
para folhas frescas. O grafico de escores traz informacdes sobre as amostras.
Nesta figura é possivel notar que a PC1 separa as amostras PM-7; PM-10; PM-
14 e PM-11 em valores de escores positivos, da amostra PM-12 obteve-se
valores de escores negativos e as amostras EMB; PM-2 valores proximos de
zero. PC2 por sua vez consegue separar as amostras PM-7; PM-10; PM-11 em
valores de escores negativos e amostra PM-14 em valores de escores positivos
e as amostras EMB, PM-12 e PM-2 em valores proximos de zero. Percebe-se
que a amostra PM-12 apresenta valor proximo de zero tanto no eixo da PC1

como PC2.
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Figura 48: Gréfico de escores (PC1 versus PC2)

E possivel observar a nitida separacdo das amostras e formacéo de
grupos coesos para os subtipos PM-2, PM-7, PM-10, PM-12 e PM-14; as
amostras PM-11 e EMB apresentaram distincdo entre si apesar de apresentar
comportamento parecido no grafico de escores. As amostras PM-10 e PM-11
nao apresentaram distincdo entre si.

A diferenciacdo entre as amostras pode ser explicada observando o
grafico de loadings (Figura 49) que demonstra a importancia (peso) que cada
variavel teve na construcdo de cada componente principal e,

consequentemente, na projecdo das amostras pelos escores.
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Figura 49: Grafico de loading das folhas de J. curcas

No gréafico de loading (Figura 50) a PC1 esta representada pela cor
vermelha e a PC2 pela cor verde. E possivel perceber, no gréafico da Figura 45,
qgue na PC1 e PC2 algumas bandas cromatograficas se destacam com valores
de loadings positivos e outras com valores de loadings negativos. Somente a
PC2 apresenta valores de loadings positivos e negativos, a PC1 s6 tem valores
positivos.

Os loadings da PC1l apresentaram as bandas cromatograficas que
contém maior peso/influéncia na projecdo das amostras, e s6 contém variaveis
com valores positivos. Sendo assim, as amostras PM-7, PM-10, PM-11 e PM-
14 que apresentaram valores positivos para PC1, estdo correlacionadas com

tempos de retencdo que apresentam valores positivos na PC1 no gréfico de
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loadings (Figura 49). Os tempos de retencdo, entdo, caracteristicos destas

amostras correspondem 12,7; 13,4; 14,6; 17,9; 30,0 minutos (Figura 50) .

mAU

15 20 25 30 35

Tempo (min)

Figura 50: Cromatogramas fingerprint sobrepostos das folhas frescas das sete
amostras de J. curcas

Os loadings da PC2 contém variaveis com valores positivos e
negativos. Sendo assim, as amostras PM-7, PM-10, PM-11 e PM-12 que
apresentaram valores negativos para PC2, estdo correlacionadas com tempos
de retencéo que apresentam valores negativos na PC2 no gréafico de loadings
(Figura 50). Os tempos de retencdo, entdo, caracteristicos destas amostras
correspondem a 13,4 e 14,6 minutos (Figura 50) .

Os valores positivos de escores da PC2 estdo relacionados aos
tempos de retengdo que apresentam valores positivos na PC2 no gréfico de
loadings (Figura 50). A amostra PM-14, que possui valores de escores
positivos para PC2 (Figura 49), apresenta como tempos de retencdo

caracteristicos 12,7; 17,9 e 30,0 minutos (Figura 50) .
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As amostras EMB e PM-2 apresentaram variaveis com pesos proximos
a zero em PC2, significando que as mesmas apresentam bandas
cromatograficas com intensidades parecidas e inferiores as outras amostras.

Desta forma, através da analise quimiométrica foi possivel diferenciar
os cromatogramas fingerprint dos extratos das folhas frescas dos acessos de J.
curcas, observando a dissimilaridades entre as mesmas. Pode-se observar
que, para as folhas frescas, ndo foi possivel demonstrar a influéncia dos fatores
extrinsecos, uma vez, que a amostra EMB apresentou comportamento

semelhante aos outros acessos.

5.3.2 Analise Quimiométrica dos Cromatogramas Fingerprint das Folhas

Secas

Os cromatogramas obtidos foram transformados em uma matriz
numeérica de dados, contendo 35 linhas (amostras) e 3376 variaveis (tempos de
retencdo), que foram alinhadas utilizando o algoritmo “Correlation Optimised
Warping” (COW) [112], conforme realizado para as folhas frescas.

Em seguida, os valores foram submetidos a um pré-processamento.

Como apresentado na figura 51 , os dados originais foram centrados na média.
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Figura 51: Gréfico de pré-processamento centrado na média

Pela Analise dos Componentes Principais (PCA) observou-se que 96%
da variancia total dos dados foram explicados nas duas primeiras componentes
principais (Tabela 17). A PC1 contém 84,8% e a PC2 contém 11,2% da
variancia dos dados originais. As demais PC's (de 3 a 15) nao foram

consideradas para a interpretagcéo de tendéncias dos dados.
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Tabela 17: Variancia percentual das Componentes Principais calculadas para

os dados da matriz original centrados na média.

Componentes % de Variancia % de Variancia Acumulada
Principal
PC1 84,8 84,8
PC2 11,2 96,1
PC3 2,40 98,6
PC4 0,46 99,0
PC5 0,30 99,3
PC6 0,16 99,5
PC7 0,14 99,6
PC8 0,07 99,7
PC9 0,05 99,8
PC10 0,04 99,8
PC11 0,02 99,8
PC12 0,02 99,9
PC13 0,01 99,9
PC14 0,01 99,9
PC15 0,01 99,9

A figura 52 , mostra um grafico da variancia explicada em cada PC.

Nesta figura pode-se observar que, a partir da PC2, ndo ha uma variacdo muito

grande da variancia explicada.
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Figura 52: Variancia explicada (%) para cada componente principal (PC’s)

Os resultados referentes aos escores PC1l versus PC2 estdo

apresentados na figura 53, o qual apresenta trés grandes grupos, formados

pelas diferentes amostras (seis acessos e a amostra EMB). Nesta figura pode-
se destacar o grupo circulado em vermelho, no qual estdo presentes todas as

amostras provenientes de Sao Cristovao-SE. Estas amostram demonstraram

muita similaridade entre si, obtendo valores proximos de zero para as duas
PC’s.

A amostra PM-2, circulada em marrom, foi a Unica amostra oriunda de
Séo Cristévdo que apresentou valores positivos para PC1 e valores negativos

para PC2, diferenciando-se, também do terceiro grupo, circulado em cinza,

formado pela amostra EMB, que é proveniente de Umbauba-SE. Este grupo
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apresentou valores positivos para PC1 e para PC2. Através desse gréfico, foi
possivel observar que os acessos PM-7, PM-10, PM-11, PM-12 e PM-14
mostraram-se bastante similares e homogéneas entre si. Vale mencionar que

este resultado é bem distinto daquele obtido pela analise das folhas frescas.
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Figura 53: Gréfico de escores (PC1 versus PC2)

O gréfico de loading mostra a importancia de cada banda
cromatografica na projecao e diferenciacdo das amostras. No grafico da figura
54, a PC1 esta representada pela cor vermelha e a PC2 pela cor verde. E

possivel perceber, na figura 54 , que a PC1 s6 apresenta valores de loadings

positivos, enquanto a PC2 apresenta valores de loadings positivos e negativos.
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Figura 54: Grafico de loadings das folhas secas de J. curcas

Os loadings da PC1 representam as bandas cromatogréaficas de maior
peso/influéncia na projecdo das amostras e contém varidveis apenas com
valores positivos. Sendo assim, as amostras PM-2 e EMB que mostraram
valores positivos para PC1, se correlacionam com tempos de retencdo que
apresentam valores positivos na PC1 no grafico de loadings (Figura 54). Os
tempos de retengdo, entdo, caracteristicos destas amostras correspondem
11,9; 12,6; 14,0; 14,5 e 17,7 minutos (Figura 55) .

Os loadings da PC2 contém variaveis com valores positivos e
negativos. Sendo assim, a amostra EMB que apresenta valores positivos para
PC2, esta correlacionada com tempos de retencdo que apresentam valores

positivos na PC2 no grafico de loadings (Figura 54). Os tempos de retencéo,
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entdo, caracteristicos desta amostra correspondem 11,4; 12,5; 12,7; 13,4 e
29,8 minutos (Figura 55) .

Os valores negativos de escores da PC2 estdo relacionados aos
tempos de retencdo que apresentam valores negativos na PC2 no grafico de
loadings (Figura 54). A amostra PM-2, que possui valores de escores
negativos para PC2 (Figura 55), apresenta como tempos de retencéo
caracteristicos 10,6; 11,9; 14,0 e 17,7 minutos, conforme apresentado na
Figura 55 .

Excetuando a PM-2, todos 0s outros acessos provenientes de Séo
Cristovao apresentaram valores de loadings para PC2 proximos de zero,

sugerindo assim, bandas cromatograficas com baixa intensidade.

mAU
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Figura 55: Cromatogramas fingerprint sobrepostos das folhas secas das
amostras de J. curcas.

Sendo assim, a maioria das amostras provenientes de Sdo Cristovao
(grupo circulado em vermelho na Figura 53), apresentam bandas com baixa
intensidade, obtendo valores de escores e loadings proximos de zero.

E importante mencionar que, as andlises dos resultados obtidos pelas

folhnas secas possibilitaram a diferenciagcdo dos acessos de J. curcas pelas
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suas procedéncias mostrando, entretanto, que o acesso PM-2 foi o Unico a ndo
apresentar similaridade com acessos de mesma procedéncia.

Desta forma, através da analise quimiométrica foi possivel diferenciar
0s cromatogramas fingerprint dos extratos das folhas secas dos seis acessos
de J. curcas e da amostra EMB, comprovando a diferenca existente entre os
componentes presentes nos extratos das folhas frescas e secas. Esta diferenca
foi também observada na composicdo dos componentes volateis presentes nas

duas amostras, quando analisadas por CG/EM.

5.3.3 Andlise por Agrupamento Hierarquico (HCA) par  a as Folhas Frescas

Na figura 56 € apresentado o dendrograma obtido para o conjunto de

fingerprints analisados em CLAE-DAD. Este dendrograma permitiu a

identificacdo de quatro grandes grupos constituidos das 34 amostras de J.

curcas.
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Figura 56: Dendrograma dos fingerprints das 34 amostras de J. curcas

O primeiro grupo, correspondente a faixa vermelha da figura 56, é
formado pelas amostras EMB, PM-2, PM-11 e PM-10. Este dendrograma gerou
12 descendentes com 0,692 de similaridade. Se realizar uma separacéo dentro
desse mesmo grupo, percebe-se que o mesmo se encontra dividido em mais
dois diferentes grupos: o primeiro, formado pelas amostras EMB e PM-2 com
sete descendentes e 0,711 de similaridade; e o segundo, formado pelas
amostras PM-11 e apenas uma das PM-10 com cinco descendentes e 0,780 de

similaridade, conforme destacado na figura 57 .
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Figura 57: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em
vermelho

O segundo grupo, que corresponde a faixa verde da figura 56 , gerou
nove descendentes com 0,561 de similaridade. Este grupo é formado pelo
grupo das amostras PM-10 e PM-11, gerando 5 descendentes e 0,888 de
similaridade, e outro grupo formado pela amostra PM-7, gerando 4

descendentes e 0,733 de similaridade, conforme destacado na figura 58 .
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Figura 58: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em verde

somente pelas amostras do acesso PM-14,

O terceiro grupo, correspondente a faixa rosa da figura 56 , € formado

com formacdo de cinco

descendentes com 0,71 de similaridade, como mostrado na figura 59 .
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Figura 59: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em rosa

Finalmente, o quarto grupo, que corresponde a faixa azul da figura 56 ,
e formado por um grupo das amostras PM-12, gerando 5 descendentes e 0,798
de similaridade, e um segundo grupo das amostras EMB e PM-2, gerando 3

descendentes e 0,834 de similaridade, conforme visualizado na figura 60 .
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Figura 60: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em azul

Com esses dendrogramas pode-se perceber que esses acessos
apresentam muita similaridade entre si. Embora coletadas em locais diferentes,
as amostras EMB e PM-2 se apresentaram bastante semelhantes para as
folhas frescas. Vale mencionar que, dentre os grupos formados, a amostra PM-

14 foi a que se apresentou mais homogénea.
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5.3.4 Andlise por Agrupamento Hierarquico (HCA) par  a as Folhas Secas

Na figura 61 € apresentado o dendrograma obtido para o conjunto de
fingerprints analisados em CLAE-DAD. Este dendrograma permitiu a
identificacdo de dois grandes grupos constituidos das 35 amostras de J.

curcas.
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Figura 61: Dendrograma dos fingerprints das 35 amostras de J. curcas.

O primeiro grupo, ao qual corresponde a faixa azul da figura 61, é
formado apenas pelas amostras EMB e PM-2. Este dendrograma gerou 10
descendentes com 0,639 de similaridade. Se realizar uma separagcao dentro
desse mesmo grupo, percebe-se que o0 mesmo se encontra dividido em mais
dois diferentes grupos: o primeiro formado pelas amostras EMB com 5

descendentes e 0,885 de similaridade, e o segundo grupo com cinco

131



descendentes e 0,818 de similaridade, formado pelas amostras PM-2 (Figura

62).
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Figura 62: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em azul
para as folhas secas

O segundo grande grupo, representado pela cor vermelha na figura
61, é formado pela maioria dos acessos de J. curcas oriundas de Sé&o
Cristovao-SE, excetuando o acesso PM-2, que apresentou uma maior
similaridade com a amostra EMB de Umbauba-SE (Figura 63) . Este segundo
grupo apresentou vinte e cinco descendentes com 0,906 de similaridade entre
as amostras. Ao separar este enorme grupo em subgrupos observa-se a
existéncia de cinco subgrupos formados por cada um dos acessos

provenientes de Sao Cristovao.
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A grande similaridade entre estas amostras do segundo grupo foi
facilmente observada pelo grafico de escores das folhas secas de J. curcas,

anteriormente mostrado na figura 53.
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Figura 63: Dendrograma fornecido pela HCA para o grupo destacado em
vermelho para as folhas secas de J. curcas
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5.4 Efeito dos Extratos Metandlicos de  J. curcas no Desenvolvimento da

Spodoptera frugiperda.

5.4.1 Avaliagdo da Atividade Inseticida de Folhas F rescas de J. curcas

sobre Spodoptera frugiperda.

Dentre os acessos testados, o0 PM-12 foi Unico que se apresentou uma
diferenca estatistica significativa com relacdo ao controle, ocorrendo um
encurtamento da fase larval de 2,8 dias. Durante a fase pupal o acesso PM-14
apresentou encurtamento de 1,06 dias em relagéo ao controle (Tabela 18).
Tabela 18: Médias da duracdo das fases larval, pupal e peso pupal de S.

frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos metandlicos das
folhas frescas de J. curcas. Temp.: 25 + 10° C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.

Tratamento Duragéo (dias) (%)( +EP)* Peso Pupal
Fase Larval Fase Pupal (mg) (+EP)*
21,70 £2,15 ab 11,77 £0,99 a 253,20 £29,54 a
Controle
PM-2 20,00 1,95 bc 11,70 £1,03 ab 247,41 £ 36,51 a
PM-7 19,00 £ 0,91 bc 11,54 £1,14 ab 260,15 + 20,54 a
PM-10 20,38 +2,80Db 11,64 + 0,90 ab 240,35 £ 36,43 a
PM-11 19,33 +1,04 bc 11,62 £1,13 ab 251,07 32,68 a
PM-12 18,90+1,01c 11,04 +£1,14 ab 264,45 + 23,63 a
PM-14 20,00 £1,19 bc 10,71+1,40b 256,48 £22,89 a
EMB 22,58 +254 a 11,91 £1,22 ab 253,25 +24,83 a

! Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey (P<0,05).

Segundo Rodriguez e Vendramim (1996) o encurtamento no

desenvolvimento larval pode ser consequéncia da inadequacao nutricional do
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substrato alimentar ou da menor eficiéncia de converséo do alimento ingerido e
digerido, resultado do desvio de parte da energia para a degradacao de
substancias toxicas presentes no referido substrato [113]. A presenca dessas
substancias toxicas pode interferir na metamorfose, ndo apenas causando a
mortalidade como dificultando o desenvolvimento das lagartas sobreviventes
[114].

O peso da pupa também foi avaliado, obtendo-se uma variagcédo de 240
a 264 mgq, lagartas alimentadas com a dieta artificial tratada com os extratos
metandlicos de J. curcas ndo apresentaram variacdo no peso pupal quando
comparadas ao controle. As lagartas alimentadas com a dieta artificial tratada
com o extrato EMB, apresentaram uma mortalidade larval moderada de 60%
(Tabela 19).
Tabela 19: Mortalidade das fases larval e pupal de S. frugiperda alimentada

com dieta artificial tratada com extratos organicos metandlicos das folhas
frescas de J. curcas. Temp.: 25 +10° C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tratamento Mortalidade(%)( +EP)"
Fase Larval Fase Pupal

Controle 0,00+0Db 13,3+5,77 a
PM-2 3,33+£5,77b 7,03+6,12 a
PM-7 10,00£10Db 15,33 +13,70 a
PM-10 13,33+5,77Db 18,97 +13,70 a
PM-11 10,00+10Db 3,33+£5,77 a
PM-12 3,33£5,77Db 13,70 £5,48 a
PM-14 16,67 +15,28 b 3,33+£5,77 a
EMB 60,00 +20 a 557+9,64a

! Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey (P<0,05).
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5.4.2 Avaliacdo da Atividade Inseticida de Folhas S ecas de J. curcas

sobre Spodoptera frugiperda.

Com o intuito de observar quais dos extratos metandlicos dos acessos
apresentavam atividade inseticida, foram realizados ensaios de ingestéo sobre
a Spodoptera frugiperda.

O tempo de duracdo da fase larval para os extratos metandlicos das
folhas secas de J. curcas variou de 19,2 a 22,1 dias, e para o controle uma
variacdo de 21,7 dias. Nesse periodo os acessos PM-2, PM-7, PM-11 e EMB
apresentaram resultados significativos apresentando um encurtamento durante
a fase larval (Tabela 20).

Durante a fase pupal ocorreu uma variagao de 10,9 a 12,2 dias, e para
o controle 11,7 dias. O peso da pupa também foi avaliado, obtendo-se uma
variagcdo de 245 a 265 mg, ndo ocorrendo diferenca significativa entre os

acessos testados para os dois parametros analisados (Tabela 20).
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Tabela 20: Médias da duracdo das fases larval, pupal e peso pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com extratos metandlicos das
folhas secas de J. curcas.Temp.: 25 £ 10° C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12h.

Tratamento Duracéo (dias) (%)( +EP)* Peso Pupal
Fase Larval Fase Pupal (mg) (+EP)*
Controle 21,70+2,15a 11,77 £0,99 ab 253,20 £ 29,54 a
PM-2 19,26 +2,28 b 10,96 +1,10 b 258,57 + 23,66 a
PM-7 1952 +1,47Db 11,71 + 2,15 ab 245,54 + 31,04 a
PM-10 19,26 £1,13 b 12,27 +1,23 a 246,81 +31,40 a
PM-11 19,21 +£1,64Db 11,81 +1,33 ab 251,12+2411 a
PM-12 20,33 +1,15ab 11,15+ 1,29 ab 254,07 £26,30 a
PM-14 22,15+2,03 a 11,12 +£1,25 ab 265,17 +2431 a
EMB 1952 +1,47Db 11,36 +1,21 a 252,61 +25,02 a

! Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey (P<0,05).

Dentre as amostras testadas a PM-14 e EMB apresentou atividade
inseticida moderada com aproximadamente 60% de mortalidade na fase larval
para as lagartas da Spodoptera frugiperda alimentadas com essa dieta artificial.
Durante a fase pupal ndo houve diferenca significativa na mortalidade entre o

controle e os acessos testados (Tabela 21).

137



Tabela 21: Mortalidade das fases larval e pupal de S. frugiperda alimentada
com dieta artificial tratada com extratos organicos metanolicos das folhas secas
de J. curcas. Temp.: 25 £ 10° C; UR: 70 + 5% e fotofase: 12 h.

Tratamento Mortalidade(%)( +EP)"
Fase Larval Fase Pupal

Controle 0,00+0c 13,33 +£5,77 a
PM-2 10,00 + 10 bc 6,67 +11,55 a
PM 7 13,33 +£15,27b 17,03 + 20,65 a
PM 10 30,00+0b 28,57 +28,58 a
PM-11 10,00 £ 0 bc 22,20+x11,1a
PM-12 6,67 £577c 3,70+6,41 a
PM-14 60,00 +10 a 35,57 £33,57 a
EMB 56,67 £5,77 a 16,67 + 14,43 a

! Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste
de Tukey (P<0,05).

Devanand e Rani testaram o0s extratos cetonicos das folhas de J.
curcas, e de outras espécies das familias Euforbiaceae, Mirtaceae e Rutaceae.
Nesse estudo ficou comprovado que a espécie J. curcas possui uma
significativa atividade anti-alimentar com valores superiores a 90% de atividade
sobre a Spodoptera litura Fab. e Achaea janata L [115]. Logo, pode-se perceber
gue esta planta € uma excelente alternativa para o manejo integrado de pragas
por possibilitar a partir de suas propriedades téxicas o impedimento da
alimentacao sobre determinadas espécies de pragas.

Assim, através deste trabalho foi possivel avaliar o potencial inseticida
dessa planta sobre a lagarta do cartucho, a principal praga do milho. Foi obtido
percentuais com 60% de mortalidade, 0 que se torna extremamente importante

para a reducao desse inseto-praga no meio ambiente.
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5.5 Citotoxidade In Vitro

A analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada
no programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos
(NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano [116]. E um método
rapido, sensivel e barato. Este € um ensaio quantitativo in vitro que foi
desenvolvido por Mossman em 1983 [99] para estimacdo de proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Este método é definido na literatura como apropriado
para estimativa de citotoxicidade [117-120] e baseia-se na capacidade da
succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias
de células viaveis, em converter o sal de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio ou MTT), que é hidrossoluvel e de cor
amarelada, em cristais de formazan, que sdo de cor azul escura. Essa técnica
tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula,
sendo assim, bastante util para avaliar a citotoxicidade.

O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas nao o mecanismo de agéo [121].

O teste de citoxicidade in vitro foi realizado com intuito de avaliar o
percentual de inibicAo do crescimento celular em 4 linhagens de células
tumorais (MDA-MB435, SF-295, HL-60 e HCT-8), utilizando os extratos
metandlicos de J. curcas.

Para o screening inicial foram testadas quatorze amostras, entre as
guais, apenas as amostras de folhas frescas dos acessos PM-12-FF, PM-14-
FF e a variedade EMB-FF e as amostras de folhas secas dos acessos PM-2-

FS e PM-10-FS apresentaram atividade citotdxica superior 80% para pelo
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menos uma das linhagens de células tumorais testadas (Tabela 22). Isso
mostra uma grande heterogeneidade, quanto a atividade citotéxica, entre os
extratos testados. Provavelmente, o(s) composto(s) responsavel(is) pela
atividade citotoxica tem sua(s) concentracao(des) alterada(s) tanto pelo acesso

em que a planta se encontra quanto pela forma em que as folhas séo

processadas.

Tabela 22: Atividade citotoxica, em concentracdo Unica (50 pg/mL), dos
extratos de J. curcas em linhagens de células tumorais humana. A
doxorrubicina foi usada como controle positivo.

Linhagem celular

Amostras

HL-60 HCT-8 SF-295 MDA-MB-435
Folhas frescas
PM-2-FF -18,23+4,97 34,49 +6,05 Nd 23,75 + 5,98
PM-7-FF Nd 20,32+0,11 19,65+556 27,36 +2,48
PM-10-FF Nd 844+385  1437+136  8,66+596
PM-11-FF -8,09+1,47 40,65 + 8,44 Nd 18,71 + 3,14
PM-12-FF Nd 90,77+1,50 13,75+0,20 38,64 +0,85
PM-14-FF Nd 88,32+0,32 54,98+6,58 80,65+ 27,37
EMB-FF Nd 104,92 +0,32 37,24+3,19 41,25 +2,27
Folhas secas
PM-2-FS 20,67 +30,62 61,65+ 3,05 Nd 81,18 + 5,29
PM-7-FS Nd 11,01 +0,64 -1,02+4,41 41,30 +5,74
PM-10-FS 101,34 +0,18 37,00 + 3,16 Nd 36,39 + 2,38
PM-11-FS -13,84+17,51 45,44 +1,33 Nd 47,67 5,29
PM-12-FS -89,18+19,43 33,27 +0,11 Nd 46,15 + 5,45
PM-14-FS -62,49 +10,85 40,38 +5,83 Nd 48,32 +1,92
EMB-FS Nd 2463+0,64 11,16+7,66 15,08 +2,27
Doxorrubicina 99,36 + 0,97 101,90 +0,22 102,04+0,11 99,13 +0,37

Nd: Nao determinado.

A tabela apresenta os valores da média + desvio padrao da média (DPM) da
porcentagem de inibicdo (%) do crescimento celular de dois experimentos
independentes realizados em duplicata pelo método do MTT apds 72 horas de
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exposicdo com as ceélulas HL-60 (leucemia promielocitica), HCT-8 (c6lon), SF-
295 (glioblastoma) e MDA-MB-435 (melanoma) obtidos através do programa
GraphPad Prisma verséo 5.0.

Segundo o Instituto Nacional do Céancer dos EUA (NCI), o screening
inicial para extratos brutos é realizado numa concentracdo de 50 pg/mL para
selecionar os extratos que apresentam substancial efeito antiproliferativo, com
inibicdo de pelo menos 85% de proliferacéo da célula tumoral [122].

Apés obtencdo dos resultados parciais do screening inicial, as
amostras PM-14-FF e EMB-FF foram selecionadas para serem avaliados na
curva de dose dependente Clsy para as quatro diferentes linhagens em
concentracdes inferiores a 50 pug/mL.

Os valores de Clsp obtidos variaram de 30,78 a 63,67 pg/ml, nas
linhagens de células HL-60 e MDAMB-435, para a amostra PM-14-FF e de

25,13 a 53,42 pg/ml, nas linhagens HL-60 e MDAMB-435, para a amostra

EMB-FF, respectivamente (Tabela 23).

Tabela 23: Determinacdo da Clsy dos extratos citotdéxicos de J. curcas em
linhagens de células tumorais humana. A doxorrubicina foi usada como
controle positivo.

Linhagem celular

Amostras
HL-60 HCT-8 SF-295 MDA-MB-435
30,78 48,15 63,67
PM-14-FF >50
(24,98 - 37,94) (49,44 - 55,72) (53,72 -72,73)
25,13 48,32 53,42
EMB-FF >50
(23,42 - 27,54) (44,78 - 49,34) (42,31 - 54,78)
o 0,02 0,01 0,24 0,48
Doxorrubicina
0,01 -0,03 0,01 -0,02 0,17 -0,36 0,34 - 0,66

A tabela apresenta os valores de Clsy (ug/mL) e o intervalo de confianca de
95% de trés experimentos independentes realizados em duplicata pelo método
do MTT ap6s 72 horas de exposicdo com as células HL-60 (leucemia
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promielocitica), HCT-8 (célon), SF-295 (glioblastoma) e MDA-MB-435
(melanoma) obtidos por regressdo nao-linear através do programa GraphPad
Prisma versao 5.0.

Dentre as duas amostras testadas nesta segunda analise, apenas a
amostra EMB-FF apresentou significativa atividade inibitéria do crescimento
celular para célula tumoral HL-60, uma vez, que para o NCI um extrato é
considerado promissor quando apresenta valores de Clsg inferior a 30ug/mL
[123].

Balaji e colaboradores também testaram a atividade citotdxica e
antimetastatica da fracdo metandlica das folhas da espécie de J. curcas
encontrada na India, frente & linhagem de célula tumoral melanoma B16F10.
Foi obtendo um valor de Clsg de 24,8 ug/mL, o qual corrobora com os dados
encontrados aqui para o acesso EMB-FF frente a linhagem HL60. Neste
trabalho, os autores atribuem esta atividade antiproliferativa e antimetastatica a
presenca de flavonoides [124].

Muanza e colaboradores avaliaram a atividade anticAncer e anti-HIV
de nove extratos de plantas medicinais junto ao NCI. Nesses testes o extrato
metandlico de J. curcas apresentou moderado efeito citoprotetor frente a
linhagem humana de célula linfoblastéide CEM-SS infectada com o virus HIV
[125].

A escolha desse tipo de teste também podera trazer outros beneficios,
tais como: a reducéo no uso de testes que envolvam o sacrificio de animais; e
a obtencdo de informacfes que permitem determinar quais amostras podem
ser desconsideradas e quais merecem investigacdes mais aprofundadas com

outros tipos de testes [126].
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6. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu, pela primeira vez, determinar a composi¢céo dos
volateis das folhas frescas e secas de seis acessos, cultivados no Campus de
Séo Cristovao da UFS, e da cultivar da EPAMIG, plantada no Campo
Experimental da Embrapa Tabuleiros Costeiros no municipio de Umbauba-SE,
de Jatropha curcas L.

Os experimentos de secagem das folhas permitiram verificar que ha
variacdes significativas (qualitativa e quantitativa) na composi¢cao quimica dos
volateis de acordo com o modo e o tempo de secagem. Os principais
componentes identificados nas folhas frescas foram alcodis tais como o (Z)-3-
hexen-1-ol (75,7 £ 18,2%) e (Z)-2-penten-1-ol (7,3 £ 6,9%). Os alcodis também
predominaram nas folhas secas, principalmente o (Z)-2-penten-1-ol (14,9 *
11,37%) e o (Z2)-3-hexen-1-ol (9,6 + 9,1%), mas outros constituintes foram
identificados em proporg¢des significativas incluindo o benzaldeido (3,9 £ 2,7%)
e 0 1-metiltio-3-pentanona (2,59 + 1,88%).

Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
detector por arranjo de diodos (CLAE-DAD) permitiu, pela primeira vez, a
obtencdo dos cromatogramas fingerprints dos extratos metandlicos das folhas
frescas e secas de seis acessos e da cultivar da EPAMIG de J. curcas.

As analises quimiométricas de PCA permitiram avaliar as semelhancas
e as diferencas entre as amostras das folhas frescas e secas. Para as folhas
secas foi possivel observar a formacgéo de trés grupos bem coesos, separados
de acordo com suas procedéncias, excetuando o acesso PM-2. As analises de

HCA corroboraram com os resultados de PCA, comprovando que a amostra
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PM-2 é mais similar a amostra EMB (cultivar EPAMIG), proveniente de
Umbauba. Além disso, estes resultados sugerem que o teor dos metabdlitos
secundarios presentes nos extratos das folhas frescas e secas diferem entre si.

Através do ensaio de ingestao frente a Spodoptera frugiperda, principal
praga do milho, foi possivel avaliar o potencial inseticida da espécie J. curcas.
Os extratos testados desta planta, reduziram a fase larval e pupal do inseto e
apresentaram atividade moderada com percentuais de 60% de mortalidade
larval para os extratos EMB-FF, EMB-FS e PM-14, que se apresentaram como
0S mais promissores para uso no controle de S. frugiperda. As altas taxas de
mortalidade provocadas por estes extratos devem estar relacionadas as
substancias que ainda nao foram avaliadas e que deverdo ser alvo de futuros
estudos.

Os testes de citotoxicidade in vitro em células tumorais puderam
mostrar a atividade antiproliferativa da espécie J. curcas, uma vez que a
amostra EMB-FF apresentou valor de Clso igual a 25,13 pg/mL, dentro do

intervalo recomendado pelo NCI para extratos de plantas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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