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Resumo:

A espécie Pterodon emarginatus
pertence a familia Fabaceae, é conhecida
como Sucupira. De seus frutos é extraido o
Oleo/resina de Sucupira, este 6leo é rico em
produtos naturais da classe dos terpendides,
possuindo atividade larvicida reconhecida.

A baixa solubilidade em agua dos
terpendides torna a sua viabilidade em
formulacdes aquosas um desafio. Atualmente
as nanodispersdes demonstram-se
promissoras por permitir a incorporagdo de
terpendides em meio aquoso.

Este trabalho teve o objetivo de obter
nanodispersfes larvicidas estaveis contendo
fracbes obtidas do o6leo de Pterodon
emarginatus. Foram utilizados métodos
cromatograficos para fracionamento do 6leo de
Sucupira e para obtencdo e identificacdo de
uma fracao rica em diterpeno isolado..

A fase organica da nanodispersao foi
composta de uma solucdo do diterpeno metil
6a,7p-dihidroxivoucapan-173-oato em etanol
abosluto, sendo adicionado certa quantidade
de monoleato de polietileno glicol para compor
a fase organica. Agua previamente aquecida
foi adicionada lentamente gota a gota sobre a
fase orgéanica, agitada em 400 rpm, durante 30
minutos, com posterior retirada do solvente
sob presséo reduzida.

A caracterizacdo da nanodisperséo
guanto a tamanho de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta foi realizada,
demonstrando estabilidade do sistema. Com a
nanoformulacdo preparada e caracterizada,
foram realizados os ensaios biol6gicos com as
larvas do mosquito Aedes aegypti onde foi
estatisticamente significante a capacidade do
produto desenvolvido de provocar a morte das
larvas em uma formulacdo aquosa.
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Introducdo:

Os produtos naturais se destacam
como grandes fontes de novos recursos
terapéuticos desde tempos imemoriais
(D’lppolito et al., 2005) e hoje sabe-se que
isso se deve principalmente do metabolismo
secundario vegetal, toxinas de animais e
microrganismos. As substancias naturais de
maior interesse sdo comumente denominadas
de metabdlitos secundarios. Eles representam
verdadeiras interfaces quimicas entre as
espécies vegetais e 0 ambiente circundante
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Diversas
propriedades tem sido atribuidas para essas
substancias, como atividade anti-inflamatéria,
antimicrobiana, antioxidante,
anticolinesterasica (Fernandes et al.,, 2011,
Fernandes et al.,, 2013; Albuquerque et al.,
2012) entre outras. Além disso, substancias de
origem natural podem ser Uteis no controle de
pragas (Rattan, 2010), incluindo no combate a
larvas de Aedes aegypti.

Dentro do contexto de obtencdo de
produtos, a nanotecnologia pode ser definida
como a ciéncia e engenharia envolvidos no
design, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de
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materiais e dispositivos cuja organizacao
funcional se encontra na escala nanométrica
(Silva, 2004). Apesar do grande potencial dos
metabolitos especiais de plantas, algumas
dessas substancias possuem baixa
solubilidade  em agua. Portanto, a
nanotecnologia representa uma &rea em
potencial para o desenvolvimento de produtos
a base de produtos naturais, permitindo a
otimizagdo de suas atividades, visto que a
reducdo do tamanho de particula contribui
para uma maior estabilidade em &gua,
aumentar a reatividade, dentre outras
gualidades (Sylvestre et al, 2011).

Os diterpenos sdo uma grande classe
de terpendides contendo 20 &tomos de
carbono (4 unidades de isopreno) (DEWICK,
P.M. 2009). Eles podem ser aciclico, biciclico,
triciclico, tetraciclico, macrociclico ou variado e
foram isolados a partir de viérias fontes de
(Hanson et al, 2003). O género  Pterodon
pertence a familia Fabaceae e é nativa do
Brasil (Flora do Brasil, 2016). espécies
Pterodon sdo comumente conhecidos como
sucupira e seus frutos tém uma oleoresina
com uma vasta gama de actividades
biologicas, incluindo a acado larvicida contra
Aedes  aegypti. Esta  actividade foi
parcialmente atribuida a diterpenos
voucapanicos, que sao considerados o0s
principais compostos bioativos de Pterodon sp
(Hansen et al, 2010; Hoscheid, 2015). As
nanodispersdes sdo promissoras para superar
problemas, desde proteger uma substancia
frente a processos de degradacdo até o
melhoramento da biodisponibilidade
(BARRIOS, 2010; TAN & NAKAJIMA, 2004).
Neste contexto, a nanodispersao seria a forma
farmacéutica alternativa e eficiente para a
incorporacdo  de  terpendides  isolados
presentes no 6leo de sucupira, jA que o
preparo de formulacdo na escala nano €
interessante principalmente para substancias
com baixa solubilidade em agua (IRACHE et
al., 2011). Para melhorar os terpendides
gquanto sua dispersdo em agua, sua
biodisponibilidade, e maior estabilidade, a
nanodispersdo é a forma farmacéutica que
representa uma excelente solugédo (RIBEIRO
et al., 2008).

Aedes aegypti € o principal vetor da
dengue, uma doenca tropical que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo. Além
disso, casos recentes de doencas incomuns
transmitidas por este vector surgido, como zika
e febre chikungunya (WHO, 2014; Brasil,
2016). Um dos principais problemas dos
produtos larvicidas viaveis utilizando
terpendides contar com o facto de que eles

tém uma solubilidade limitada em 4gua. Nesse
contexto, a nanotecnologia emergiu como uma
area promissora para o desenvolvimento de
produtos bioactivos viaveis para este fim,
incluindo a utilizagdo de compostos naturais
tais como terpendides (Oliveira et al, 2014).
estudo recente realizado com oleoresina a
partir de frutos de P. emarginatus que
apresentaram diterpenos em sua composicéo
apresentou uma nanoemulséo larvicida contra
esta Aedes aegypti (Oliveira et al, 2016).

Sendo assim o presente trabalho teve
como o objetivo o fracionamento do dleo de
Sucupira, desenvolvimento de uma
nanoformulacdo com o diterpeno isolado do
Oleo de sucupira, avaliar a estabilidade das
nanodispersdes obtidas, avaliar a atividade
larvicida das nanodispersdes obtidas.

Metodologia:

Uma fracao de diterpenos
anteriormente obtidos a partir de extrato de
hexano de frutos de P. Emarginatus (Galceran
et al, 2011) foi usado para procedimento de
isolamento. 3,7 g da fracgao diterpeno foi
purificada através de cromatografia em coluna
utilizando gel de silica como fase estacionaria.
A eluicdo foi realizada com hexano (500 mL),
hexano: CHCI3 (1: 1; 500 mL). CHCI3 (500
ml), CHCI3: etanol (1: 1; 500 mL) e etanol (500
mL). Os cristais a partir da fraccdo etanol
foram filtrados e lavados com acetona. A partir

do fitrado de acetona, cristalizacdo
proporcionou 600 mg do diterpeno
vouacapanico.

GCMS-QP2010 (Shimadzu)

cromatdgrafo de fase gasosa equipado com
um espectrometro de massa utilizando
ionizagdo por electrons foi ustlisado, de
acordo com estas condigbes experimentais:
temperatura do injector, 270 ° C; temperatura
do detector, 270 °C; gas de transporte, Hélio;
taxa de fluxo 1 mL / min; injec&o split com 1:40
razdo de separacdo. A temperatura do forno
foi programada de 180 ° C, com um aumento
de 10 ° C / min até 270 ° C, terminando com
uma isotérmica de 20 minutos a esta
temperatura. Um microlitro da amostra,
dissolvida em CHCI 3 (1: 100 mg / mL), foi
injectado numa coluna RTX-5MS (d.i. = 0,25
mm, comprimento 30 m, espessura da pelicula
= 0,25 uM). espectrometria de massa (MS) as
condicbes eram tensédo de ionizagéo, 70 eV e
velocidade de varredura, uma varredura / s.
gama de massa foi m / z 50-750). A
identificacdo foi efectuada por comparacao
com os dados da literatura e fragmentacdo
proposta.

O nanodispersdo com o diterpeno foi
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preparada por um método de deslocamento de
solvente (Leong et al, 2011),, com algumas
modificagbes. Da solucdo de 6a metil, 7[3-
dihydroxyvouacapan 17-oato B em etanol
absoluto foi preparado a 40 mg / mL. Em
seguida, 400 mg de mono-oleato de polietileno
glicol 400 foram adicionados a 2 mL da
solucdo de diterpeno e homogeneizados para
gerar a fase organica. A agua pré-aquecida a
80 ° C foi lentamente adicionada a fase
organica e o sistema foi agitado a 400 rpm
durante 30 minutos. A remog&o do solvente
organico foi realizada sob pressdo reduzida
utilizando um evaporador rotativo. A adicdo
posterior de agua foi executado para restaurar
a massa inicial e final de 40 g. A concentracdo
final do diterpeno na nanodispersdo foi de
2000 ng / mL. nanodispersdo em branco foi
preparado sob as mesmas condigbes, sem
utilizar o diterpeno. Nanodispersdes foram
analisadas imediatamente apés a preparagéo.

A caracterizagao fisica da
nanodispersdo foi realizada utilizando um
Zetasizer Nano ZS. Nanodispersao foi diluida
com 4gua deionizada (01:25, v / v). As
medi¢Bes de tamanho de goticula, o indice de
polidispersidade e potencial zeta foram
realizadas em triplicata. Os dados foram
expressos como a média * desvio padréo.

O ensaio biolégico foi realizada
utilizando 4 larvas de Aedes aegypti, obtido a
partir do Laboratério Arthropoda (UNIFAP,
Brasil). As experiéncias foram realizadas sob
condigbes controladas como se segue: a
temperatura da agua foi de 25 + 2 ° C; sala de
humidade relativa foi de 75 = 5% e 12 h
escuro: foi usada ciclo de luz. Todas as
experiéncias foram realizadas em triplicado
com 10 larvas em cada repetigdo (n = 30). As
taxas de mortalidade foram registados apos
cada ciclo (48 h). O grupo tratado foi realizada
utilizando diterpeno nanodispersdo a 200 ppm
(expressos como 6a metilo, 7B-
dihydroxyvouacapan 17-oato B contelido em
meio aquoso). Efeito residual foi realizado de
acordo com um protocolo  publicado
anteriormente (Kanis et al, 2012), com
algumas modificacdes. Depois de cada ciclo, o
meio aquoso foi filtrado e novas larvas (total de
10 por réplica) foram adicionados. O grupo
controle foi constituido por agua e de grupo em
branco foi constituida por nanodispersao
surfactante sem diterpeno.

Andlise de variancia (ANOVA de duas
vias) seguido pelo teste de Tukey foi realizada
utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (San
Diego, Califérnia, EUA). As diferengas foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados e Discussao:

A analise por cromatografia gasosa do
produto obtido a partir de P. emarginatus
oleorresina revelou a presenca de um sinal
com elevada abundancia notavel em 15,13
min, sugerindo que o isolamento do composto,
dentre outros aspectos da analise no CG.

Preparacédo nanodispersao com o metil
6a,7p-dihydroxyvouacapan-17p-oato foi
realizada pelo método de deslocamento de
solvente. A distribuicdo de tamanho de
particula de nanodispersdo a base de
diterpeno e nanodispersdo em branco (sem
diterpeno) foram avalidas.

Nanodispersbes vazias apresentaram
tamanho médio de goticulas inferior (186,8 +
462 nm), quando comparado com
nanodispersdes com diterpeno (445,3 + 6,07
nm). No entanto, a nanodispersdo contendo o
diterpeno apresenta mais estreito indice de
polidisperséo. Valores de 0,500 para PDI estdo
associados a distribuicdo relativamente ampla
(Cheong et al, 2008). Potencial Zeta de ambos
as nanodispersdes foram negativos, sendo o
valor observado para o] diterpeno
nanodispersdo  superior (no modulo).
Fisicamente nanodispersdes aquosas estaveis
estdo associados ao potencial zeta mais baixo
do que -30 mV (Kelman et al, 2007).

A atividade larvicida residual apés o
tratamento com nanodispersdo aquosa
preparada com metil 6a,7p-
dihydroxivouacapan-173-oato (200 ppm
expressos como diterpeno conteddo em meio
aquoso) isolado a partir da oleorresina de P.
Emarginatus obtida dos frutos. Ap6s o primeiro
ciclo, foi observado um nivel mais elevado de
mortalidade para o grupo tratado (40,0 %
8,2%), seguido pelo grupo do branco (20,0 +
14,1%), enquanto quase nenhuma mortalidade
foi observada no grupo de controle (3,33 +
4,7%). Em seguida, foi observado aumento do
nivel de mortalidade para o grupo tratado,
atingindo um maximo apés o segundo ciclo
(56,67 + 17,0%). Esse resultado apresentou
diferenca estatisticamente significativa em
relacdo aos grupos em branco e controle (p
<0,0001), que apresentou quase nenhuma
mortalidade. N&o foram observadas diferencas
significativas nos niveis de mortalidade de
grupos em branco (P> 0,05) do segundo ciclo
de controle e ao final do experimento (p>
0,05). Depois terceiro ciclo, foi observada uma
ligeira diminui¢cdo do nivel de mortalidade para
0 grupo tratado, que atingiu 53,3 £ 4,7% (p
<0,0001). Em seguida, foi observada maior
diminuic¢do, atingindo 26,67 + 24,9% depois do
quarto ciclo (p <0,05). Nao houve diferenca
estatistica significativa no nivel de mortalidade
de grupo tratado apos o quinto ciclo (23,33 +
12,5%), quando comparados ao grupo controle
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e em branco (p> 0,05).

Conclusodes:

Estudos detalhados de fragmentacdo dos
diterpenos tém sido negligenciados na maioria
das pesquisas anteriores do género Pterodon.
O presente estudo realizado uma investigacéo
critica sobre a fragmentacdo, provando ser
uma ferramenta valiosa para a correta
identificacdo e, além disso, o fragmento chave
devido a um mecanismo de retro Diels-Alder
atribuido. Esta reacdo é considerada muito
importante para a andlise terpendides e pode
ser utili para estudos posteriores com
diterpenos vouacapanicos. Também
apresentamos um método de baixo custo e
ecoamigavel usando um "solvente-verde" para
gerar nanodispersbes viaveis com um
diterpeno de P. emarginatus. Observou-se o
tamanho médio de goticulas satisfatorio, indice
de polidispersibilidade e potencial zeta, o que
sugere que o método foi capaz de gerar de
forma satisfatoria a nanodispersao.
Considerando que apresentou atividade
residual, de libertagdo controlada do presente
composto natural larvicida pode ser envolvido
e, portanto, pode ser Util para os programas de
controle contra o Aedes aegypti, o0 vetor
principal de doengas tropicais.
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