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Resumo

Terpenos sdo substancias comumente encontradas em abundancia nos 6leos
essenciais e resinas extraidos de plantas. Assim, 0s copais e ambares formados a
partir da resina exsudada por algumas espécies de plantas sdo constituidos por uma
mistura complexa de varios terpenoides. No Brasil, as arvores pertencentes ao
género Hymenaea, vulgarmente conhecidas como jatob4, produzem copais com
propriedades quimicas e biolégicas variadas e, por esse motivo, foi objeto do
presente estudo. Na primeira etapa foram avaliadas as propriedades morfoldgicas e
estruturais do copal de jatoba por meio das microscopias eletrbnicas de varredura
(MEV), transmissao (MET) e microscopia de forca atomica (MFA); e realizada a
caracterizacdo molecular por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-MS) e espectroscopia Raman. A caracterizacdo morfolégica do copal de
jatoba permitiu observar uma organizacao uniforme da estrutura e a caracterizacao
molecular possibilitou identificar que o B-cariofileno, uma molécula da familia dos
sesquiterpenoides, € o componente molecular majoritario desta amostra. O (-
cariofileno é uma substancia insoltvel em meio aquoso com algumas propriedades
farmacolégicas e terapéuticas correlacionadas a atividades anti-inflamatoria,
antioxidante e antimicrobiana. Em fun¢éo disso, a avaliacdo dos possiveis efeitos do
B-cariofileno, ou mesmo do copal de plantas como a H. courbaril, em membranas
celulares, constitui uma abordagem relevante e, dentre os modelos indicados para
tais estudos, podem ser citados aqueles envolvendo miméticos de membranas
celulares, como lipossomas. Os lipossomas sdo vesiculas com propriedades
anfifilicas formadas a partir de fosfolipideos. Sdo estruturas biocompativeis,
difundem-se facilmente no sistema circulatério, sdo facilmente absorvidos pelas
células dos procariotos e eucariotos, além da sua estrutura compartimentalizada
atuar como uma superficie protetora. Estas caracteristicas possibilitam que os
lipossomas atuem como um importante meio de veiculacéo e de biodisponibilidade
de substancias polares e apolares; além de modelo adequado para estudo de
processos de interacdo de compostos membranoativos. Técnicas calorimétricas
como a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e calorimetria de titulacdo
isotérmica (ITC) fornecem importantes informacdes quanto as transicdes de fase
lipidicas em modelos de membrana biomiméticas durante os processos de interacédo
destas com diversos tipos de moléculas, dentre elas os terpenoides. Dessa forma,
avaliar os efeitos destas interacdes € de extrema importancia para caracterizar a
estabilidade e os mecanismos de acéo envolvidos nestes processos. Assim, DSC e
ITC foram utilizadas para avaliar as alteragdes no grau de cooperatividade dos
fosfolipideos e os processos de troca de calor, além do espalhamento de luz
dindmico (DLS) utilizado nas medic6es e distribuicbes do tamanho dos lipossomas.
Os resultados obtidos indicam que ha interacdo entre os terpenos e os lipossomas,
caracterizado pelo decréscimo do diametro hidrodinadmico e grau de cooperatividade
dos lipossomas estudados.

Palavras-chave: Terpenos, copal, B-cariofileno, lipossomas, calorimetria,
microscopia eletrénica e microscopia de forga atémica.



Abstract

Terpenes are substances commonly found in abundance in essential oils and resins
extracted from plants. Thus, the copal and ambers formed from exudate resin of
some species of plants are made up of a complex mixture of several terpenoids. In
Brazil, the trees belonging to the genus Hymenaea, commonly known as jatob4,
produce copal with chemical and biological properties and for this reason was the
subject of the present study. Firstly were evaluated the morphological and structural
properties of the copal of jatoba through scanning electron microscopy (SEM),
transmission electron microscopy (TEM) and atomic force microscopy (AFM); and
molecular characterization performed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) and Raman spectroscopy. The morphological characterization
of the copal of jatoba allowed to observe a uniform organization structure and
molecular characterization made it possible to identify the B-caryophyllene, a
molecule of sesquiterpenoid family, as the major component of this sample. The -
caryophyllene is a substance insoluble in aqueous media with some pharmacological
and therapeutic properties correlated to anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial activities. Because of this, the evaluation of the possible effects of [3-
caryophyllene or even of the copal of plants as H. courbaril in cell membranes is a
relevant approach. One of the models listed for such studies including mimetic cell
membrane, the liposomes. Liposomes are vesicles with amphiphilic properties
formed from phospholipids. They are biocompatible structures, spread easily in the
circulatory system, easily absorbed by the cells of prokaryotes and eukaryotes, as
well as your structure-compartmentalized act as a protective surface. These features
allow liposomes to act as an important means of conveyance and bioavailability of
polar and nonpolar substances; In addition it is suitable model to study processes of
interaction of membrane active compounds. Calorimetric techniques such as
differential scanning calorimetry (DSC) and isothermal titration calorimetry (ITC)
provide important information about the lipid phase transitions in biomimetic
membrane models during the processes of interaction of these with different kinds of
molecules, among them the terpenoides. Thus, evaluate the effects of these
interactions is important to characterize the stability and the mechanisms of action
involved in these processes. Thus, DSC and ITC were respectively used to assess
changes in the degree of cooperativity and heat exchange processes, in addition to
the dynamic light scattering (DLS) used in the measurements and size distributions of
liposomes. The results indicate that there is interaction between the terpenes and
liposomes, characterized by the decrease of the hydrodynamic diameter and degree
of cooperativity of liposomes.

Keywords: Terpenes, copal, B-caryophyllene, liposomes, calorimetry,
electronic microscopy and atomic force microscopy.
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1. INTRODUCAO



1.1 - Resinas de plantas - Amostras de ambares e copais

Secrecdes de plantas sdo produzidas por um complexo processo de
formacdo que envolve a estrutura da glandula secretora - que podem ser internas ou
externas; o tipo de exsudado produzido; e a sua funcédo (APPEZZATO-DA-GLORIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2006). Os exsudados formados em plantas, também
conhecidos como resinas, apresentam a consisténcia de um liquido viscoso e a
depender da espécie e das condicdes ambientais, podem permanecer em estado
gelatinoso ou solidificar devido a processos de oxidacdo no meio ambiente em
periodos que podem variar entre dias ou semanas (LAMBERT, JOSEPH B;
SANTIAGO-BLAY; ANDERSON, 2008).

Estudos botéanicos e geoldgicos classificam as resinas em ambares e copais.
Ambas sdo formadas quando um agente externo (como por exemplo, um inseto)
causa danos ao coOrtex (casca) de algumas arvores, principalmente aquelas
pertencentes aos géneros Hymenaea, Trachylobium e Pinus (GIGLIARELLI et al.,
2015; KHOO; OEHLSCHLAGER; OURISSON, 1973). Assim, como estratégia de
protecao, a planta exsuda esta resina na regiao onde o dano foi causado.

Ainda de acordo com a geologia, seguindo parametros de datacao
geoldgica, as resinas sao classificadas de acordo com o periodo de sua existéncia.
Os ambares sao resinas fossilizadas em periodos compreendidos de 3 a 340
milhdes de anos, e 0s copais sdo resinas semi-fossilizadas ha algumas centenas de
anos ou até menos (LAMBERT, J. B. et al., 2012). Atualmente, a geologia classifica
0 ambar como uma gema, a Unica que possui origem vegetal, dentre outras gemas

organicas como o marfim, a pérola e o coral, todas de origem animal.



As resinas fossilizadas sao classificadas como ambar “verdadeiro” e copal
(BRANCO, 2008). O ambar “verdadeiro” é tipicamente relacionado com a resina do
Pinus succinites e, por ser derivado desta planta, é conhecido como succino. Os
principais depésitos de ambares estdo localizados na costa do Mar Baltico; na
Republica Dominicana; nos Estados Unidos da América; na regido norte da China e
Mianmar; e no Japao (regiao de Kuji) (YOSHIHARA; MAEDA,; IMAI, 2009).

J& os copais sdo formados por resinas de plantas que ocorrem em Varios
continentes. Nas regides tropicais das Américas Central e do Sul e regido oeste da
india, as arvores do género Hymenaea, pertencentes a familia Fabaceae e
subfamilia Caesalpinoideae, sdo bem difundidas. No Brasil, as arvores deste género
estdo concentradas no Bioma Cerrado, nos estados de Minas Gerais, Bahia, Goiés e
Tocantins, e todas as regides abrangidas pela Floresta Amazoénica (LANGENHEIM,
JEAN H.; LEE, 1974; LORENZI, 2002; SOUZA; FUNCH; DE QUEIROZ, 2014). Das
dezesseis diferentes espécies do género Hymenaea, a mais difundida no Brasil € a
espécie Hymenaea courbaril, popularmente conhecida como jatoba, mas a depender
da regido, também existem outros nomes como: jatoba-verdadeiro, jutai, jatali,
cuapinol, guapinol, locust, kawanari, rode, lokus e algarrobo (ROSSI, 2008).

E importante salientar que o termo resina é frequentemente utilizado para
caracterizar seivas ou exsudados aromaticos de plantas e distinguem-se de outros
exsudados como gomas, gelatinas, ceras, Oleos e latex pela sua constituicdo
quimica. Uma definicdo priméria para resinas de plantas as caracteriza como uma
mistura lipossoluvel de terpenoides volateis e ndo volateis. Outra definicdo adotada
comumente é aquela que caracteriza as resinas como misturas de compostos
fendlicos secundarios secretados em estruturas internas especializadas ou na

superficie das plantas (GIGLIARELLI et al., 2015).



1.2 - Biossintese e classificacdo dos terpenos

Terpenos, também denominados como terpendides ou isoprenoides, sao
substancias comumente encontradas em 0leos essenciais extraidos de plantas. Em
levantamento realizado por Connolly e Hill (1991) estimava-se que existiam cerca de
30 mil compostos na familia dos terpenos. Em outra revisdo atualizada realizada por
Maimone e Baran (2007) este numero ja havia sido atualizado para 55 mil
compostos (MAIMONE; BARAN, 2007; STEVENS, 1992). Esta diversidade de
terpenos deve-se a acdo de enzimas da classe das terpenosintases, as quais sao
responsaveis pela conversédo da série de homaologos do prenil difosfatos aciclicos e
do esqualeno em varias formas ciclicas e aciclicas (BLOCH, 1965; DEGENHARDT;
KOLLNER; GERSHENZON, 2009; ZULAK; BOHLMANN, 2010).

Fundamentalmente, a sintese dos isoprenoides € baseada em dois
compostos quimicos isébmeros de cinco atomos de carbono. O primeiro é o difosfato
de isopentenila (do termo em inglés: isopentenyl diphosphate — abreviado como IPP)
e 0 segundo € o difosfato de dimetilalila (do termo em inglés: dimethylallyl
diphosphate — abreviado como DMAPP). O IPP e o DMAPP sé&o sintetizados
biologicamente por dois mecanismos (Figura 1), a via do acetato-mevalonato,
também conhecida como rota do acido meval6nico (MAV) e pela via do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXP), também conhecida como rota do metileritritol fosfato (MEP)

(KIRBY; KEASLING, 2009; PICKENS; TANG; CHOOI, 2011).



Via do Acetato-Mevalonato / Via do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) /
Rota do Acido Mevalonico Rota do Metileritriol Fosfato (MEP)
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Figura 1. Rotas de biossintese dos terpenos pela via do acetato-mevalonato e via do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXP). Com adaptacdes (KIRBY; KEASLING, 2009).

Ao final das vias do acetato-mevalonato e da DXP, os produtos IPP e
DMAPP sao combinados pela acdo da IPP-DMAPP Isomerase em uma nova
molécula com dez carbonos (Ci0) denominada como trans-geranilpirofosfato (GPP)
gue apos processos de conversdo dao origem a varios monoterpenos. Por sua vez,
€ adicionada outra molécula de IPP ao GPP, gerando uma nova molécula de quinze
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carbonos (Cis) denominada como farnesil difosfato (FPP), que é precursora da



maioria dos sesquiterpenos. Novamente h4 uma nova adicdo de uma molécula de
IPP ao FPP, gerando uma nova molécula com vinte atomos de carbono (C-2o)
denominada geranilgeranil difosfato (GPP), que € precursora de varios diterpenos
(Figura 2) (KIRBY; KEASLING, 2009). Ao final, as moléculas de FPP e GPP podem
sofrer um processo de dimerizacdo, resultando em moléculas com trinta carbonos
(Cs0) ou quarenta carbonos (Cao), denominadas triterpenos e tetraterpenos,

respectivamente (DEWICK, 2009; KIRBY; KEASLING, 2009).

)\/\opp IPP-DMAPP )\/\

OPP
) . . Isomerase
Difosfato de isopentenila (IPP) > Difosfato de dimetilalila (OMAPP)

GPP

——» Monoterpenos

OPP
FPP
W ———> Sequiterpenos
X X X OPP
GGPP

—> Diterpenos
X X X X OoPP

Figura 2. Rotas de biossintese dos precursores de terpenos GPP, FPP e GGPP via combinagéo nas
moléculas de IPP e DMAPP. Com adaptagfes (KIRBY; KEASLING, 2009).

Ainda de acordo com o numero de unidades de isopreno, os terpenos sao

quimicamente classificados conforme a tabela 1.



Tabela 1. Classificagé@o dos terpenos

Classe Unidades de Isopreno N° de atomos de carbono
Hemeterpenos 1 5
Monoterpeno 2 10
Sesquiterpeno 3 15
Diterpeno 4 20
Sesterpeno 5 25
Triterpeno 6 30
Tetraterpeno 8 40
Politerpenos >8 >40

A caracteristica estrutural que distingue os terpenos de outros compostos
organicos naturais € o composto com cinco carbonos conhecido como isopreno (2-

metil-1,3-butadieno) (Figura 3) (LIMA et al., 2016; LIU et al., 2014).

CHj

H,C=C—CH=CH, == Z
Figura 3. Estrutura quimica do isopreno (2-metil-1,3-butadieno).
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Outra caracteristica importante apresentada pelos terpenos é o tipo de
ligacdo entre as unidades de isoprenos, que € conhecida como unido cabec¢a-cauda

(Figura 4) (LIMA et al., 2016).

Cabeca Cabeca

X ~

N N

Cauda Cauda

OH

Figura 4. Exemplo das as unides do tipo cabeca-cauda entre as trés unidades de isoprenos no
sesquiterpeno conhecido como farnesol.

Além disso, varios terpenos também podem assumir conformacdes de anéis

devido a unido de varias unidades de isopreno (Figura 5).



Figura 5. Monoterpeno em formato de anel, conhecido como a-felandreno, formado pela unido de
duas unidades de isoprenos.

1.3 - Caracterizac&do quimica e estrutural dos ambares e copais

Os primeiros estudos sobre a caracterizagdo quimica dos ambares e copais
foram realizados em 1965, por Jean H. Langenheim a partir de amostras coletadas
em VAarios continentes, as quais foram submetidas a andalises por espectroscopia no
infravermelho (IR) e difracdo de raios-X (XDR). Estes estudos indicaram que o0s
materiais estudados eram constituidos majoritariamente por moléculas da classe dos
terpenos, incluindo  monoterpenoides,  diterpenoides,  triterpenoides e
sesquiterpenoides (LANGENHEIM, JEAN H., 1969; LANGENHEIM, J. H.; BECK,
1965). Trabalhos desenvolvidos pelos grupos de Mills et al (1984) e Grimalt et al
(1988) caracterizaram ambares e copais de varias regides pelas técnicas de IR e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS). Os resultados
corroboraram os dados obtidos por Langenheim (1969) na medida em que as
analises também identificaram varios compostos da classe dos terpenoides
(GRIMALT et al., 1988; MILLS; WHITE; GOUGH, 1984).

Amostras de ambares e copais de regides do México, Republica Dominicana
e Polonia foram analisadas por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
carbono 13 (C'® RMN) e IR. Os resultados indicaram que os espectros de cada

amostra apresentam regides caracteristicas especificas que possibilitaram a sua



identificacdo de acordo com a espécie de arvore que a produziu (CUNNINGHAM et
al., 1983; MARTINEZ-RICHA et al., 2000). J& Edwards et al (2007) avaliaram
comparativamente ambares e copais quanto as estruturas que foram fossilizadas em
seu interior utilizando a técnica da espectroscopia Raman (EDWARDS; FARWELL;
VILLAR, 2007). Yoshihara et al (2009), utilizando a espectroscopia de Brillouin
correlacionaram os espectros obtidos pela dispersédo de Brillouin com espectros de
IR demonstrando que estd técnica pode ser utilizada para -caracterizar
geologicamente o material de maneira ndo destrutiva (YOSHIHARA et al., 2009).
Copais provenientes da espécie H. courbaril também foram analisados por
IR, GC-MS e RMN. Foram identificadas a presenca dos seguintes
sesquiterpenoides: B-cariofileno (26%) (Figura 6), a-sileno (17%), B-sileno (18%), a-
copaeno (9%), B-copaeno (5%) e a- e B-humuleno (5%); além de outros
diterpenoides menos representativos (DOMENECH-CARBO et al., 2009; KHOO et

al., 1973; MARTIN; LANGENHEIM; ZAVARIN, 1972).

Figura 6. Estrutura quimica do B-cariofileno, componente majoritario no copal da espécie Hymenaea
courbaril.
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1.4 - Importancia dos terpenos nos setores industriais

Os terpenos sao representantes de uma grande classe de produtos naturais
gue tem consideravel valor econébmico e também diversas aplicagcbes em setores
industriais como os de fragrancias, alimentos, tintas, borrachas e farmacéuticos
(GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013; GUIMARAES; SERAFINI;
QUINTANS-JUNIOR, 2014; SCHWAB; FUCHS; HUANG, 2013).

Uma estimativa da aplicacdo econbmica dos terpenos na industria
farmacéutica foi realizada em 2002 por Wang, Tang e Bidigare. De acordo com o0s
dados destes autores, a movimentacao financeira envolvendo derivados de terpenos
na industria farmacéutica foi de aproximadamente US$ 12 bilhdes de délares. Como
exemplos, podem-se citar as drogas anticancer como o Taxol® e antimalarica como
a Artemisinina, além de outras drogas derivadas de terpenos que sdo amplamente
difundidas no mercado (WANG, G.; TANG; BIDIGARE, 2005).

Outro exemplo de aplicacdo comercial que também pode ser citado é o
analgésico de aplicacédo tépica Salonpas®, que é formulado com mentol (5,7%),
canfora (1,12%) e salicilato de metila (6,3%) e que somente nos Estados Unidos da
América movimenta anualmente recursos em um montante estimado de US$ 2
bilhdes de délares (FEUCHT; PATEL, 2010).

No Brasil, em 2005, chegou ao mercado um anti-inflamatério fitoterapico
derivado do sesquiterpendide alpha-humuleno, o Acheflan, que foi desenvolvido pelo
laborat6rio Aché do Brasil (HOHMANN et al., 2016).

No setor industrial em geral e automotivo, outro exemplo de sucesso como
um produto derivado de terpenos € um politerpeno, a borracha. A descoberta do

processo de vulcanizagdo da borracha por Charles Goodyear foi um marco
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importante na indastria. Outros importantes terpenos que também sao relevantes
para a industria em geral sdo: canfora, mentol, piretrinas, limoneno, carvona, rosina
e as lactonas (SCHWAB et al., 2013; ZWENGER; BASU, 2008).

Na indastria alimenticia também estdo sendo desenvolvidas pesquisas que
avaliam a funcéo destes terpenos e de outros como aditivos alimentares e agentes
aromatizantes que tem a finalidade de enriquecer o sabor e aumentar a durabilidade
dos alimentos industrializados. Além disso a industria quimica faz investimentos que
tem por objetivo produzir sinteticamente e em larga escala varios tipos de terpenos
para atender a crescente demanda por este tipo de quimico (AHAD et al., 2009;

ERICKSON; NELSON; WINTERS, 2012; GUIMARAES et al., 2013).

1.5 - Atividade bioldgica dos terpenos

Produtos naturais derivados de plantas sdo utilizados para tratamento
meédico desde o inicio da histéria da humanidade. De fato, as plantas apresentam
mecanismos que viabilizam a sintese de varios compostos quimicos durante a sua
atividade metabdlica e ciclo de vida (HOHMANN et al., 2016). Ainda neste processo,
algumas classes de plantas sintetizam os metabdlitos secundarios, que sao
compostos quimicos de uma mesma familia, que possuem estruturas quimicas
homologas. Nas plantas, estes metabdlitos secundarios podem, por exemplo,
desempenhar fungbes protetoras contra microrganismos e insetos além de proteger
a planta da radiagao ultravioleta (HOHMANN et al., 2016).

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios que nas plantas apresentam como
uma das funcdes atuar como agentes de defesa em situagfes de estresse bidtico e

abidtico. Outra fungdo importante que também é atribuida aos terpenoides esta
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relacionada com a sintese de moléculas sinalizadoras, que auxiliam na atracdo de
insetos durante o processo de polinizagdo (DE MORAES; MESCHER; TUMLINSON,
2001). Alguns exemplos dessas moléculas sdo as fitoalexinas, que tem atividade
contra fungos e bactérias e a (E)-4-8-dimetil-1,3,7-nonatrieno, que tem atividade
sinalizadora na atracao quimica de insetos (SINGH; SHARMA, 2015).
Historicamente, existem registros que a sociedade humana utiliza derivados
de produtos naturais desde o surgimento das primeiras civilizagbes organizadas.
Nos ultimos setenta anos, estes produtos tem ajudado a melhorar a qualidade de
vida ndo s6 dos seres humanos, mas também dos animais em geral, fazendo com
gue a expectativa de vida de ambos praticamente dobrasse neste curto intervalo de
tempo. Estes produtos, dentre 0s quais encontram 0s terpenos, revolucionaram a
medicina e a industria farmacéutica, auxiliando o homem em processos que
abrangem desde o0 combate a infeccdes, reducdes/extingbes de processos
inflamatorios e até mesmo no alivio da dor (WANG, G. et al., 2005). Citando ainda a
revisao bibliografica de Guimaraes, Serafini e Quintans-Janior de 2014, desde o0 ano
de 1988 foram registradas em todo o mundo dezessete patentes reportando
atividades analgésicas de alguns monoterpenos e sequiterpenos (GUIMARAES et

al., 2014) de acordo com a Tabela 2.



Tabela 2. Tabela de patentes de farmacos desenvolvidos com a utilizagéo de monoterpenos e sesquiterpenos. Com adaptacdes (GUIMARAES et al., 2014).
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Terpeno Inventor Pais Ano

a-pineno London e Gibson Estados Unidos 1988

Incarvillateina Seiwa Phamaceutical Japéao 1998

Acido mangiferénico (15 - 30%), B-elemeno (5 - 10%), a- Nufiez Selles et al. Center pharmaceutical Cuba 2000

guaieno (5 - 10%), aromadendreno (5 - 10%), hinesol (1- chemistry

5%), ledol (1 - 5%), taraxerol (1 - 5%)

Carvacrol, timol, 1,8-cineol, limoneno, pineno, 1,8-cineol Papaprodromou Canada 2001

1,8-cineol, citral, limonene, linalool, acetate de metila, Weise, General Cosmetics Corp. Estados Unidos 2002

mentol, acetate de bornila, borneol, canfora

1,8-cineol, a - and B —pinene, limonene, a-terpineol, Weidner et al., Enrovita A/S Ferrosan A/S Dinamarca 2003

Terpene-4-ol, trans-b-farneseno

Mentol, a - e B —pineno, limoneno, 1,8-cineol, sabineno Small R Estados Unidos 2004

Farnesol, acetate de vetiveryl, mentol Bothma et al.,Zelpy 2549 Ltd. Africa do Sul 2007

Partenolide Mitchell et al. GelStat Corp. Estados Unidos 2007

Sweroside Kwak et al., SK Chemicals Co.Ltd. Coreia do Sul 2008

Linalol, mentona, borneol, nerol e neral, citronelol, geraniol, | McLellan, Origin Biomed, Inc. Canada 2010

mirceno, p-cimeno, Limoneno, 1,8-cineol, canfora

Citronelol (19,89%), geraniol (18,00%), B -felandreno McLellan et al. Canada 2011

(12,47%), linalol (10,23%), formiato de citronelilo (8,30%),

Isomentona (7,53%)

Oleo essencial de geranio McLellan et al. Canada 2011

a-humulene, trans-cariofileno Pianowski et al. Aché Pharmaceutical Brasil 2011
Laboratories S.A.

Huperzine A Schachter President and Fellows of Harvard Estados Unidos 2011
College

Derivados sintéticos do geraniol Reed et al. Neuroquest, INC Canada 2012

2-Metil-2-(4-metilpentano-3-en-1-il)ciclopropil) metanol McLellan et al.Neuroquest, INC Canada 2013
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Recentemente, alguns estudos relataram componentes solubilizados

oriundos de resinas vegetais, em particular os terpenos, para aplicagdes anti-

inflamatorias e antitumorais (ALEXANDRE SCHEFER et al., 2017; FORMISANO et

al.,, 2017; GAO et al., 2017; MOHAMED et al., 2016; RODRIGUEZ-CHAVEZ et al.,

2017; ROMERO-ESTRADA et al., 2016; WANG, Y. et al., 2017; XING et al., 2017).

Como outras atividades farmacolégicas também s&o atribuidas aos terpenos, alguns

ja séo utilizados com propositos biomédicos e biotecnoldgicos. Na tabela 3 estéo

descritos alguns exemplos de terpenos que foram objetos de estudo para avaliagao

da sua potencial atividade. Em muitos desses efeitos, a interacdo primaria dos

terpenos ocorre com as membranas biologicas presentes nas células.

Tabela 3. Outras atividades farmacolégicas de alguns terpenos.

Terpeno Atividade estudada Referéncia

D-limoneno Prevencdo de céncer de | (YOON; LEE; HYUN, 2010)
mama e figado.

1,8-cineol Analgésico e anti- | (TAKAISHI et al., 2012)
inflamatério.

Acido boswellico

Anti-inflamatério.

(ANTHONI et al., 2006)

Acido betulico

Antiviral e anticancer.

(ALAKURTTI et al., 2006 ; HSU et al.,
2012)

B-sitosterol

Prevencdo de céncer na
préstata, auxilio no
tratamento de tuberculose.

(BERGES; KASSEN; SENGE, 2000;
DE CASSIA DA SILVEIRA E AS;
ANDRADE; DE SOUSA, 2013; WILT,;
MACDONALD; ISHANI, 1999)

Acido ursolico

Prevencdo de céncer na
prostata e anti-inflamatorio.

(SHANMUGAM et al., 2012)

B-Cariofileno

Antimalarica, anti-
inflamatorio, antioxidante,
antimicrobiana.

(DAHHAM et al., 2015 ; DE SOUZA et
al.,, 2017; KELANY ; ABDALLAH,
2016 ; OJHA et al., 2016 ; SANTOS
et al., 2017 ; VARGA et al., 2017)
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Uma busca mais recente no banco de patentes PATENTSCOPE (WIPO),

identificou que especificamente para o cariofileno desde 2014 foram registradas

mais quatro patentes que utilizam na sua formulacéo este terpeno (Tabela 4).

Tabela 4. Registros de patentes com a utilizagdo do Cariofileno desde o ano de 2014.

Terpeno Atividade Inventor Pais Ano
farmacolégica

[ -Cariofileno Anti-inflamatorio Mary Lynch Canada | 2015

/ USA

B -Cariofileno Processo de Primus USA 2017
cicatrizacdo de 0sso0s. Pharmaceuticals, Inc.

B -Cariofileno, Anti-inflamatorio Primus USA 2017

catequinas, baicalin Pharmaceuticals, Inc.

[ -Cariofileno, Tratamento de Avriel Scientific USA 2017

humuleno

esquizofrenia

Innovations LTD

1.6 - Caracteristicas moleculares do B-cariofileno

A molécula do sequiterpeno B-cariofileno € constituida somente por atomos

de carbono e hidrogénio, possui a formula CisH24 e massa molecular monoisotopica

de 204,19 Da. A Figura 7-A representa a molécula no plano horizontal e a Figura 7-B

a mesma molécula no plano horizontal com os atomos de carbono numerados.
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Figura 7-A: Representacado da molécula de B-cariofileno no plano horizontal. 7-B: Representacdo no
plano horizontal com os 4tomos de carbono numerados.
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As Figuras 8-A-D representam a molécula em um arranjo 3D com todos 0s
atomos de carbono e hidrogénio identificados e rotac6es de 0°, 90°, 180° e 360°
tendo como referéncia o eixo longitudinal do anel formado pelos C4, C9, C11 e C10.
Este modo de ilustracdo foi elaborado para demonstrar que a molécula praticamente
ndo apresenta um momento dipolo definido devido a distribuicdo espacial dos
atomos de C e H e pela auséncia de heterodtomos, caracteristica que justifica o

carater apolar desta molécula e evidencia a sua insolubilidade em meio aquoso.



H(1S)

Figura 8-A: Molécula de B-cariofileno em 3D. Rotacdo: 0°. Referéncia C4, C9, C11 e C10. 8-B: Rotacéo: 90°. Referéncia C9 e C11.
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Figura 8-C: Rotag&o: 180°. Referéncia C9, C4, C10 e C11. 8-D: Rotagao: 360°. Referéncia C4 e C10.
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1.7 - Caracteristicas biolégicas da molécula de B-cariofileno

A descoberta de que a molécula de B-cariofileno tem acédo farmacoldgica no
sistema imunoldgico periférico de receptores endocanabinoides (CB2) como agente
agonista, motivou o desenvolvimento de estudos mais aprofundados sobre o
mecanismo biologico de atuacdo desta molécula no sistema imune dos mamiferos
(GERTSCH, 2008; GERTSCH et al., 2008; PAULA-FREIRE et al., 2014). Como
visto na secao 1.6, o B-cariofileno ndo possui outros grupos funcionais na sua
estrutura além de ligagcbes simples C-H, C-C e ligacbes duplas C-C. Estas
caracteristicas conferem ao -cariofileno uma natureza de compostos olefinicos.

Esta caracteristica intrinseca acaba por distinguir o B-cariofileno de outras
moléculas de natureza lipofilica que possuem atividade ja reconhecida com os
receptores do tipo CB2. Geralmente moléculas que atuam neste sistema possuem
como caracteristica regides polarizadas localizadas em grupos funcionais derivados
de amidas, ésteres, alcoois e fendlicos (APPENDINO; CHIANESE; TAGLIALATELA-
SCAFATI, 2011; YANG; WANG; XIE, 2012).

Em um estudo desenvolvido por Gertsch et al em (2008), duas moléculas
homodlogas derivadas do B-cariofileno, o 6xido de B-cariofileno e o humuleno ou a-
humuleno (Figuras 9-A e 9-B, respectivamente), também tiveram a sua atividade
avaliada na interagdo com mecanismos CB1l (Sistema de receptores
endocanabinoides localizados nos terminais nervosos pré-sinapticos) e CB2. No
entanto as mesmas nao apresentaram atividade nos mecanismos avaliados

(GERTSCH et al., 2008).
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9-A 9-B

=4

Figura 9-A: Representagdo da molécula do 6xido de B-cariofileno. 9-B: Representacdo da molécula
do humuleno.

Comparando as estruturas 7-A, 9-A e 9-B, Chicca et al 2014, atribuem a
atividade nos mecanismos CB1 e CB2 do B-cariofileno a conformacé&o espacial desta
molécula devido a dupla ligacdo endociclica entre os carbonos C5 e C6 (Figura 7-B
e Figura 10) e os possiveis rearranjos conformacionais da metila do carbono C12
que podem ocorrer internamente no anel principal de 9 carbonos do B-cariofileno

(Figura 10) (CHICCA et al., 2014).
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Figura 10. Representacdo da molécula do B-cariofileno da perspectiva dos carbonos C6, C5 e C12.
Destacando a dupla ligacéo entre os carbonos C6 e C5 e possibilidade de rearranjo do carbono C12
com os outros carbonos do anel principal de nove carbonos.
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Ainda tratando da abordagem realizada no trabalho desenvolvido por Chicca
et al em 2014, foram avaliadas quais 0s potenciais mecanismos de acao de
moléculas funcionalizadas do [(-cariofileno em CB1l e CB2. Um dos derivados
funcionalizados foi o cariolanol, que € um alcool do B-cariofileno. Esta molécula tem
férmula molecular CisH260 e a massa molecular monoisotépica de 222,2 Da. A sua
estrutura planar e em 3D é representa pelas Figuras 11-A e 11-B, respectivamente.
Pelo menos parte dos mecanismos de acdo de moléculas derivadas de B-cariofileno
parecem estar relacionados com interagdes com membranas celulares (SARPIETRO

et al., 2015).

11-A

11-B

Figura 11-A: Representacdo planar da molécula do cariolanol. 11-B: Representacdo em 3D
dimensdes da molécula do cariolanol. Referéncia carbono C1.
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1.8 - Membranas bioldgicas

Membranas bioldgicas exercem um papel fundamental na manutencdo da
estrutura compartimentalizada das células procaridticas e eucaribticas. Estas
estruturas sdo responsaveis pela delimitacdo fisica entre o citoplasma e o meio
extracelular, assim como pela compartimentalizacéo interna das organelas no caso
das células eucaridticas (PHILLIPS et al., 2009). Outras funcdes importantes
desempenhadas pelas membranas celulares estdo relacionadas com mecanismos
sensoriais e de sinalizacdo. Também atuam como barreiras seletivas ao fluxo de
moléculas para o meio intracelular e extracelular, além do transporte e producao de
energia nas organelas (PHILLIPS et al., 2009).

Os lipideos, em conjunto com as proteinas, sdo 0s principais constituintes
das membranas biolégicas e 0 sinergismo entre estes dois componentes €
responsavel pelo principal mecanismo de transporte das células, via formacédo de
vesiculas (HURLEY et al., 2010).

Nas membranas biologicas, de uma maneira geral, ocorrem até cinco
classes de lipideos, sendo eles: os glicerofosfolipideos, os galactolipideos,
sulfolipideos, esfingolipideos e esterois (VAN MEER; DE KROON, 2011).

Os (glicerofosfolipideos sdo o0s componentes lipidicos majoritarios
encontrados nas membranas biolégicas. Quando um grupo fosfato esta esterificado
ao glicerol nos glicerofosfolipideos, estes lipideos recebem a denominacdo de
fosfolipideos. Nesse sentido, os fosfolipideos denominados fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e cardiolipina s&o os principais
lipideos encontrados em membranas de organismos eucariotos e procariotos (VAN

MEER; DE KROON, 2011; VAN MEER; VOELKER; FEIGENSON, 2008).
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Os fosfolipideos apresentam como caracteristica comum uma extremidade
hidrofilica (polar) e uma extremidade hidrofébica (apolar) (Figura 12). Esta
caracteristica intrinseca dos fosfolipideos atribui a essas moléculas caracteristicas
anfifilicas, diferentemente de outros lipideos. Assim, em meio aquoso, isto resulta na
possibilidade de formacdo de aglomerados e agregados de lipideos que por um
processo cooperativo formam micelas unilamelares, onde a porcdo hidrofilica
mantém o contato com 0 meio aquoso (externo) e a porgao hidrofébica volta-se para

o interior da micela.

Extremidade hidrofilica

A
e )
o
Hy Hy ‘ ‘
C P.
/ /N SN ‘\o_m
ANANAAANNNAN
J / </ J
Extremidade hidrofébica Onde R1=grupos substituintes.

Figura 12. Exemplo da estrutura geral de um fosfolipideo.

Os glicerofosfolipideos apresentam duas cadeias hidrocarbonadas na regido
apolar da sua estrutura, sendo que as micelas formadas por estes lipideos
apresentam uma caracteristica peculiar, que a formacdo de micelas com duas ou
mais camadas (multilamelares). Nesse arranjo, o nucleo interior destas vesiculas

tem compatibilidade com substancias polares (Figura 13).

- {WWW
Parte Apolar —
Estrutura da Bicamada Lipidica

Figura 13. Exemplo de formacdo de estruturas micelares com bicamada lipidica. Adaptado de
(WATSON, 2015)
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Vesiculas biomiméticas com estruturas multilamelares também s&o
comumente conhecidas como lipossomas e desde a sua primeira observacdo em
1964 por Bangham e Horne, a utilizacdo destas estruturas se popularizou no meio
académico, farmacéutico e de cosméticos (DEAMER, 2010). De uma maneira geral,
os lipossomas sdo biocompativeis, facilmente internalizados pelas células e tem uma
rapida difusdo na corrente sanguinea. Outra caracteristica importante apresentada
pelos lipossomas é a possibilidade da sua estrutura polar também atuar como
superficie protetora, preservando as substancias que podem ser armazenadas no
interior (TORCHILIN, 2005).

Devido a esta caracteristica anfifilica, os lipossomas sdo capazes de
armazenar e transportar até mesmo simultaneamente tanto substancias sollveis em
meio aquoso no seu compartimento polar, quanto substancias insoltveis intrincadas
na bicamada apolar da membrana. Assim, atualmente os lipossomas séo utilizados
eficientemente na veiculacdo de inumeros antibidticos e outras drogas (DAVIS,
2004; LUKYANOV; TORCHILIN, 2004; TORCHILIN, 2005;2014).

Os lipossomas também estdo sendo recentemente estudados para
veiculagdo de moléculas da classe dos terpenos, inclusive o B-cariofileno, que séo
insollveis em meio aquoso e apresentam potencial atividade anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana e nutracéuticos (PENG et al., 2017; SARPIETRO et al.,

2015; TAN et al., 2016). Por esse motivo, 0 processo de interacao entre terpenos e

lipossomas precisa ser investigado.



2. JUSTIFICATIVA
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Sesquiterpenos como aqueles encontrados em resinas vegetais na forma de
copais sdo moléculas que apresentam potencial biotecnologico e farmacoldgico
como anti-inflamatorios, antioxidantes e antimicrobianos relatados na literatura,
dentre outras atividades que sé&o identificadas em novos trabalhos. No Brasil,
arvores como o jatoba (H. courbaril) constituem uma fonte natural abundante nestes
terpenos na forma de copais. Caracterizacbes moleculares realizadas anteriormente
(DOMENECH-CARBO et al., 2009; KHOO et al., 1973; MARTIN et al., 1972) de
copais de arvores do género Hymenaea identificaram que o cariofileno, uma
molécula da familia dos sesquiterpenoides, € o componente majoritario.

No entanto, esta classe de moléculas ndo apresenta boa solubilidade em
meio aquoso, 0 que pode afetar a sua biodisponibilidade e o seu potencial
terapéutico. Assim, a formulacdo de miméticos de membranas biolégicas como
lipossomas constitui um importante sistema para veiculacdo desta classe de
moléculas que apresenta baixa solubilidade. Além disso, a utilizacdo de lipossomas
também possibilita avaliar de uma maneira fidedigna quais as melhores condi¢cdes
de estudo em quesitos como: concentracdo de ativos, potencial de acéo
farmacoldgica, mecanismos de interacéo, transporte e difusao.

Os métodos calorimétricos de andlise em conjunto com microscopias,
cromatografias, espectrometrias de massa e espectroscopias sao importantes
ferramentas que auxiliam na avaliacdo da identidade estrutural e quimica, assim
como na avaliacdo da hipotese da efetividade real dos processos de interacdo e
transporte de substancias utilizando lipossomas. Por esse motivo, estratégias
envolvendo tais técnicas constituem foco de interesse cientifico e tecnoldgico deste

presente estudo.



3. OBJETIVOS
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3.1 - Objetivo geral:

Caracterizar morfologicamente, ultra estruturalmente, quimicamente,
molecularmente e avaliar as possiveis modificacbes quimicas e estruturais
resultantes da interacdo das moléculas presentes no solubilizado do copal de jatoba

em lipossomas.

3.2 - Objetivos especificos:

a) Caracterizar o perfil fitoquimico e ambiente quimico do copal de
Hymenaea courbaril (jatobd) por meio de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa e espectroscopia Raman,;

b) Caracterizar a estrutura do copal de jatobd em alta resolucao por meio de

microscopia de forga atbmica e microscopias eletronicas de varredura e transmissao;

¢) Formular lipossomas de DMPC por extruséo e avaliar os possiveis efeitos
de solubilizado do copal de jatobd e do cariolanol nessas vesiculas por meio de
espalhamento de luz dindmico, calorimetria exploratoria diferencial e calorimetria de

titulacao isotérmica.



4. MATERIAL E METODOS:
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4.1 - Fundamentacdao tedrica e principios das técnicas empregadas

4.1.1 - Microscopias Eletronicas e Microscopia de Forgca Atdmica

No contexto das andlises topograficas e ultra-estruturais, a utilizacdo das
técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (MET) e Microscopia de Forca Atomica (MFA) s&o importantes
ferramentas que auxiliam na elucidacdo das estruturas estudas, inclusive algumas
amostras de ambar ja foram analisadas por estas técnicas (BARLETTA; WANDELT,
2011; GOLUBEV; KOVALEVA, 2012; LASENKO INGA; GAIDUKOVS;
ROMBOVSKA, 2016).

O MEV, é ideal para estudar a topografia de superficie de objetos solidos
devido a sua grande profundidade de campo, 0 que possibilita a aquisicdo de
imagens em trés dimensodes de grande qualidade.

No processo de formacao de imagens no MEV, a interacdo dos elétrons
secundéarios (ES) e os retroespalhados (ER) com a superficie metalizada da
amostra, sdo os principais sinais detectados na formacdo das imagens. Os sinais
dos ES séo utilizados na composicdo das imagens topograficas de superficie e na
formacao das imagens de alta resolucao. Ja4 os ER sao utilizados na formacao de
imagens que indicam a variacado de composicédo da amostra (REICHELT, 2007).

O poder de magnificacdo destes instrumentos pode chegar a 350.000x,
sendo a sua escala de observacdo bem ampla, possibilitando analises entre as
faixas de grandeza da ordem dos milimetros (mm) até nanémetros (nm).

O MET € um instrumento que possibilita estudar a ultra-estrutura interna dos

materiais analisados na escala nanométrica e sub-atbmica. A ordem de
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magnificacdo desta classe de instrumentos varia de 400.000x para 0s instrumentos
mais simples, podendo chegar até a 1.500.000x para 0s microscopios de
transmissao de alta-resolucdo (GRUEHN, 1989; WILLIAMS; CARTER, 1996).

Para a formacdo das imagens no MET, os elétrons utilizados sdo os que
atravessam a amostra e a formacéo do contraste das imagens decorre da mudanca
na amplitude e na fase das ondas eletromagnéticas durante a interacdo do feixe de
elétrons com a amostra.

No entanto, apesar do MET possibilitar aquisicdo de imagens em alta-
resolucdo de alta qualidade, o processo de preparacdo de amostras é muito
elaborado, sendo necessario para este tipo de analise o seccionamento das

amostras em ultra-micrétromos. A Figura 14 exibe um comparativo esquematico dos
principais componentes de um MEV e MET.
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Figura 14. Representacdo esquematica dos principais componentes de um MEV e MET. Com
adaptacdes (BOZZOLA, 2001).
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Neste contexto, a utilizacdo do MFA possibilita a andlise e aquisicdo de
imagens em alta-resolucdo a nivel de resolucdo atbmica. As areas de aplicacédo
onde o AFM pode ser utilizado sao varias, abrangendo componentes eletrénicos,
polimeros, biomateriais e amostras biolégicas sem a necessidade de tratamento e
etapas de preparacdo de amostras muito elaboradas (JALILI; LAXMINARAYANA,
2004).

O MFA apresenta trés modos possiveis de analise: Modo Contato, Nao-
contato e Contato Intermitente. A depender das caracteristicas da amostra, alguns
tipos de analise sdo mais adequados. Especificamente no caso da amostra do copal
do Jatob4, como o interesse principal foi de avaliar a superficie do material, para
averiguacgdo da nano-estrutura foi utilizado o modo contato. A Figura 15 representa o

esquema basico dos principais componentes de um MFA.

detector
+ — espelho
laser
1 laser
scanner
cantilever
amostra

Figura 15. Representacdo esquematica dos principais componentes de um MFA. Com adaptacdes
(CHANG et al., 2012).
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4.1.2 - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
MS)

A utilizagdo do CG-MS para identificacdo de compostos volateis e néo
volateis tem se mostrado uma importante abordagem em analises qualitativas e
quantitativas que envolvem o estudo de componentes incompativeis com meios
aquosos como é o caso das substancias presentes em copais e ambares. De fato,
esta € atualmente uma das principais técnicas utilizadas na identificacdo de produtos
naturais derivados de plantas. Devido ao elevado poder de separacdo que as
colunas capilares proporcionam e a alta sensibilidade dos detectores de massa,
geralmente é possivel se obter um grau de resolucao satisfatério mesmo para
amostras com elevado grau de complexidade, como € o caso das amostras

provenientes da maioria dos extratos de plantas (MITIC et al., 2017). A figura 16

representa um desenho esquematico dos principais componentes de um CG-MS.
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Figura 16. Desenho esquematico dos principais componentes de um CG-MS.
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4.1.3 - Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica baseada na deteccéo das energias
vibracionais envolvidas nas ligacGes entre os elementos quimicos e a interacao entre
moléculas. O principio fisico desta técnica é baseado no espalhamento inelastico de
um feixe de luz monocromatica (laser) de baixa poténcia quando este incide sobre a
superficie de uma amostra (SCHLUCKER, 2014). Assim, a diferenca de energia
entre a radiacdo incidente e a espalhada corresponde a energia vibracional dos
atomos que estao na area de irradiacdo do laser. Mediante estes dados, é possivel
obter informacBes sobre estrutura e a composi¢cdo quimica das amostras avaliadas
(SCHLUCKER, 2014).

A espectroscopia Raman é classificada como uma técnica ndo destrutiva e
que praticamente ndo exige etapas muito elaboradas de preparacdo de amostra.
Além disso, esta técnica apresenta a vantagem de ser versatil, visto que é possivel
analisar amostras nos trés estados fisicos da matéria: solido, liquido e gasoso
(CHRIMES et al., 2013). Por ser uma técnica capaz de detectar niveis energéticos
de excitacdo minimos, o efeito Raman € utilizado principalmente na caracterizacao
dos espectros das “impressdes digitais” das moléculas e substancias estudadas
(CHRIMES et al., 2013). A Figura 17 ilustra os principais componentes de um

microscopio Raman.
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Figura 17. Desenho esquematico dos principais componentes de um microscépio Raman. Com
adaptacdes (LI; CHURCH, 2014).

4.1.4 - Espalhamento de luz dinamico - Dynamic Light Scattering (DLS)

A fundamentacdo tedrica da técnica de espalhamento de luz dinamico
baseia-se na movimentacdo das particulas um meio fluido. A movimentacéo e as
colisdes das particulas entre si e as moléculas do solvente € um fenémeno aleatério
que foi primeiramente observado com a utilizacdo da microscopia de luz pelo
cientista Robert Brow no ano de 1827. Desde entdo, em sua homenagem este
fendbmeno é conhecido como Movimento Browniano (MB). Em 1905 o cientista Albert
Einstein explicou fisicamente o fenémeno, atribuindo o movimento das particulas as
colisdes com as moléculas do solvente que estdo em constante movimento devido a
fluidez do meio. De acordo com a teoria do MB, quanto maior for a massa da
particula suspensa em meio liquido, menor sera a sua velocidade de deslocamento.
J& as particulas menores, deslocam-se com uma velocidade maior apés os choques
com as moléculas do solvente devido a sua menor massa molecular (STETEFELD;

MCKENNA; PATEL, 2016). Além da massa molecular das particulas, a temperatura
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e a viscosidade do meio influenciam a velocidade de deslocamento das particulas.
Quanto maior a temperatura, maior a velocidade do MB. Quanto maior a
viscosidade, menor a velocidade do MB (STETEFELD et al., 2016).

O DLS é uma técnica ndo destrutiva que possibilita medir o tamanho e a
distribuicdo de tamanhos das particulas na faixa dos micrometros e nandmetros de
acordo com o MB e o espalhamento da luz em suspensfes diluidas. Durante a
andlise no DLS, a suspensdo de particulas é irradiada por um feixe de luz
monocromatica. Parte da luz espalhada pelas particulas é digitalizada pelo

correlator, que compara a intensidade da luz espalhada em funcdo do tempo. A

Figura 18 representa um desenho esquematico de um equipamento de DLS.
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Figura 18. Desenho esquematico de um equipamento de DLS. Com adapta¢6es Horiba Instruments.

O diametro hidrodindmico - d(H), das particulas € um dos principais
parametros que podem ser medidos com a utilizacdo dos instrumentos de DLS.
Estes dados séo obtidos calculando-se o coeficiente translacional de difusdo da

particula via relagéo Stokes-Einstein (Equacao 1).
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kT

d(H) =

Equacgéo 1

amnd

Os termos da equacéo sao definidos como:
d(H) = didametro hidrodinamico

K = constante de Boltzmann

T = Temperatura

n = Viscosidade

D = Coeficiénte Translacional de Difusao

Via algoritmos e relagbes matematicas € possivel ainda obter pelas anélises
de DLS informacdes relacionadas com o diametro por intensidade, diametro por

volume, didmetro por numero e indice de polidispersividade (Pdl) das particulas.
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4.1.5 - Calorimetria exploratoria diferencial - Differential Scanning
Calorimetry (DSC)

A DSC é uma técnica termoanalitica utilizada para o monitoramento das
variacbes de entalpia (diferencas de energia) de uma amostra em relacdo a um
material de referéncia quando as mesmas sdo submetidas a uma variacdo de
temperatura controlada em células de analise (FREIRE, ERNESTO, 1995).

O calorimetro possui duas células de leitura individualizadas, sendo que uma
célula contétm um material de referéncia e a outra célula contém a amostra. Na
configuragdo experimental da maioria dos equipamentos de DSC, ambas as células
estdo envoltas em uma capsula com isolamento térmico, de modo a nao permitir que
variagoes de temperatura no ambiente externo e no instrumento afetem as medi¢des
experimentais. Durante a andlise a pressdo constante, ambas as células séo
submetidas a uma mesma taxa de aquecimento ou resfriamento e entdo o
instrumento monitora o fluxo de calor absorvido ou liberado pela amostra e registra

essa informacdo como um termograma. Na Figura 19 consta um desenho

esquematico exemplificando os principais componentes de uma célula calorimétrica.

Célula para
amostra.
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referéncia
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|
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Figura 19. Desenho esquematico de uma célula calorimétrica, onde uma diferencia de potencial (DP)
€ aplicada durante o aquecimento das células. Adaptado de Malvern Instruments.
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A Figura 20 exemplifica um termograma, que também é conhecido como
endoterma ou exoterma a depender do tipo de reacdo que est4d sendo monitorado,
com as principais informacdes que podem ser obtidas durante a andlise de uma
substancia, onde se aplicou calor para monitorar 0 comportamento da mesma em

um evento termicamente induzido.
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v

Temperatura (°C)

Figura 20. Exemplo de um termograma e as principais informa¢des fornecidas durante um evento
termicamente induzido de uma substéncia.

A é&rea total sob a curva representa a entalpia calorimétrica (AHca) e este
parametro possibilita calcular o comportamento termodinamico que caracteriza cada
substancia analisada. O Tm é a temperatura de transicdo de fase (do termo em
inglés “melting transition” (Tm)), € representa 0 momento em que a maioria das
moléculas atinge a capacidade calorifica maxima, sendo que geralmente ha uma
alguma alteracdo organizacional neste momento e no caso dos fosfolipideos de
membranas (modelo do presente estudo) é a transicdo da fase gel para a fase

liquido-cristalina (ALBON; STURTEVANT, 1978; FIDORRA; HEIMBURG; SEEGER,
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2009). Como durante a andlise a pressdo € mantida constante, a variacdo da
energia livre de Gibbs é nula na temperatura de transicdo. Assim é possivel calcular
a entropia associada a estas transi¢oes pela equacéo (2.1):

AH

AS = —cal (2.1)

Conforme pode ser observado na Figura 20, O ACp representa a capacidade
calorifica a pressao constante. O AT é a largura do pico a meia altura durante todo
0 processo de transicdo, no caso de fosfolipideos representa o grau de
cooperatividade de todo o processo (MARSH; WATTS; KNOWLES, 1977). A entalpia
de van’tHoff (AHvH) € obtida a partir da relagéo entre o Tm e ATw. (MARSH et al.,
1977) e é diretamente obtida pela andlise do termograma apds os célculos da area e
ajustes das curvas.

A partir da relacdo entre as entalpias calorimétricas e a de van’tHoff, é
possivel obter o valor da unidade cooperativa (n), que é uma maneira indireta de se
calcular aproximadamente a cooperacdo intermolecular entre os fosfolipideos de

membrana (MARSH et al., 1977), dada pela equacéo (2.2).

n="UH g 1 (2.2)

AHpg; AT

Pelo valor de n é possivel estimar o numero médio de um conjunto de
aglomerados de fosfolipideos que participam da transicdo de fase no formato de
uma unidade cooperativa (FREIRE, E.; BILTONEN, 1978; GRABITZ; IVANOVA,;

HEIMBURG, 2002; KANEHISA; TSONG, 1978; VAN OSDOL et al., 1991).
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4.1.6 - Calorimetria de titulagdo isotérmica - Isothermal Titration
Calorimetry (ITC)

Diferentemente da DSC a qual mede a diferenca de temperatura entre uma
amostra e a referéncia, a ITC possibilita medir a troca de calor durante o processo
de interacdo de duas espécies quimicas de modo gradual e continuo em uma célula
calorimétrica a temperatura constante possibilitando complementar as avaliacfes
calorimétricas de uma amostra em estudo(FREIRE, ERNESTO; MAYORGA,;
STRAUME, 1990; VELAZQUEZ-CAMPOY et al., 2001). Dessa forma, o titulante é
adicionado continuamente em agitacdo continua por meio de uma seringa em uma
célula contento o titulado. Na Figura 21 consta um desenho esquematico

exemplificando os principais componentes de uma célula calorimétrica de ITC.

Seringa
com
Titulant

'4

e

Célula Célula com
Referéncia Titulado

Figura 21. Desenho esquematico de uma célula calorimétrica de ITC. Adaptado de Malvern
Instruments.

O ITC mede a energia global do sistema, ou seja, a energia de interacédo
entre as espécies quimicas do titulante e titulado; energia de solvatacao e diluicao;
rearranjos moleculares; alteracbes conformacionais; e a energia resultante da
agitacdo para homogeneizagédo do sistema (BRUYLANTS; WOUTERS; MICHAUX,

2005; JELESAROV; BOSSHARD, 1999; SALIM; FEIG, 2009).
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4.2 - Material

4.2.1 - Reagentes: Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich), etanol grau HPLC (Merck),
1,2-dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DMPC) (Avanti Polar Lipids Inc), padrao
de B-cariofileno (Sigma-Aldrich), cloroformio grau GC-MS (Charlau Industrias
quimicas), acido sulfarico (Merck), acido fosfomolibdénico (Sigma-Aldrich), éter
dietilico (Charlau Industrias quimicas), éter de petréleo (Charlau Industrias
guimicas), acetonitrila (JT. Baker), acetato de etila (Merk), diclorometano (Sigma-
Aldrich), hexano (Sigma-Aldrich), acetona (Sigma-Aldrich), tampéo fosfato salina
(PBS) (Sigma-Aldrich), solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio (Merck),
tiocianato de aménio (Sigma-Aldrich), cloreto de ferro Il (Sigma-Aldrich), agua tipo | -
Milli-Q (Millipore), detergente contrad 70 (DeconLabs), acetato de uranila 5%
(Polysciences Inc.), tela de cobre 200 Mesh coberta com formvar (Pelco), silica gel
60, 0,06 — 0,2 mm, 70-230 mesh (Charlau Industrias quimicas), nitrogénio gasoso

(White Martins).

4.2.2 - Equipamentos: Cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massa
GC-MS modelo QP2010 (Shimadzu), espectrometro de massa micrOTOF Il (Bruker
Daltonics) com modo de ionizacdo electrospray, microcalorimetro VP-DSC
(Malvern), microcalorimetro VP-ITC (Malvern), MicroCal ThermoVac (Malvern),
analisador de tamanho de particulas e potencial Zeta de superficie ZetaSizer modelo
Nano ZS (Malvern), microscopio de forca atdmica SPM-9600 (Shimadzu),
microscoépio eletrbnico de varredura JSM-7001F (Jeol), evaporador MED 020
Coating System (Bal-tec), microscoépio eletrbnico de transmissdao EM 109 (Zeiss),
ultramicrétomo Leica UCT (Leica), microscépio confocal Raman Alpha 300 RA

(Witec), balanca analitica AUW 220D (Shimadzu), rotaevaporador R210 (Buchi),
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conjunto de extrusdo 610023 (Avanti Polar Lipids), espectrofotometro UV-Vis
(Shimadzu), microcentrifuga MiniSpin (Eppendorf) e liofilizador L 120 (Liotop), coluna
de vidro para cromatografia aberta (Satelit), placa de silica suportada em aluminio
com indicador fluorescente de 254 nm (Sigma Aldrich), microcubeta de quartzo UV

de 2 janelas polidas com 10 mm de caminho 6ptico (Sigma Aldrich).

4.2.3 - Copal de H. courbaril (jatobd): As amostras do copal do jatoba foram
coletadas casualmente na superficie do solo sob a copa de uma arvore adulta de H.
courbaril em uma area de Cerrado, em propriedade particular nas proximidades do
Lago de Serra da Mesa-GO por meio de autorizagdo para acesso a patrimonio

genético n°. 02001.007580/2014-95 (Anexo ).

4.3 - Métodos

4.3.1 - Fluxograma metodolégico: Com a finalidade de facilitar o entendimento das
etapas metodoldgicas seguidas, um fluxograma metodoldgico (Figura 22) foi criado
para resumir as etapas de preparacdo das amostras e métodos de analise

empregados.
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em metanol

Preparacao dos
lipossomas

= modificados com o

solubilizado do

!

copal de jatoba

Analise do
solubilizado via
GC-MS

}

Padronizacéo dos
lipossomas via

—

Caracterizacao do
=P perfil fitoquimico e
ambiente quimico

processo de
extrusdo manual e

quantificacao
espectrofotométrica

}

Analises: Métodos
espectroscopico -DLS e
calorimétricos - DSC e ITC

Figura 22. Fluxograma metodoldgico exemplificando as etapas de preparacédo das amostras e métodos de andlise empregados.
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4.4 - Solubilizado do copal de jatoba: Apos trituracdo de uma fragdo da amostra
de copal, 10 mg do pé foram dissolvidos em metanol aquecido a 70°C. Ap6s a
completa dissolucdo do copal o volume foi aferido para 10 mL. A dissolugéo do copal
também foi testada com os seguintes solventes: acetona, cloroférmio, hexano,
diclorometano, éter dietilico, éter de petréleo, acetato de etila, acetonitrila, etanol e

agua. Nestes solventes nédo foi possivel realizar a solubilizacdo da amostra de copal.

4.5 - Protocolo de preparacao do cariolanol: 1,0 g do B-cariofileno comercial
foram transferidos para um baléo de fundo redondo seguidos da adi¢cdo de 20 mL de
éter dietilico e 1,4 mL de acido sulfurico concentrado e mantidos sob constante
agitacdo via barra magnética por 72 h. Apés este periodo adicionou-se de 10 mL de
agua para diluicdo do volume. éter de petroleo. Em seguida a solucéo foi transferida
para um funil de separacdo onde procedeu-se o processo de extracao liquido-liquido
com a adicdo de 5 mL de éter de petroleo, este procedimento foi repetido trés vezes
para maximizar o processo de extracdo. A fase organica foi separada, coletada e
evaporada em rotaevaporador. O residuo seco foi solubilizado com diclorometano e
fracionado em coluna aberta de cromatografia utilizando como fase estacionaria
silica gel e fase moével uma solucédo de éter de petrdleo com 20% de éter etilico.
Durante a cromatografia a coluna foi pressurizada com nitrogénio gasoso para
agilizar a coleta das fracbes. Foram coletadas 40 fragcbes em tubos de ensaio de
vidro de 15 mL numerados sequencialmente e analisadas via cromatografia de
camada fina utilizando como fase movel diclorometano e no processo de revelagcéo
dos spots o acido fosfomolibdénico. O cariolanol foi identificado nas frac6es de 30 a
35. Estas fragcbes foram secas em rotaevaporador, resultando em um pé branco. O

rendimento da reacgao foi de 0,12 mg.
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4.6 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS): Dois
uL do solubilizado do copal de jatoba foram injetados no modo Split em uma coluna
capilar Restek Rtx-5-MS de 30 m, utilizando hélio como gas de arraste. O modo de
ionizacao foi de impacto eletrénico com uma rampa de aquecimento de 50 a 250°C e
taxa de aquecimento de 4°C por min. Os dados foram adquiridos em modo Scan na
faixa de 40 a 600 Da. Os dados de fragmentacdo foram analisados em comparagéo
com o padrao de B-cariofileno e com o banco de dados NIST Standard Reference
Database 1A Versao 2.0d (2005) para a identificacdo dos componentes moleculares

presentes.

4.7 - Microscopia de forca atomica (MFA): Fragmentos finos e planos da amostra
do copal de jatob& foram obtidos pelo seccionamento da amostra com uma lamina
de metal. Os fragmentos gerados obedeciam ao plano de corte da lamina e nédo era
necessario que a lamina transpassasse toda a amostra. A prépria tensdo mecanica
na regido entre a amostra e a lamina acabava por fraturar a amostra naturalmente.
Em seguida os fragmentos que apresentaram as regides mais planas
horizontalmente foram fixados no suporte metéalico de analise com auxilio de uma fita
adesiva dupla face para posterior analise da superficie em modo contato de
operacédo para obtencdo de imagens de altura utilizando ponteiras de nitreto de
silicio e escaner de deslocamento maximo em XY de 125 um. Foram adquiridas 10
imagens de 25 pm? (5 x 5 um) com resolucdo de 512 x 512 linhas. As imagens
foram processadas simplesmente quanto a correcdo de plano XY, utilizando o

software que acompanha o equipamento em modo “off-line”.
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4.8 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV): As analises de MEV foram
realizadas no laboratério de microscopia eletrénica do IB da Universidade de
Brasilia. Fragmentos planos da amostra foram fixados em suportes de aluminio com
auxilio de uma fita dupla face de carbono e submetidas a um processo de
metalizagdo com vapor de ouro por 180 s. Foram coletadas 20 imagens da amostra
visualizadas com uma voltagem de feixe de 10 kV e as imagens utilizadas

correspondem ao sinal obtido por um detector de elétrons secundarios.

4.9 - Microscopia eletrénica de transmissdo (MET): As analises de MET foram
realizadas no laboratério de bioimagem da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Cortes lapidados em formato piramidal do copal de jatoba foram
fixados no suporte apropriado para processo de ultramicrotomia. Foram obtidas
secOes ultrafinas de 20 nm as quais foram fixadas em grades de cobre de 200
malhas recobertas com pelicula de Formvar. Em seguida as amostras foram
contrastadas com acetato de uranila 5% (massa/volume) por 1 h. Foram adquiridas

10 imagens visualizadas com uma voltagem de feixe de 80 kV.

4.10 - Espectroscopia Raman: Uma fracdo da amostra do copal no seu estado
natural foi fixada em um suporte metélico com regulagem nos planos X,Y e Z para o
processo de medicdo. Os espectros foram adquiridos utilizando como fonte de
excitacdo um laser de 785 nm e lente com objetiva de 100x com grande abertura
numeérica, sendo realizadas 100 aquisicbes com tempo de integracdo de 0,2 s para
obtencao de cada espectro. Posteriormente foi realizada inspe¢ao manual dos picos

e bandas e comparacao com a literatura.
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4.11 - Protocolo de preparagdo dos lipossomas: 10 mg do fosfolipideo dimiristoil
fosfatidilcolina (DMPC) foram diluidos em 2 mL de uma solugdo de
cloroférmio/metanol (2:1) preparadas a partir das solugées individuais concentradas,
em um baldo de fundo redondo. O filme lipidico foi formado em um rotaevaporador
sob vacuo com rotagdo constante de 75 rpm por um periodo de 30 min. Em seguida,
0 baldo contendo o filme lipidico foi transferido para um liofilizador por 12 h para
remocdo de algum residuo de solvente que tenha restado do processo de
rotaevaporacdo. Apos o processo de liofilizacdo, o filme de fosfolipideos foi
solubilizado em 2 mL de uma solucdo de PBS para formacao dos lipossomas. A
suspensao final contendo os lipossomas foi obtida por processo de extrusao manual
para homogeneizacdo das vesiculas utilizando membrana com poros em torno de
100 nm. A quantificacdo dos fosfolipideos foi realizada segundo o protocolo

desenvolvido por Stewart (STEWART, 1980).

4.12 - Protocolo de preparacédo dos lipossomas modificados com solubilizado
do copal de jatoba: O processo de preparacdo dos lipossomas modificados com as
propor¢cdes de 0,1%, 0,3%, 0,5% (massa/massa) foi semelhante ao descrito no item
anterior (4.11). O diferencial nesta preparacdo foi que o copal do jatoba estava
solubilizado no metanol e foi adicionado primeiramente, antes do cloroférmio,
durante o processo de solubilizagdo do fosfolipideo e seguido pelo processo de

formacao do filme em rotaevaporador.

4.13 - Protocolo de preparacao dos lipossomas modificados com cariolanol: A
preparacao dos lipossomas modificados com cariolanol foi realizada somente na

proporcao de 0,3% (massa/massa) foi semelhante ao descrito no item 4.11. O
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diferencial nesta preparacgao foi que o cariolanol estava solubilizado no metanol e foi
adicionado primeiramente, antes do cloroférmio em uma proporcao de 1:1, durante o
processo de solubilizacdo do fosfolipideo e seguido pelo processo de formagéo do

filme em rotaevaporador.

4.13 - Espalhamento de luz dindmico (DLS): Apos padronizacdo da producéo das
vesiculas pelo processo de extrusdo, as suspensdes de lipossomas foram diluidas
em uma solucdo de PBS em uma proporcéo de 1:9 (v/v) e acondicionadas em uma
cubeta de poliestireno para andlise do diametro hidrodinAmico e indice de
polidispersividade (Pdl). Os dados foram adquiridos a 25°C em trés ciclos de
aquisicdo no modo automatico de aquisicao utilizando-se um feixe de laser de 633
nm com angulo incidente de 173°. Os dados apresentados referem-se a média +
desvio padrdo da média, os graficos foram plotados no programa Origin 7 SR4

(OriginLab Corporation).

4.14 - Calorimetria exploratdria diferencial (DSC): Antes da analise, as amostras
foram degaseificadas a vacuo por 10 min. a 25°C, sob agitacdo e vacuo de 14 psi. A
célula de referéncia foi preenchida com 516 L da solucdo tampéo de PBS. A célula
experimental com volume de 516 pL foi preenchida com solugdo de 500 pM
contendo os lipossomas modificados com o solubilizado do copal de jatoba nas
propor¢des de 0,1%, 0,3%, 0,5% e 10%. O gradiente de temperatura variou de 10 a
40°C a uma taxa de 0,5°C por min. Os dados calorimétricos foram obtidos
diretamente do termograma via andlise no software Origin 7 SR 4 com maddulo
especifico para analise de dados calorimétricos de DSC. Apo6s normalizacdo pela

concentracéo de fosfolipideos, ajuste da linha de base no modo de conexéo linear e
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integracdo da area de acordo com a transi¢éo do Tm, utilizando “fit” (modo de ajuste)

“Non-2-State” com dois pontos de referéncia.

4.15 - Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC): Antes da andlise, as amostras
foram degaseificadas a vacuo por 10 min. a 25°C, sob agitacdo e vacuo de 14 psi. A
célula experimental com um volume de 1,43 mL foi totalmente preenchida com uma
solugcéo de 200 pM contendo somente lipossomas (titulado). A seringa de titulagcéo
foi preenchida com uma solugcédo de 800 pM contendo os lipossomas modificados
com o solubilizado do copal de jatoba (titulante) na proporcao de 0,5%. No processo
de titulacdo foram realizadas 28 inje¢cbes sucessivas de 10 pL do titulante com um
intervalo de 5 min entre cada titulacdo. Os experimentos no ITC foram realizados a
25°C sob agitacdo constante de 270 rpm. Os dados calorimétricos foram obtidos
diretamente do termograma via analise no software Origin 7 SR 4 com moddulo
especifico para analise de dados calorimétricos de ITC. Apos ajuste da linha de base
e integracdo dos picos foram realizados os ajustes de concentracdo do titulante e
titulado para os célculos das calorias envolvidas no processo reacional em funcéo da

razado molar do titulante adicionado durante o processo de titulacéo.

4.16 — Espectrometria de massa com ionizacao electrospray: Para verificacdo da
efetividade da sintese do cariolanol, apos funcionalizagdo da molécula de -
cariofileno, a fragao coletada foi analisada por espectrometria de massa com modo
de ionizacao electrospray positivo. A amostra foi solubilizada em uma solugao de
acetonitrila/agua (1:1) com 0,1% de acido formico e injetada diretamente na fonte de
ionizagao electrospray, utilizando-se uma seringa de vidro sob um fluxo constante de

5 pL/min controlado por uma bomba de infusdo automatica. As condi¢des de andlise
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foram: Modo de ionizacao electronspray positivo, faixa de m/z: 50 a 500 Da, Energia
do capilar: 4,5kV; Energia do cone: 2kV; temperatura de desolvatacéo: 180°C; fluxo
de nitrogénio nebuliser: 0,3 Bar; fluxo de nitrogénio dry-gas: 4 L/min. Os espectros
foram analisados ap6s a combinagédo de 2 min. de analise no seu estado original, ou

seja, sem tratamentos ou filtros adicionais.
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5.1 - Caracterizacdo da amostra do copal de jatoba

5.1.1 - Aspectos visuais

A amostra de copal proveniente de jatoba utilizada apresentou-se como um
sélido de aspecto geométrico oval com dimensdes irregulares. A amostra apresentou
as dimensdes de 4,5 cm x 3,4 cm para os eixos longitudinal e transversal principais,
respectivamente. A superficie da amostra apresentou coloracdo castanha e textura
rugosa com varias imperfeicées (Figura 23-A). A densidade dos copais é proxima a
dos ambares, variando entre 1,04 a 1,13 g/cm3 e com ponto de fusdo entre 180 a
340°C. O indice de refracdo varia entre 1,528 a 1,545 (VAVRA, 2009). Internamente
a estrutura da amostra do copal de jatoba estudada apresentou-se translicida e com

aspecto vitreo (Figura 23-B).

Figura 23-A: Amostra de copal de jatoba bruto utilizado no estudo. 23-B: Amostra do copal de jatoba
fraturada para visualizacdo da parte interna, onde pode-se constatar o0 aspecto vitreo da amostra.
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5.1.2 - Aspectos microscopicos

Considerando as particularidades de cada protocolo de preparacdo das
amostras, fragmentos do copal foram analisados pelas técnicas de MFA, MEV e
MET. A Figura 24 apresenta uma imagem adquirida por MFA em uma area de
varredura de 5 ym x 5 um, no modo de aquisi¢cdo contato. Os dados indicam que a
superficie da amostra é bem plana e homogénea nessa escala de tamanho visto,
que a altura maxima néo foi superior a 41,6 nm e a distribuicdo normal da escala de

altura apresentou uma disperséao baixa.

0
2.00 um 5.00x5.00 um

Figura 2f1. Imagem da superficie fraturada interna do copal de jatob& adquirida por MFA em modo
contato. Area de varredura 5 pm X 5 pm.

As imagens adquiridas por MEV também foram de fragmentos obtidos por meio
de fratura realizada mecanicamente. As Figuras de 25-A a 25-G representam as
imagens adquiridas nos seguintes aumentos: 40x, 75x, 450%, 8.000%, 23.000x,
50.000x e 60.000x. As sucessivas magnificacbes nas imagens de MEV também

demonstraram que as amostras do copal de jatoba fraturado mecanicamente
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apresentaram-se planas e regulares. Estes dados corroboram com o comportamento
observado nas analises realizadas por MFA. Ou seja, ndo h& grandes variacdes na
topografia da superficie interna da amostra, exceto em pontos danificados

mecanicamente.

— 100pm JECL-UnB 11/12/2015
10.0kV SEI SEM WD 12.5mm B8:22:25

- 100pm JEOL-UnB 11/12/2015
10.0kV SET sEM WD 12.9mm 8:30:02

Figura 25-A. Imagem da superficie fraturada | Figura 25-B. Imagem da superficie fraturada
interna do copal de jatoba adquirida por MEV com | interna do copal de jatoba adquirida por MEV

aumento de 40x. com aumento de 75x.

10pm JEOL-UnB 11/12/2015 lpm JEOL-UnB 11/12/2015
10.0kV SEI SEM WD 13.3mm 8:36:44 K 8, 10.0kV SEI SEM WD 13.4mm B8:42:47

Figura 25-C. Imagem da superficie fraturada | gigyra 25-D. Imagem da superficie fraturada
interna do copal de jatoba adquirida por MEV com | inierna do copal de jatoba adquirida por MEV

aumento de 450x. com aumento de 8.000x.
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lpm  JEOL-UnB 11/12/2015 — 100nm JEOL-UnB 11/12/2015
X 23,000 10.0kV SEI SEM WD 13.4mm 8:46:47 ¥ 50,000 10.0kV SEI SEM WD 13.4mm 8:53:03

Figura 25-E. Imagem da superficie fraturada Figura 25-F. Imagem da superficie fraturada

interna do copal de jatoba adquirida por MEV com | intérna do copal de jatoba adquirida por MEV
aumento de 23.000x. com aumento de 50.000x.

— '100nm JEOL-UnB 11/12/2015
X 60,000 10.0kv SEI SEM WD 15.0mm 8:05:25

Figura 25-G. Imagem da superficie fraturada interna do copal de jatoba adquirida por MEV com
aumento de 60.000x.
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Também foram adquiridas imagens por meio de MET de secgfes ultrafinas
do copal de jatoba. As Figuras 26-A e 26-B foram adquiridas com aumentos de
140.000x e 250.000x, respectivamente. Pelas imagens obtidas por MET, ndo é
possivel avaliar se o copal apresenta alguma organizacgao cristalina interna em nivel
molecular, ainda que a organizacao ja tenha sido confirmada por MFA e MEV. Para
tal finalidade seria necessaria, futuramente, a utilizagdo da técnica de microscopia

eletrénica de transmissdo em alta resolucao.

m “Mag | BV | Operator | HEW

140000 x 80 kV|ana cristina| 358,7 nm |
Figura 26-A. Imagem de seccéo ultrafina do copal de jatoba adquirida por
MET com magnificacao de 140.000x.
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o Mag HV | Operator resing gems3
L@l 250000 x|80 KV |zna cristina |205,1 nm 50 nm |

Figura 26-B. Imagem de secc¢éo ultrafina do copal de jatoba adquirida por
MET com magnificacdo de 250.000x%.

Em um comparativo dos resultados obtidos pelas técnicas de microscopia,
as imagens adquiridas pela técnica de MFA mostraram-se mais adequadas para
avaliar a superficie topografica deste tipo de amostra. Pode-se observar que a altura
média de 40 nm indica uma variacdo que esta dentro dos padrbes dos materiais que
apresentam padrdo nanoestruturado.

Em 2011, Barletta e Wandelt analisaram amostras de ambar provenientes da
regido do Mar Béltico utilizando MFA sob alto vacuo. Para esta amostra, ndo foi
possivel observar qualquer arranjo nanocristalino apesar dos autores terem tido
sucesso na obtencéo de imagens de boa qualidade deste &mbar que foi considerado
amorfo (BARLETTA; WANDELT, 2011).

Os resultados obtidos para o copal de jatoba pelas técnicas microscopicas
estdo de acordo com os resultados de uma pesquisa realizada por Golubev e
Martirosyan em 2012 para outras espécies produtoras de resinas. Naquele trabalho

0s autores utilizaram as mesmas técnicas para avaliar resinas de plantas da regido
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norte da Eurasia. No entanto, as amostras avaliadas eram mais antigas,

enquadrando-se na classificacdo dos ambares (GOLUBEV; KOVALEVA, 2012).

5.1.3 - Analise da composicao fitoquimica do copal de jatoba por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

A Figura 27 apresenta o cromatograma de massa para amostra de resina
solubilizada em metanol. Os espectros de massa das fracdes indicadas como A
(14,5 min), B (15 min) e C (16,7 min) foram selecionados para comparacao visando
a determinacdo de identidade molecular contra o banco de dados do NIST
disponivel para anédlise comparativa de acordo com padrdo de fragmentacdo. Os
sinais visualizados antes dos 5 min e apdés os 20 min correspondem ao sinal do

solvente e ao “sangramento” da fase estacionaria da coluna, respectivamente.
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Figura 27. Cromatograma de massa obtido por GC-MS a partir da amostra do copal de jatoba. De

acordo com esta identificacdo, a fracdo majoritdria A da amostra refere-se a molécula de B-
cariofileno, a fracdo B ao humuleno e a fragéo C ao 6xido do f3-cariofileno.
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De acordo com os padrfes de fragmentacao disponiveis no banco de dados
do NIST e comparacdo com o tempo de retencdo do padrdo de [B-cariofileno, as
fracbes destacadas na Figura 27 pelas letras A, B e C correspondem
homologamente as moléculas do B-cariofileno, humuleno e éxido do [B-cariofileno,
respectivamente.

Pelas analises das areas das fracdes identificadas no cromatograma de
massa, pode-se inferir qualitativamente que a molécula de B-cariofileno é majoritaria
na composi¢cdo do solubilizado do copal de jatob4d. Em uma analise comparativa,
fixando a &rea da fracdo A como 100%, as moléculas de humuleno (fracdo B) e
oxido do p-cariofileno (fracdo C), apresentaram areas de 10% e 0,9%,

respectivamente.
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5.1.4 - Andlise do copal de jatoba por espectroscopia Raman

Um fragmento da amostra do copal do jatoba foi analisado por
espectroscopia Raman utilizando-se um feixe de laser com comprimento de 785 nm.

A Figura 28 apresenta o espectro adquirido durante a analise.

4120

4100

CCD cts
4080

4060

4040

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
rel. 1/cm

Figura 28. Espectro Raman da amostra do copal de jatoba adquirido com laser de 785 nm. As setas
indicadas sdo descritas na Tabela 5.

Segundo Schulz et al para a molécula de cariofileno sdo observados os

seguintes estiramentos indicados na Tabela 5 (SCHULZ et al., 2005):

Tabela 5. Estiramentos caracteristicos da molécula de cariofileno por espectroscopia Raman.
Composto FT-Raman (cm™) Ligacao

1670 A v (C=CH})
1632 A v (C=CH;)
Cariofileno Auséncia

600 — 800 |} de anéis de
6 membros
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Os dados obtidos pela espectroscopia Raman, corroboram com os dados de
CG-MS, indicando que os estiramentos de maior intensidade no espectro da Figura
28 e destacados na tabela 5, sdo caracteristicos da molécula de cariofileno,

indicando sua presenca majoritaria na composicao da amostra do copal de jatoba.

5.2 - Efeitos do solubilizado do copal de jatoba em lipossomas

5.2.1 - Andlise por espalhamento de luz dindmico dos lipossomas
modificados com o solubilizado do copal de jatoba

A possivel influéncia da presenca do solubilizado do copal de jatoba nas
concentracfes de 0,1%, 0,3%, 0,5% (massa/massa) em miméticos de membranas
bioldgicas constituidas por DMPC foi avaliada pela técnica de espalhamento de luz
dindmico. As Figuras 29 a 32 demonstram as altera¢des no diametro hidrodinamico

em numero das vesiculas apds processo de extrusdo em membrana de 100 nm.
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Figura 29. Diametro hidrodinamico de suspenséo de lipossomas constituidos
somente por DMPC sem adi¢ao do solubilizado do copal de jatoba.
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Figura 30. Didmetro hidrodindmico de suspensao de lipossomas constituidos
por DMPC+0,1% (m/m) do solubilizado do copal de jatoba.

Diametro hidrodindmico (Z-average): 121,06 + 0,93 nm
Pdl: 0,093 + 0,007

Diametro hidrodinamico (Z-average): 95,69 + 0,58 nm
Pdl: 0,086 + 0,015
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Figura 31. Didmetro hidrodinamico de suspenséo de lipossomas constituidos
por DMPC+0,3% (m/m) do solubilizado do copal de jatoba.
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Figura 32. Diametro hidrodindmico de suspensao de lipossomas constituidos
por DMPC+0,5% (m/m) do solubilizado do copal de jatoba.

Didmetro hidrodindmico (Z-average): 87,07 £ 0,25 nm
Pdl: 0,115 + 0,005

Didmetro hidrodindmico (Z-average): 81,42 + 0,36 nm
Pdl: 0,194 + 0,005
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As Figura 33-A e B representam um comparativo direto entre os diametros
hidrodindmicos das suspensdes de lipossomas constituidos somente por DMPC
(Figura 29) e DMPC + solubilizado do copal de jatoba nas concentracdes
mencionadas nas Figuras 30, 31 e 32. Os resultados indicam que o aumento da
concentracdo dos componentes do copal de jatob4 em miméticos da membrana
constituida por DMPC, causa um efeito concentracdo dependente na diminuicdo no
diametro hidrodinamico dos lipossomas. Por outro lado, os Pdl tiveram um aumento

dependente do aumento da concentragao de solubilizado de copal nos ensaios.

251 —— DMCP
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Figura 33-A.: Comparativo entre 0os Lipossomas constituidos somente por DMPC e DMPC +
solubilizado do copal de jatoba nas concentragfes de 0%, 0,1%, 0,3%, 0,5% (m/m). 33-B.: Gréfico
ilustrando a diminuicdo do d(H) de acordo com o aumento da concentracao do solubilizado do copal
de jatoba nas concentracdes de 0%, 0,1%, 0,3%, 0,5% (m/m) em lipossomas de DMPC.
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O decréscimo no diametro hidrodindmico observado de acordo com o aumento
da concentrac&o do solubilizado do copal do jatoba € um fato observado também em
outros trabalhos que envolvem a incorporacdo de terpenos na bicamada lipidica.
Este decréscimo é atribuido principalmente a reducdo das forgas atrativas de van
der Waals e aumento das forgas repulsivas resultantes do aumento das forgas
eletrostaticas, impedimentos histéricos e energias de hidratagcdo (KASZUBA et al.,

2008; RANGSIMAWONG et al., 2014).

5.2.2 - Analise calorimétrica dos lipossomas modificados com o
solubilizado do copal de Jatoba por meio de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e calorimetria de titulacéo isotérmica (ITC)

Pela técnica de DSC foram avaliados os efeitos causados pela presenca do
extrato da copal do jatoba nas concentracfes de 0,1%, 0,3% e 0,5% (m/m) nas
transicbes de fase dos miméticos de membrana biolégica de DMPC. A Figura 34

representa o termograma de DSC em lipossomas constituidos somente por DMPC.

3,5 - Tm = 24,01

Cp (kcal/mole/°C)
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e
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o
1

T d T d T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Temperatura ("C)

Figura 34. Termograma adquirido por DSC a partir de suspenséo de lipossomas constituidos

somente por DMPC.
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As Figuras de 35 a 37 representam os termogramas de DSC em lipossomas

constituidos por DMPC com a adicdo do solubilizado do copal de jatoba nas

concentracdes de 0,1%, 0,3% e 0,5%, respectivamente.

Cp (kcal/mole/°C)

3.5

3,0

2,54

2,0
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0,0

Tm =23,74

T d T T T T T d T d T T T
10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 35. Termograma adquirido por DSC a partir da suspenséo de lipossomas constituidos por
DMPC + solubilizado do copal de jatob& na concentracao de 0,1%.

Cp (kcal/mole/°C)

3,5 5

3,0 H

2,5 4

2,0 H

0,5

0,0 H

Tm =23,49

Temperatura (°C)

Figura 36. Termograma adquirido por DSC a partir da suspenséo de lipossomas constituidos por
DMPC + solubilizado do copal de jatoba na concentracdo de 0,3%.
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Figura 37. Termograma adquirido por DSC a partir da suspenséo de lipossomas constituidos por
DMPC + solubilizado do copal de jatob4 na concentracéo de 0,5%.

Os dados calorimétricos adquiridos nas analises por DSC dos lipossomas
puros e dos lipossomas modificados com o solubilizado do copal de Jatoba nas

concentracdes de 0,1%, 0,3% e 0,5% estéo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Compilacdo dos dados calorimétricos adquiridos por meio de DSC a partir da suspenséo de
lipossomas constituidos por DMPC + solubilizado do copal de jatobd em diferentes concentracdes.

Amostra Tm (°C) | AHca (kcal/mol) | AS (cal/mol.K) AT, (°C) AHyy (kcal/mol)
DMPC 24,01 5,67 0,237 1,25 7,286
DMPC +0,1% | 23,74 4,96 0,200 2,10 6,557
DMPC +0,3% | 23,49 4,28 0,182 2,48 6,223
DMPC +0,5% | 23,15 3,92 0,169 2,92 6,024

Os dados de AHv+ demonstram que a interagdo entre as moléculas
presentes no solubilizado do copal de jatobd e os fosfolipideos estédo
desestabilizando a estrutura da bicamada. As Figuras 38-A e B correlacionam a
fracdo molar do copal de jatoba com os dados da coluna AHvu e ATy,
respectivamente. Na Figura 38-A é possivel observar que as variagfes de AHvH sdo

inversamente proporcionais ao aumento da fragdo molar do copal, enquanto na



68

Figura 38-B as variacbes de AT sao diretamente proporcionais ao aumento da

fracdo molar do copal de jatoba.

38-A
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Figuras 38-A: Gréfico ilustrando que os valores de AHvy s@o inversamente proporcionais ao aumento
da fragcdo molar do copal de jatoba. 38-B: Grafico ilustrando que os valores de ATy, sdo diretamente
proporcionais ao aumento da fracao molar do copal de jatoba.



69

Este tipo de comportamento esta de acordo com dados experimentais de
trabalhos da literatura que correlacionam as interagdes entre a estrutura anfifilica do
fosfolipideo com diversas moléculas. Como exemplo, podem ser citados o colesterol
ou até mesmo farmacos anti-inflamatérios. O resultado destas interacées aumenta a
fluidez da membrana devido aos seguintes fatores: aumento da entropia devido ao
aumento na desordem rotacional das ligagbes; aumento da entropia molecular; e
aumento no grau de hidratacédo na parte polar da estrutura dos fosfolipideos (HONG;
KIM; LIM, 2015; JELESAROV; BOSSHARD, 1999; LUCIO; LIMA; REIS, 2010).

Os resultados obtidos por DSC corroboram os resultados observados no
trabalho realizado por Sarpietro et al 2015, onde foram avaliadas as interacdes entre
lipossomas constituidos por DMPC com os padrdes de [(3-cariofileno e 6xido de B-
cariofileno. Os autores concluiram que ambas as moléculas interagem com o0s
fosfolipideos das vesiculas, destacando que a interagcdo da molécula do (3-cariofileno
tem uma capacidade maior de afetar a transicdo de fase quando comparada com o
oxido de B-cariofileno, provavelmente devido a sua melhor interacdo com a porcéo

apolar do fosfolipideo (SARPIETRO et al., 2015)
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A Figura 39 faz referéncia a avaliacdo por ITC de uma amostra de
lipossomas constituido somente por DMPC (titulado) ao qual foram adicionados os
lipossomas modificados com o solubilizado do copal de jatoba (titulante) na
concentracédo de 0,5%. Os resultados da troca de calor (em kcal/mol) por ITC, no
entanto, indicam que apos a formulagéo do lipossoma, a mobilidade dos terpenos é
muito baixa devido a ndo capacidade de interagcdo destas com a porcao polar do
fosfolipideo, logo a chance de ocorrer um processo de difusdo entre um lipossoma
puro o lipossoma modificado € muito baixa nestas condi¢gfes. Pela analise do gréfico
ainda é possivel concluir que as trocas de calor registradas devem-se principalmente
a diluicdo do meio que esta ocorrendo durante as sucessivas adi¢cdes do titulante

(BRAND, 2007).
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Figura 39. Termograma adquirido por ITC entre lipossomas constituidos por DMPC (titulado) e
lipossomas modificados com o solubilizado do copal de jatoba na concentracéo de 0,5% (titulante).
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5.2.3 - Sintese do cariolanol e analise calorimétrica dos lipossomas
modificados com o cariolanol por meio de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)

O processo de sintese do cariolanol foi executado de acordo com o roteiro
descrito no material suplementar da publicacédo de Chicca et al (2014). De acordo
com este procedimento, € possivel funcionalizar via processo de hidroxilacdo, a
molécula de B-cariofileno.

Assim, espera-se que apos este processo de sintese, ocorra uma reducéo
no carater apolar da molécula de B-cariofileno, em funcéo do deslocamento da carga
indutiva devido a presenca do atomo de oxigénio e rearranjos nas duplas ligacoes.

Os objetivos desta sintese eram:

a) Obtencdo de uma molécula funcionalizada quimicamente via reacdo de
hidroxilagdo, com uma estrutura homologa a do 3-cariofileno;

b) Quais seriam os dados experimentais obtidos da interagdo desta molécula
de cariolanol com os lipossomas de DMPC, em funcdo de possiveis rearranjos
moleculares dos atomos de carbono, devido a existéncia de duplas ligacbes em
carbonos préximos.

Estas modificacdes estdo destacadas nas Figuras 40-A e 40-B.
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40-A 40-B

Figura 40-A.: Estrutura do cariolanol destacando a funcionalizac@o pelo processo de hidroxilacdo (destacado em vermelho) e rearranjo das duplas ligages
(destacado em azul). 40-B.: Representacao da molécula do cariolanol em 3D, destacando as mesmas modificacdes da figura 40-A.
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Algumas consideragbes sobre a diferenca entre o resultado esperado e o
obtido relacionam-se a porcentagem de rendimento da reacdo. De acordo com a
descricdo do artigo, o rendimento obtido pelos autores foi superior a 35%. No
entanto o resultado experimental obtido foi inferior a 11%, visto que a massa do
material obtido apds uma etapa de purificagdo em coluna aberta foi de apenas
0,12mg. O baixo rendimento pode ser explicado pelo grau de pureza do padréo e
dos reagentes utilizados no processo de sintese. A Figura 41 ilustra uma placa de
TLC durante o processo de identificacdo das fracfes coletadas apos fracionamento

da amostra em coluna aberta.

1: B-cariofileno

2: 0xido do B-cariofileno

3:cariolanol
o= 0:24

----------- R ittt LT P PP PP PPPEPPPY
Ponto de partida - Fase movel: diclorometano

Figura 41. llustracdo do processo de identificacdo das fracbes via placa de TLC apds fracionamento
da amostra em coluna de cromatografia aberta. Ponto 1: B-cariofileno; Ponto 2: 6xido do B-cariofileno;
e Ponto 3: cariolanol.
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Uma fracdo do material foi utilizada para verificagdo do resultado dos
produtos da sintese por espectrometria de massa no modo de ionizacdo electrospray
positivo.

O espectro de massa geral da fracdo esta ilustrado na Figura 42-A e a
ampliacdo da regido destacada em vermelho é ilustrada na Figura 42-B. Ainda na
Figura 42-B, o sinal de 223,1895 Da destacado, corresponde a massa da molécula
de cariolanol com a adicéo de 1 préton, no formato MH*.

Outro aspecto observado na Figura 42-A € a predominancia do B-cariofileno
como ion majoritario no espectro de massa, fato que pode explicar o motivo do baixo
rendimento da reac&do. Cabe ainda avaliar se o tempo de 72 horas que foi utilizado
Nno processo reacional precisa ser ampliado com o objetivo de melhorar o rendimento

da reagdo.
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Figura 42-A: Espectro de massa total da fracdo contendo o cariolanol, coletado apds purificacdo em coluna de cromatografia aberta. 42-B: Ampliacdo da
regido do espectro em destaque na cor vermelha da Figura 42-A, destacando a massa do cariolanol com a adicéo de 1 préton.
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A avaliacgéo do tipo de interacdo entre o cariolanol e os fosfolipideos também
foi avaliada por DSC. Mas apenas nas concentracdes de 0,1% e 0,3%, devido ao
baixo rendimento da reacdo, ndo houve material suficiente para a concentragéo de
0,5%. Nas Figuras 43 e 44 constam os termogramas para as concentracoes de 0,1%
e 0,3% dos lipossomas constituidos pelo cariolanol + DMPC.
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Figura 43. Termograma adquirido por DSC a partir da suspenséo de lipossomas constituidos por
DMPC + cariolanol na concentracdo de 0,1%.
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Figura 44. Termograma adquirido por DSC a partir da suspenséo de lipossomas constituidos por
DMPC + cariolanol na concentracdo de 0,3%.
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Os dados calorimétricos das analises de DSC do lipossoma modificado com

o cariolanol nas concentragdes de 0,1% e 0,3% encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Compilagdo dos dados calorimétricos adquiridos por meio de DSC a partir da suspenséo de
lipossomas constituidos por DMPC + cariolanol em diferentes concentracdes.

Amostra Tm (°C) | AHca (Kcal/mol) | AS (cal/mol.K) AT, (°C) AHvy (Kcal/mol)
DMPC +0,1% | 23,93 5,23 0,218 1,84 6,825
DMPC +0,3% | 23,80 4,91 0,206 1,96 6,697

Os dados do AHvH e AT+ indicam que este alcool esta interferindo menos no

grau de cooperatividade dos fosfolipideos quando comparado com o solubilizado do

copal do jatoba (Figuras 45-A e B). Pela estrutura quimica do cariolanol, pode-se

inferir que esta havendo uma interacdo maior desta molécula com a porcédo polar do

fosfolipideo.
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Figuras 45-A: Grafico ilustrando a comparacao dos valores de AHyy para as fragdes molares do
copal de jatob& e cariolanol. 45-B: Grafico ilustrando a comparagdo dos valores de ATy para as
fracBes molares do copal de jatoba e cariolanol.

Além de atuar na protecdo e revestimento estrutural das células, as
membranas biologicas desempenham um papel muito importante na permeabilidade
seletiva e no reconhecimento de ions, moléculas, peptideos e proteinas (LUCIO et
al., 2010).

Historicamente, no desenvolvimento de farmacos, a grande maioria destes
compostos tem como principal alvo o reconhecimento das proteinas alojadas na
membrana, considerando o restante da estrutura lipidica como uma parte inerte da
estrutura. Entretanto esta percepgdo estd sendo alterada devido a novas
descobertas que estdo evidenciando que os lipideos sdo responsaveis pela
execucao de funcdes cruciais na célula, o que justifica a presenca de diferentes tipos
de moléculas desta familia nas membranas (KNOBLOCH et al., 2015; LUCIO et al.,

2010).
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Atualmente ja se tem conhecimento que além de funcionar como suporte
para o ancoramento de proteinas e na formacéo de barreiras para delimitacdo de
organelas e da propria célula, os lipideos participam dos processos que envolvem a
interacdo de proteinas com membranas de outras células e atuam regulando a
distribuicdo e localizacdo de proteinas periféricas nos dominios de membrana
(LUCIO et al., 2010).

Neste sentido, avaliar a transicdo de fase dos lipideos é um importante
aspecto a ser observado no comportamento das membranas biolégicas e artificiais,
visto que este parametro estd diretamente associado aos seguintes fatores:
transporte mediado por carreadores; atividade enzimatica; insercdo de proteinas na
parede das membranas e a permeabilidade de ions e moléculas (FIDORRA et al.,
2009; MARSH et al., 1977).

Assim, muitos lipideos encontrados em membranas celulares tem seu Tm
caracteristico proximo ao regime de temperatura de relevancia biolégica e nesta
faixa de temperatura pode-se avaliar o grau de cooperatividade dos fosfolipideos
durante o processo de transi¢cao da fase gel para fase liquido-cristalina (GRABITZ et

al., 2002).
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Pelos aspectos microscopicos apresentados pode-se concluir que o copal de
jatoba apresenta arranjo nanoestruturado organizado em padrdo uniforme na sua
estrutura interna e um aspecto macroscopico vitreo e transparente.

Pela andlise da constituicdo e ambiente quimicos por meio das técnicas de
CG-MS e espectroscopia Raman, respectivamente, foi possivel identificar a
presenca das moléculas de [-cariofileno, humuleno e 6xido do -cariofileno
presentes na amostra; assim como foram detectados os picos e bandas
correspondentes ao efeito Raman relatados na literatura para amostras com
constituicdo quimica semelhante.

Os dados de DLS demonstram que o aumento da fragdo molar do
solubilizado do copal do jatoba diminui o diametro hidrodindmico e aumenta o Pdl,
indicando que ha uma relacdo concentracdo dependente.

Os dados calorimétricos forneceram importantes informacgdes sobre o tipo de
interacdo que ocorre no processo de formulagédo dos lipossomas com o solubilizado
do copal do jatoba. Nesta conformacgdo, o B-cariofileno tem maior afinidade pela
porcao apolar da bicamada do lipossoma.

Para o cariolanol, apesar do processo de sintese nado ter apresentado o
rendimento reacional esperado e o processo de purificacdo necessitar de algumas
adequacdes para aumento de rendimento, de acordo com a literatura, observou-se
que a execucdo de um processo de funcionalizacdo (via hidroxilacdo) da molécula
de B-cariofileno é viavel de ser executado. Neste caso a avaliacdo por calorimetria
indicou que o incremento na polaridade da molécula esté favorecendo a intera¢éo do

cariolanol com a porc¢ao polar do fosfolipideo.
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Brasilia, 06 de fevereiro de 2015.

Ao Senhor
Fébio Silva Macedo
Coordenador da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Parque Estacéo Biol6gica-PqGEB W3 Norte - Ed. Sede - Caixa Postal 08815
BRASILIA - DISTRITO FEDERAL
CEP.: 70770901

Assunto: Acesso ao patriménio genético

Senhor Coordenador,

1, Informamos que o projeto de pesquisa “Sintese e caracterizagdo de micro e nano
particulas obtidas a partir de rotas de quimica verde com uso plantas, fungos, leveduras,
bactérias e archaea”, coordenado pelo pesquisador Luciano Paulino da Silva, processo n?

02001.007580/2014-95, foi incluido no portfélio da Autorizagdo Especial de Acesso ao
Patriménio Genético da Embrapa.

2, Conforme o Decreto n® 3.945/2001 a instituigéo beneficiada pela autorizagao de
acesso ao patriménio genético devera enviar relatérios de atividades cuja periodicidade
néao podera exceder o prazo de doze meses.

Atenciosamente, )
X/ |
LNt
MARIA IZABéL SOAREé OMES DA SILVA
Coordenadora da COCFP/IBAMA
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