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RESUMO

NASCIMENTO, Maria Cleonice Bezerra Souza doonstituintes bioorganicos isolados de
Annona cacans Warming (Annonaceae) e avaliacfes de bioatividades2008. 197 p. Tese
(Doutorado em Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Este trabalho de investigacao fitoquimica dos extratos em hexano e etanol da madeira e folhas e
extrato em acetato de etila dos frutosAdeona cacandVarming (Annonaceae) foi realizado
através de técnicas cromatogréficas rotineiras de laboratorio, inclusive andlise por CLAE. Tal
procedimento experimental permitiu o isolamento e a identificacdo de 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido, p-hidroxibenzoato de etila;p-hidroxicinamato de bornila; quatro
fitoesteroides: (-sitostero] estigmasterol, ®-B-D-glicopiranosil-sitosterol e 39-3-D-
glicopiranosilestigmasterol; quatro diterpenos cauranicos: o &itdcaur-16-en-19-0ico - do

qual se preparou o derivado metilicoemtcaur-16-en-19-ato de metila que foi usado também
para a obtencdo dentl16a,17-diidroxicauran-19-ato de metila (éster metilico diidroxilado) -,
acidoent163,17-diidroxilcauran-19-6icoent 163,17-diidroxicauran-19-ato de metila, acieot
cauran-17-formil-19-6ico — que forneceu os dois derivados cauranicos hemiacetalicogntcido
(16R17R-17-hidroxi-17-metoxicauran-19-6ico e @cido ent(16R173-17-hidroxi-17-metoxicauran-
19-6ico-; cinco alcaldides aporfinicos: liriodenina (1,2-metilenodioxido-7-oxoaporfina),
oxolaurelina  (10-metoxi-1,2-metilenodioxido-7-oxoaporfina), lanuginosina (9-metoxi-1,2-
metilenodioxido-7-oxoaporfina), lisicamina €©-metilmoscatolina; e quatro acetogeninas
monotetraidrofuranicas (inclusive trés inéditas$:Rbrazilinona-A dérans-Rbrazilinona-B - das

guais se obteve os derivados acetiladsfbrazilinona-Al drans-Rbrazilinona-B1 -, cacansin-

9-ona e a conhecidannoreticuin-9-onga descrita na literatura. As estruturas foram elucidadas
com base na anélise dos dados fornecidos por espectros IV e principalmeritd &NdI(1D e

2D) e EM de baixa e alta resolucdo das substancias naturais e derivados, incluindo-se
comparacdo com dados registrados na literatura. Os testes biolégicos de atividade inseticida
foram realizados com os extratos etandlico da madeira e das folhas e acetato de etila dos frutos.
Ensaio preliminar da atividade moluscicida frente ao cararBipmphararia glabrata foi
realizado com o extrato em acetato de etila e fracdo metandlica dos frutos, extrato etandlico e
fracOes hexanica e cloroférmica da madeira e extratos em hexano e etanol das folhas. A avaliagéo
da citotoxicidade sobrértemia salina foi realizada com os extratos em acetato de etila dos
frutos, hexano e etandlico das folhas, hexano e etandlico da madeira, fracdo cloroférmica da
madeira e metandlica dos frutos

Palavras-chave:Annona cacansAnnonaceae, Atividades bioldgicas, Estudo fitoquimico.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Maria Cleonice Bezerra Souza dBioorganic constituents isolated of
Annona cacans Warming (Annonaceae) and evaluation of bioactivities2008. 197 p. Thesis
(Doctor Science in Organic Chemistrinstituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

This work reports the phytochemical investigation of wood and leéesige and ethanol) and
fruits (ethyl acetate) oAnnona cacan®Varming (Annonaceae). The research was carried out
with usual chromatographic techniques including High Performance Ligardn@&tography.
This investigation led to the isolation and identification of 4-hydi&8+methoxybenzaldehyde;
ethyl p-hydroxybenzoate; borny-hydroxycinnamate; four steroid@:sitosterol, stigmasterol, 3-
O-B-D-glucopyranosypB-sitosterol and 3--D-glucopyranosylstigmasterol; four kauranoid
diterpenesentkaur-16-en-19-oic acid — that was used to obtathylentkaur-16-en-19-ate and
this derivative used to preparation of metleyit 16a,17-dihydroxykauran-19-atesnt163,17-
dihydroxykauran-19-oic acid, methynt16[3,17-dihydroxykauran-19-atent17-formylkauran-
19-oic acid — which afforded the two derivativees-(16R,17R)-17-hydroxy47-methoxykauran-19-
oic acid andent(16R,179-17-hydroxy-17-methoxykauran-19-oic acidfive aporphine alkaloids
liriodenine (1,2-methylenedioxy-7-oxoaporphine), oxolaureline (10-methoxy-1,2-
methylenedioxy-7-oxoaporphne), lanuginosine (9-methoxy-1,2-methylenedioxgaporphne),
lisicamine and O-methylmoscatoline; and four monotetrahydrofuranic: acetogermiss
Rbrazilinone-A,transRbrazilinone-B — that were also used to obtain the acetyl dewgatis-
Rbrazilinone-Al andrans-Rbrazilinone-B1, respectively-, cacansin-9-one amtbreticuin-9-one.
The structures were elucidated on the basis of their spdett@lobtained of IR and maint

and **C (1 and 2D) NMR and high and low resolution EIMS spectra and compasitson
literature values. The biological tests for insecticidevagtwere run with the ethanolic extracts
of wood and leaves and with the ethyl acetate extract of fAipseliminary investigation of the
moluscicide activity again®iomphararia glabratavas carried out with the ethyl acetate extract
and methanol fractionation of fruits and also with the ethanol, hexehehdoroform extracts of
leaves. Cytotoxicity againsirtemia salinawas investigated with the ethyl acetate extract of
fruits, hexane and ethanol extracts of leaves, hexane and ethamatsextf wood, methanol
extract of fruits and chloroform extract of wood.

Keywords:Annona cacansinnonaceae, biological activities; phytochemical investigation.
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ameacadas de extincéo, segundo textos retirados de material distribuido pela Secretaria de Estadc
do Meio Ambiente (SEMA W.W. W.agirasul.com.br/Espécie/flora.htn2002) R. G. do Sul.

Estes fatos tornam relevante seu estudo quimico e suas atividades biolégicas como também sua
preservacgao.

1.1 Objetivos do Trabalho

a) Isolamento e caracterizacdo estrutural de constituintes bioorganicos, presentes nos
extratos da madeira, folhas e frutos da espécie velyetaina cacan$dVarming (Annonaceae),
coletada na mata Atlantica do Brasil no suburbio da cidade do Rio de Janeiro.

b) Isolamento e caracterizacdo estrutural de acetogeninas, uma nova classe de substancias.
presentes até o momento apenas na familia Annonaceae, conhecidas como, acetogeninas de
Annonaceae, que ainda nao foram descritas na espécie A. ¢émans

c) Avaliar a toxicidez dos extratos frente o microcrustésitemia salina Leach, a
atividade moluscicida contra o caramiommphalaria glabrata e atividade inseticida contra a
Musca domestica.

2 ASPECTOS BOTANICOS DE ANNONA CACANSWARM.

Annona cacan®arming. Vidensk. Meddel. Dansk Naturhist. Foren. Kjobenhavn 3(5):
155.1873; R. E. Fr., Acta Horti Berg. 1092: 262-3. 1931.

Apresenta 0s seguintes nomes populacesticdo, araticum-cagdo, araticum-de-paca,
guaresma, corticeira, coragao-de-boi, anona-cagona, corticeiro (LORENZI, 2002; MAAS,

2001) e as seguintes sinonimia cientifid@anona quaresma Dutra mscpt sec. R. E. Fries Arkiv.
for Botanik 4 (5): 16.190%Annona cacanyVarm. varglabiuscula R. E. Fries (HOEHNE, 1941,
apud, SAITO, 1990; LORENZI 2002)Xilopia cacanesWarm. Kjoeb. Videnok. Medell
155.1873.

A. cacansWarming (Figura 1, p.3) ocorre no Sudoeste e Sul do Brasil, nos estados de
Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (ANGELY, 1965 e 1969, REITEt KLEIN, 1964,apud, SAITO, 1990). E decidua e perde
suas folhas entre os meses de julho e agosto, refloresce em outubro e da frutos nos meses de
fevereiro e marco, por este motivo é conhecida vulgarmente pelo nome de “fruta de quaresma”
no Rio Grande do Sul (HOEHNE, 1946, apud, SAITO, 1990).

Arvore de 10-30 metros de altura (MAA&, al, 2001), dotada de copa globosa, e tronco
cilindrico de 50 a 70 cm de didametro. O tronco apresenta casca gretada em todos os sentidos, mas
profundamente no sentido longitudinal, essa parte do vegetal apresenta-se aspera de coloracac
acinzentada a marrom, podendo algumas vezes apresentar placas de liquenes foliaceos. O lenho
poroso, leve de coloracdo castanho amarronzado, provido de lenticelas brancas puntiformes e de
estrias dispostas longitudinalmente (HOEHNE, el @#1; apud, SAITO, 1990).

As folhas séo glabras, de 8-17 cm de comprimento por 3-6 cm de largura e o peciolo com
cerca de 1,5 cm de comprimento, simples, alternas, lanceoladas ou oblongo-lanceoladas de apice
alongado agudo ou acuminado e de base cuneada. A margem foliar é lisa e a inervacéo
peninérvea com nervuras secundérias emergindo da principal, que apresenta coloracao
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amarelada, num angulo de aproximadamente 45 graus. As folhas de disposicéo alterna localizam-
se nas extremidades dos ramos com os pontos de insercao distantes um dos outros de 1.0 a 1.5 cr
apresentando-se voltadas para baixo (HOEHNE, 1941; LORENZI e MATOS 2002).

As flores sdo esverdeadas, apresentam disposi¢cdo axilar, sdo solitarias ou em grupos de
duas ou quatro, providas de pedunculo curto, ligado a eixo comum. Os frutos medem de 10-12
cm de didametro apresentam, quando maduros, coloragédo verde amarelada e sao providos de casc
lisa levemente escamiforme e desenhadas. A massa polpuda alvo-amarelado, aromatica e doce
tem acdo catértica, o que justifica o nome vulgar de “araticum-cagdo” e o nome cientifico de
Annona cacan8Varm. (HOEHNE et al1941).

A morfologia das sementes e cacansWarm., revela que estas sao de forma orbicular,
de superficie lisa e de cor marrom escura, e apresenta em média 11,1 mm de comprimento, 7,5
mm de largura e 4,5 mm de espessura com cerca de 5040 sementes por quilo (FURL.AN
2002).

Figura 1. Annona cacang/arming (LORENZI, 2002).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Relatos de estudos quimicos A. cacaigarming

Até o momento a literatura registra que em trabalho anterior a este foi relizado um estudo

guimico sazonal de partes do tronco, caules finos, folhas, flores e frufoscdeansde onde
foram isolados os flavondides: éter 7,3’,4’-trimetilico do eriodictigl @', 5-diidroxi-3’, 7-
dimetoxiflavanona ), ramnoglicosideo da quecetina (rutind) € a 7©-glicosideo de 5,4'-
diidroxiflavona @), os alcaldides: 3-metoxi-2-hidroxi noraporfina (asimilobifg) diacetato de
noraporfina-1,2-metilenodioxido (michelalb)ngs), oxoaporfina (liriodenina)7(, aristolactama
metoxilada nas posicoes 3 e 4 (aristolactama B8I)) dristolactama A-11(9) e N-acetil-1,2-
dimetoxi proaporfina (estefarina-acetiladd)0Y e o acidop-cumarico {1) (Figura 2, p. 4)
(SAITO, 1990).

o HO
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Figura 2. Substancias isoladas de A. cacéfam., em trabalho anterior a este.



3.2 Generalidades sobre a familia Annonaceae

Esta familia foi estabelecida por Antoine Laurent De Jussieu em 1789 (SILVA, 1982) é
uma das maiores familias, da Ordem Magnoliales (KESSLER, &988; MAAS, et. al, 2001)
com cerca de 130 géneros e 2300 espécies (ALALI, 1999), constando de arvores, arbustos e
lianas, espalhadas nas regifes tropicais, onde predomina, e subtropicais do globo terrestre (DI
STASI, 2002), estando dividida em duas subfamilias: Annonoideae e Monoroideae. No Brasil s6
ocorrem representantes da primeira subfamilia (BARROSO, 1978, apud, SANTOS, 1993).

Entre os géneros conhecidos, 36 sdo americanos, destes, 29 sdo citados no Brasil,
correspondendo a 260 espécies (BARROSO, 1978; apud, SANTOS, 1993; DI STASI, 2002).

Uma terca parte das espécies pertence aos géaeatdteria (250sp), Uvaria (175 sp),

Xylopia (160sp), Polyalthia (150 sp) (CRONQUIST 198l1apud, SANTOS, 1993) Annona
com aproximadamente 150 sp considerado o mais importante (KIILL e COSTA, 2003).

Com excecdo daquelas do género Asimina, nativas de clima temperado que ocorrem na
América do Norte e a espéaddnona cherimola Mill de origem altiplanos andinos, cultivadas
em outras regides do mundo, muitas das demais sdo nativas do Brasil (KAVATIapa82,
SCALOPPI, 2004). Aqui, a maior diversidade encontra-se na Amazonia, com um segundo centro
na Mata Atlantica (LOBAO et aR006).

Segundo Maas e colaboradores (2001) 19 géneros e 153 espécies desta familia foram
identificados nas regides, Central e Leste do Brasil, no Distrito Federal, Bahia, Espirito Santo,
Goiés, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins.

Nos trabalhos de Laboeuf e colaboradores (1982), esta reportada uma revisao da quimica
dessa familia.

Esta revisdo cita a presenca de carboidratos, lipideos, aminoacidos e proteinas, acidos
fendlicos como: caféical@) ep-cumarico {3); alcaléides, sendo em sua maioria derivados da
isoquinolina tais como, a coridaldina4y, isoquinolona isolada denantia polycarpa; salsinol
(15) e seu precursor a dopamink6) isolados deAnnona reticulata; benzilisoquinolinas;
policarpina 17) isolada da madeira &e polycarpa, anomuricind 8) deA. muricata e reticulina
(19) deA. reticulata; bisbenzilisoquinolina quaternar2®) isolada dos géner@&ematosperma,

Uvaria e outros; bisbenziltetraidroisoquinolina, plebicina ou flebicii), (solada ddJvaria e

outros géneros; protoberberinas; oxipalmat®) @deE. policarpa, e berberind8) de Xylopia
policarpa; tetraidroprotoberberinas; aequali2d)(de Mitrella kentii e coreximina Z5) deA.
Montana; proaporfinas; crotisparin6) de Monodora angolensie estefarina A7) de A.
muricata e purpurea; aporfinas; anonain28) de A. cherimdlia e outras; anolobina9) deA.

glaba e outra; oxoaporfinas; aterospermidi®@ (e Enantia ,Guatteria eAnnona, lanuginosina

(31) de Xylopia e varias outras espécies de Annonaceae; fenantrenos (aporfinas abertas); 8-
metoxi-uvariopsina32) deUvariopsinaguineensige uvariopsina33) deU. solheidij congolana

e guineensis alcaléides inddlicos (embora raros até o momento): annomodnae (metoxi-
annomotina35) de A. Montana.

Séo citadas também as presencas de flavondides como a quef@Yieaquercetina
3,7,3'-trimetil éter (pachipodolB3{) das cascas dachypodanthium confine outros polifenais;
substancias arométicas como, pachisor®®) € asaraldeid®9) dePachypodantthium staudtii
além de o6leos essenciais, sesterpenarfbfileno @0) das raizes de A. Squamosa.

Estdo também presentes terpendides como: o acido xilopigocom propriedades
antimicrobial isolado dos frutos d¢ylopia aethopica, o acido polialticatZ), com esqueleto
labdano isolado das cascasRigyalthia fragranse diterpeno com esqueleto do tipo esclerodano
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(43) de A. coriacea; neolignanasi4) de Duguetia surinamensisa piperina 45) isolada de
Xilopia brasiliensise triterpenos como o policarpelq) (Figura 3, p.6-8) e outros, encontrados
nas cascas de Polythia olivetbmo constituintes tipicos desta familia.

O O MeO.
HO.

Me
HO HO (o)

21 22 23
Figura 3. Substancias consideradas tipicas da familia Annonaceae.

Continua pagina seguinte
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Continuacao da Figura 3.
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Continuacao da Figura 3.
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Embora a principal investigagdo quimica das Annonaceae, até 1982, estivesse voltada
para os alcaloides, observa-se que esta familia também produz uma variedade muito grande de
substancias pertencentes a varios grupos fitoquimicos (WATERMAN, &p86, PIMENTA,

1995).

Um estudo biomonitorado realizado por Jolad e colaboradores (1990), do extrato
etanolico das raizes diédvaria accuminata, direcionado por testes de atividade antileucémica e
teste de citoxicidade frente ao microcrustagidemia salina Leach ATS), conduziu ao
isolamento de uma substancia cuja estrutura proposta foi a uvadéneéta foi o primeiro
exemplo de uma nova classe de substancias, extremamente bioativas, conhecidas como
“acetogeninas de anonacea’. Depois disto varias acetogeninas foram isoladas de outros géneros.
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Economicamente a familia é de apreciavel imporgdocmo fonte de frutos comestiveis,
principalmente dos génerodnnona, Asimina, Cananga e RolliniAs sementes de algumas
espécies fornecem Oleos comestiveis, enquanto aeina® de outras sdo empregadas na
construcéo civil e producao de alcool. As floresCdnanga odoratd.., fornecem material para
perfumaria (BARROSO, 1978pudSANTOS, 1993).

Na fruticultura, dois géneros sao citados como esndhior importanciaAnnonae
Rollinia (MAHDEEN, 2004,apud SCALOPPI, 2004).

A familia também é fonte de substancia toxicaditedatura registra que o suco da casca
da espécie d&suatteria vernificiorlum Mart.,, € usada misturada com outros vegetais para
produzir o “Curare” que os indigenas costumamaatilpara envenenar as suas flechas (HOHNE,
1930).

3.3 O génercAnnona

O génercAnnonal. descrito por Carl Linnaeus inclui aproximadabeebb0 espécies (DI
STASI, 2002) é o segundo maior género da familinohaceaelepois deGuatterianas regides
neotropicais (do México a Patagbnia) (www.botamkiie.ac.at/~rainer/annona.htm - 5k, 2005).

A distribuicdo geogréfica das espécies neotropiesisnde-se desde o norte do México
com espécies com@nnona purpurea, A. globiflorasul da FloridaA. glabrg, llhas do Caribe,
Brasil (A. cacany estendendo-se através do continente sul Americ&entros endémicos
incluem o Meéxico, as Grandes Antilhas, especialmddtiba, altiplanos andinos e Planalto
Central do Brasil (www.botanik.univie.ac.at/~raifa@nona.htm - 5k, 2005). Cerca de 130
espécies estao distribuidas no continente afri@h8TASI, 2002).

O nomeAnnonaderiva deAnon nome popular da planta no Haiti e que signifaltieita
do ano” (DI STASI, 2002) e procede dos povdsino annon nativos da América pré-
Colombiana que habitavam as Bahamas e as Grand#dsa8r{GUITAR, 2000).

As espécies cultivadas estéo distribuidas em ajmapos, sendoGuanabani’ (grupo
das graviolas),Bilaeflorae” (anonas com cera)Atutiflorae” (pétalas afiladas),Annonellae’
(anonas anas), e aAttae” (anonas comuns) (SCALOPPI, 2004).

Os frutos comestiveis do género sdo de grande ‘emlondmico como, as espécies
conhecidas vulgarmente por pinha, ata, cherimdlaplo, fruta de conde, pinha azeda, graviola
e condessa (KIILL E COSTA, 2003). Sao exemplosviaahtes os frutos do grupd;tianabani’
tendo como principais representantes, a gravigleoasiderada a anonacea de maior potencial
de industrializacéo, utilizada principalmente naducdo de polpaAhnona muricatd..), a falsa
gravioleira Annona montanacfad), além de outras e o grupo dat&e” representados pelas
espécies, condessAnnona reticulatalL.), pinha Annona squamosa.), cheriméia Annona
cherimolaMill.,) e atemoia A. cherimolaMill x A. squamosg(SCALOPPI, 2004).

A medicina popular cita que os frutos verdes, seeserfolhas e raizes dénnona
squamosal. sao utilizadas como inseticida, as sementesabaativas, as raizes atuam como
purgativo drastico, as folhas sdo usadas contéen¢utos e ulceracdes e, quando maceradas com
sal, produzem cataplasma que induzem a supurag@siNiE, 1930,apud, SANTOS, 1993,
LORENZI e MATOS, 2002). A esta planta sédo atribgigaopriedades medicinais como,
antitumoral e esterilizante (RA€t al, 1979; ASOLKARet al, 1992;apud SHIRWAIKAR, et
al., 2004) e em varios grupos tribais na india asa®ljovens dé. squamosado usadas para
tratamento de diabete (ATIQUEt al., 1985;apudSHIRWAIKAR, et al, 2004).



Atividade antihelmitica foi observada de senegalensi®ers (MACKEI, et al, 1956,
apud, SAITO, 1990), um espécime africano.

No estado da Bahia as espécigsnona silvatica St. Hil énnona cornifolia St. Hil,
cujos frutos sé@o todos de sabor e cheiro agradavel, sdo citadas na medicina popular como
antiofidico. As sementes dos frutos, bem amadurecidos, torradas, e moidas em pildes de pedra
até completa pulverizacdo sdo usadas como antidoto contra veneno das cobras, qualquer que sej
ela. Também € usada como preventivo para pessoas que trabalham em areas de risco de serer
atacadas por animais peconhentos. O p6 das sementes misturado com éleo de coco é usado par
matar piolhos (BOMFIM, 1926), pratica também utilizada na India Ocidental e América Central
(ATIQUE, 1985).

Annona muricada L (gravioleira) é citada na literatura como uma espécie relativamente
utilizada, com base na tradicdo popular, para tratamento de diversas enfermidades. Embora nao
haja comprovacéo cientifica da eficacia e seguranca de suas preparacoes (LORENZI e MATOS,
2002), as folhas sédo usadas como antidiarréica e contra espasmo, as sementes como adstringente
e vomitivas, as casca como antidiabética e espasmoliticas (SOUZA,ap2ei],LORENZI e
MATOS, 2002) o cha das folhas como emagrecedor e contra algum tipo de cancer (TAYLOR,
1998, SOUZA; 1991apud, LORENZI e MATOS, 2002). As flores, os brotos e raizes tém as
mais variadas aplicacdes até como antidoto contra envenenamento (DI STASI, 2002). A infusédo
das folhas d&nnona montana tem aplicacdo no tratamento de gripe e insénia (MOQ@TaIQ,

2000, apud WANG et al2002)

Do ponto de vista quimico o génedmnona segue o mesmo perfil da familia (SAITO,
1990). Alcaldides, terpenos, flavondides e as acetogeninas sdo exemplos relevantes de
substancias com atividades biolégicas presentes no género.

Trabalhos revelaram que os alcalbéides aporfinicos presentés @mrimolia Mill, sdo
responsaveis pela atividade antimicrobiana da espécie (DESPACHO, afg# SANTOS,

1993).

Um estudo biomonitorado da raiz Aenona dibica, reveu elevada atividade citotoxica
em células tumorais humana (VEGA, 2007)

De Annona squamosa L., foram isolados varios diterpenos caurandéicos dentre 0s quais 0
acido ent16p3,17-diidroxicaur-19-6ico, um principio ativo anti-HIV, com &G 0,8 pg/mL
(isolado também dA. cacansWarm. neste trabalho, Tabela 19, p.87). O extrato metandlico dos
frutos fresco desta planta apresentou significante inibicdo da replicacdo do HIV em células
linfocilicas H9 (WU, et al, 1996). O acido caurendico também presente em algumas espécies do
género mostrou-se ativia vitro contra o protozoaridripanosoma cruzio agente causador da
doenca de Chagasrferican tripoanosomiagisna dose de 0,68 mg/mL (MEL@t al, 2001)

[sendo também isolado de cacanse codificado de AcF-01, (Tabela 16, p.69)]. Em diterpenos
entcaurandicos, também foram observadas atividades de agregacdo antiplaquetaria €Y ANG,
al., 2002).

As substancias cauranicas pertencem a uma classe de produtos naturais conhecidos como
diterpenos, originalmente encontrados em plantas e fungos, podendo também ocorrer em
organismos marinhos e insetos. Possuem uma ampla variedade de atividades bioldgicas tais
como: hormonal, atuando no crescimento de plantas, abortiva, anti-hipertensiva, inibitoria de
crescimento de plantas, repelente de insetos além de atividade anti-HIV (TAKAHASHI, 1994,
WU, et al, 1996).

As acetogeninas presentes também neste género tém despertado um grande interesse po
parte de pesquisadores devido o seu grande potencial de atividades biolégicas como, inseticida,
acaricida, fungicida, antiparasidicos e agente antitumoral (ZEFRA-P&L@,, 1996, apud
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CORTES, 2005). Elas s&@o consideradas como poténitsisores do complexo |, NADH,
Ubiquinona Oxiredutase, em mamiferos e em sistefedsansporte de elétrons mitocondrial de
insetos e do NADH-oxidase do plasma de membranaéldis cancerigenas (ZAFRA-POIleD
al., 1998; ALALI, et al, 1999)

3.4 Acetogeninas de Annonaceae

As acetogeninas tém sido encontradas até agoraeera de 14 géneros da familia
Annonaceae Annona, Anomianthus, Artabotry, Asimina, Saccopetalum, Uvaria, Xilopia,
Dasymaschalon, Disepalum, Goniothalamus, Ophrypetalum, Polyalthia, PoedRallinia)
(RUPPRECHTet al, 1990; FANGet al, 1993; ZENGet al, 1995; CAVEet al, 1997; ALALI et
al, 1999; CORTESet al, 2005;apud LIMA, 2006), contudo € no génerdnnonaonde esta
registrado o maior nimero destas substancias (der@89 correspondendo a aproximadamente
65% das descritas na literatura) em 20 espécieslasds Annona atemodia (A. cherimola x
squamosa), bullata, cherimolia, coriacea, crassiflora, densicoma, glabra, glauca, jahnii,
montana, muricata, nutans, purpurea, reticulata, salzmanii, senegalensis, spinescens, Annona
aff. Spraguei, squamosecornifolia) (CORTES gt al.,2005; LIMA et al, 2006).

Estas substancias apresentam-se como uma sériediggs naturais contendo em sua
estrutura basica de 35 a 37 atomos de carboncs E&tecaracterizados por apresentarem uma
longa cadeia alifatica com um anglactona-metil substituido48) que pode algumas vezes
sofrer rearranjo (Figura 7, p. 15) para cetolact@® Ao longo da cadeia alifatica pedem ser
encontrados umA4{, 48, 49 e 54 dois 60 e 47 ou trés 1) anéis tetraidrofuranicos (THF) e
grupos funcionais oxigenados como: hidroxil&s,-52,54 e 56, acetoxilas 47), cetonas %2),
epoxidos $3), além de uma ligacdo dupld9 ou ligacdes duplashq) e/ou triplas §5). Um
namero menor dessas substancias apresenta aag@lrtgiirano (THP)%6) (Figura 4, p.11-12)
(ALALI, etal, 1999).

37

34

OH OH ©
Goniotetracina48)

(2,4)-<cis etrans-Gonioneninonas4@)
-35

OH 4 q
" 4 2 o
e 24 o o 15 b

OH OH e}

Hidroxibullatacina $0)
Figura 4. Caracteristicas estuturais comuns em acetogetdnAsnonaceae.
Continua na proxima péagina
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Continuacao da Figura 4
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3.4.1 Classificacédo de acetogeninas de Annonaceae

Os diferentes tipos de acetogeninas estéo clasdificde acordo com as caracteristicas
estruturais das subunidadesactona terminal 2,4 substituidas, nimero e regrdos anéis
tetraidrofuranico (THF) e/ou tetraidropirano (THPanéis epoxidos.

Os anéis lactonicos podem ser classificados cgila@tonas substituidas.

Os tipos descritos na literatura até o momento Is&q:L-B, L-C,, L-C,, L-D, L-E, L-F,

L-G e L-H (CORTEZet al, 2005) (Figura 5, p. 13).

H OH
/b s
O o)
o 0
L-A L-B . L-C
HO
R
o ) (o
{ O
0 o
L-G L-E e L-F, R =H ou OH
H,CO  CHs
R
0 /Y
o O
L-G L-H

Figura 5. Classificacdo de anéydactdnicos em acetogeninas de Annonaceae.
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Os anéis (THF) efou (THP) podem se -hidroxilados oua-hidroxilados sendo
classificados como: mono-THF e THP (T-A, T-B e T-GI#83; THF e/ou (THP) adjacentes (T-C,
T-E e T-G.2) bis THF e/ou (THP) ndo-adjacentes (T-D, T-H e T-G.1) e tri-THF (T-F). Os anéis
epoxidos sdo dos tipos, E-A, E-B e E-C (Figura 6, p.14).

MW%M

R= OH, T-A R=OH, T-C
R=H, T-B R=H T-E
o)
0 0 ©
O 0 OH OH
OH R
R=H T-F T-H
OH OH
OH o
0
OH OH OH OH
T-G1 T-G.2
E-A E-B
M

E-C
Figura 6. Classificacdo dos néis THF e/ou THP e anéis epodxidos em acetogeninas de

Annonaceae.

Segundo Dureet al, (1990) as acetogeninas do com anel lactbnico do tipo L-B com
hidroxila em C-4 (Figura 5, p. 13) algumas vezes podem sofrem rearranjo (camiotds,
conforme o meio reacional (se acido ou basico) durante o processo de extracdo, através de
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translactonizagao para cetolactoneis € trans) conhecidas como isoacetogeninas do tipo, L-C
(Figura 7). (CAVEet al 1997).

Figura 7. Propostas mecanisticas para translactonizacéoetigacinas do tipo L-B para o tipo
L-C.

3.4.2 Hipoteses da origem biossintética de acetogeninas de Annonaceae

Acetogeninas sdo substancias de origem policetidieavadas de acidos graxos com
cadeias contendo de 32 a 34 atomos de carbono radasi com uma unidade de 2-propanol
(ALALI, et al 1999). Embora ndo haja relatos na literaturtralgalhos experimentais sobre a
biossintese de acetogeninas, analise retrossmtiicsubstancias conhecidas revela que estas sédo
biossintetizadas através de combinacdes linearedude ou trés unidades de carbono (acido
acético e propanoico) via acetil-CoA, malonil-CoApmpanil-CoA, através de mecanismos
semelhantes a rota para a biossintese de acidasRUPPRECHT, et al, 1990).

Os aneéis tetraidrofuranicos podem ser obtidos poxidacdo de intermediarios dieno
trieno e cetotrienona (RUPPRECHS, al, 1990) (Figura 8, p.16). A existéncia de acetogen
de cadeias lineares com ligacdes duplas, com apéisidos e duplas e com mais de um anel
epoxido, reforcam a proposta de serem estas pogesrsias demais acetogeninas (Figura 4,
p.11-12). A estereoquimica dos anéis THF e dos gruposoxiidr adjacentes dependem da
posicdo das ligacdes duplas, da face da epoxidigdmrma de abertura e fechamento dos anéis
epoxidos e dos anéis THF (RUPPRECHTal 1990; CAVEet al, 1997).

O anel lacténico seria formado por uma condensdgdgo aldolica e um precursor com
trés atomos de carbono.
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Figura 8. HipoOtese para a biossintese de anéis tetraidrofurdnicos em acetogeninas de
Annonaceae.

4 MATERIAL E METODOS |
4.1 Material botanico

Annona cacan®arming (Annonaceae) foi coletada em Santa Cruz, suburbio da cidade
do Rio de Janeiro em junho de 2000 por Fernando Luiz da Silva Lopes, aluno do curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A planta foi
identificada com a colaboracdo dos botanicos, Dr. Rogério E. de Oliveira, da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-RJ) e das Dras. Marilene de Menezes Silva Conde
e Inés Machile Oliveira da Silva da UFRRJ.

Uma exsicata se encontra no herbario da UFRRJ sob o n® RBR 9962 e mudas foram
plantadas no Jardim Botanico da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Seropédica-RJ-
Brasil).

4.2. Reagentes e equipamentos

Os solventes utilizados na preparagao dos extratos foram de grau comercial e nas reacoes
de derivacdes de grau P.A. das marcas MERCK e VETEC e os solventes de grau espectroscopico
das marcas TEDIA, MERCK e VETEC, foram usados para analise por CLAE.

Nas andlises comparativas através de cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizaram-se cromatoplacas de aluminio de gel de siligade MERCK e para cromatografia
em camada preparativa (CCP) placas de vidro de diametros variados. As cromatoplacas foram
reveladas por irradiagdo com luz no ultravioleta em comprimento de onda 254 e 366 nm e/ou
com uso de reveladores quimicos especificos ou por imersdo em cuba contendo vapores de iodo.
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Nas separacdes cromatograficas em coluna utilieaxeso adsorvente gel de silica 60 G
(70 - 230 mesh e 230 - 400 mesh, VETEC e MERCKgph8dex LH-20 (Sigma USA). As
colunas de vidro utilizadas foram de varios tamarédiametros e eluidas a pressdo ambiente ou
a média pressdo. A quantidade utilizada de supwdmatografico foi de 20 a 30 vezes a
quantidade de amostra a ser cromatografada.

Os critérios de pureza adotados foram a obtenc@mndelnica mancha em cromatografia
em camada delgada (CCD), variando-se a fase mdwsletadores e a determinacdo de alguns
pontos de fuséo.

Como reveladores foram utilizadas, solucbes deatsulférico (preparada com 0,3 g de
sulfato cérico e 7 mL de &cido sulfdrico para 100 de solugdo aquosa). Reativo de
Liebermann — Buchard (preparado com 50 mL anidaicigico e 1 mL de ¥$0O, conc). Vanilina
sulfurica (preparado com 3,0 g de vanilingHgDs 100% pura, 135 mL de B destilada, 135
mL de EtOH, e 30 mL de 430,). Reativo de Dragdorff (preparado com 1 mL deucdd
estoque, 2 mL de acido acético e 10 mL ¢@ ldestilada) e Reativo de Kedde (2% de acido 3,5-
dinitrobenzodico-2N em KOH metandlico (1:1), pardiagnostico parg-lactonaa,B-insaturada,
dando cor rosa avermelhada). Os pontos de fusdmfobtidos em aparelho MQAPF - 301 da
Microquimica (sem corre¢édo) (UFRRJ).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RM&I'H e *C (incluindo
experimento em 2D), foram obtidos em espectrongarmarca JEOL JNM-GX-406H: 400 e
13C: 100 MHz) (UENF) e BRUKER DRX-500H: 500 e™C: 125 MHz) (UFC), utilizando como
padrdo interno o tetrametilsilano (TMS) ou residocsolvente CHGI(dy 7,24) e o sinal central
do tripleto emdc 77,00 do CDGl Os solventes utilizados foram: cloroférmio, melabenzeno,
piridina e agua, todos deuterados.

Os espectros de massas foram obtidos por impaetodmkco (EM IE) em aparelho
CG/MS — QP505 -SHIMADZU, operando a 70 eV (UENF).

Os espectros de massas com modo de ionizacédo goonsbray foram obtidos em
QtofMicro Micromass- Cromatografo Liquido da Wateredelo 2795 (UFRJ).

Dados de analise:

Faixa de massa molecular analisada de 50-1000,

Tempo de inje¢cao 3 minutos,

Voltagem do cone (analito) 20v,

Voltagem do cone (referéncia) 25v,

Voltagem do capilar 1900v,

Temperatura da fonte 100 °C

Temperatura de dessolvatacao 120 °C,

Vazao do gas do cone 50 L/min

Vazdao do gas de dessolvatacao 400 L/min.,

Referéncia, acido fosforico

Fluxo de injecao da referéncia 0/min.,

Fluxo de injecao do analito 0,05 mi/min.,

Fase movel agua/acetonitrila.

Amostras foram solubilizadas em aproximadamente @imacetonitrila e L de acido
férmico.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtieim espectrofotdmetro Perkin-
Elmer 1600/1605 FT-IR, utilizando pastilhas em KBu/ flme em NacCl.
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A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
cromatografo liquido Waters, bombas modelo 501, com detector UV-VIS modelo 486, injetor
Rheodyne e integrador modelo 746 (Departamento de Quimica — ICEx - UFMG).

4.3. Reagoes de derivagdes

4.3.1. Metilacdo com diazometano

As preparacdes de derivados metilados auxiliou na determinacdo estrutural das
substéancias isoladas, além de aumentar a solubilidade em cloroformio deuterado. A solucao de
diazometano foi preparada de acordo com experimental descrito na literatura (VOGEL, 1989).
Adicionou-se as substancias dissolvidas em metanol uma solucdo etérea de diazometano em
excesso. O solvente foi evaporado fornecendo as substancias metiladas.

4.3.2. Acetilagdo com piridina e anidrido acético

As substancias a serem acetiladas foram dissolvidas em anidrido acético e piridina (1:1) e
deixadas e agitacdo magnética por 24 horas. Apos as 24 horas foram lavadas com agua destilads
gelada formando um precipitado que foi filtrado e lavado véarias vezes com agua destilada. O
material foi dissolvido em diclorometano, seco com sulfato de sodio anids8@Na Apds
evaporacgao do solvente obtiveram-se as substancias acetiladas (SHRINER, 1979).

4.3.3 Oxidagdo com tetroxido de ésmio

Numa solucdo de caurenoato de metila (AcF-01a) (26,0 mg, 0,082 mmol) em éter etilico
(3,0 mL) foram adicionados piridina (13,0 mg, 0,164 mmol) e /&2,9 mg, 0,090 mmol). A
mistura foi submetida a agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apos 3 horas foram
adicionados 5 mL de solucéo saturada de bissulfito de sddio e a mistura agitada por mais 5 horas.
O produto foi extraido com éter etilico (3 x 5 mL) e seco com MNaSidro, fornecendo 24,7 mg
de um sdlido branco correspondendo ao diol (AcF-01b) com 86% de rendimento (GDREY
1987; JAYANTA et a 2000).

4.4. Analise por CLAE

A metodologia utilizada nesse trabalho para o estudo dos constituirdescdeansfoi
adaptada do descrito na literatura por Hoop e col., 1998 e Liaw e col., 1999.

A separacao das substancias foi realizada em coluna analitica de fase reversa C18 (250
mm X 4,6 mm x 5m de tamanho de particula, Supelco), e como fase moével foi utilizada
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158b) (Esquema 2, p. 21). A estrutura de AcF-158a foi confirmada por cristalografia de RX
(Figura 87, p. 106).

O grupo de fracbes FrA¢125-127) revelou teste positivo para presencacdmgeninas
e foi entdo recromatografado em coluna sobre com gel de silica, depois com sephadex LH-20 e
finalmente por CLAE (Cromatogramas 2, 3, 4, 5 e 6, angxtorhecendo misturas de
acetogeninas que foram codificadas como AcF-1919, AcF-1416, AcF-189X e AcF-189. Esta
altima foi acetilada fornecendo AcF-189A (Esquema 3, p. 22). Devido a complexidade das
misturas as acetogeninas presentes nao tiveram suas estruturas definidas, o que devera ser feits
em trabalho posterior conforme metodologia registrada na literatura (GUL893@).

[ Frutos frescos, 10,3 Kg]

-Extracdo com AcOEt

|
[ Solavel, AcOEt ]

[ Torta (Desprezada) }

L|-Destila(;:§1o do solvente
‘ Extr. AcOEt 001, 67,6 g) ’

-Atividades biolégicas
- Particdo: CHG/ H,O (1:1)

[ Fase aquosa] [ Fase CHG ] [ InterfaseF004 (Armazenada) ]

- Liofilizacao -Destilacdo do solvente

[ F002(15,9 g) ] [ F003 (48,75 g) ]

- Ativ. bioldgicas
-Particdo: hexano / [MeOH aquoso (9:1)]

[ Fase MeOH aquoso ]

[ Fase hexénica]

-Destilacdo do solvente
-Positivo para reagente de Kedde -Destilacdo do solvente
F. metanol
F005(35.8 g) F. hexano
F006 (9,5 g)

Esquema 1: Obtencéo e particdo do extrato em acetato de etila dos frutos frescos de.A cacans
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Fracdo MeOH
(FO05,30,0 g)
Coluna. filtrante
Coluna de Si-6030 mesh):

-Gradiente: Hexd@&1Cl; / ACOEt
- Fracdes: FrAt — 140)

(FrAc,, 41-45 (FrA95-101) (FrAcl12-116) Fracl25-127
716,3 mg 1,72 ¢ 1,399 ay

Col. Si-60 (230-400 mesh) Col. Si-60 (230-400 mesh): Col. Si-60-¢&D mesh):
-Hexé&no / CHGI(4:6) -Hexéno / CHEB:7) -Hexéno / CHE(2:8)
-Recristalizacdes: -Recristalizacdes Col. Si-60 (230-400 mesh):
MeOH / gtas. CHgI MeOH / gtas. CkIC Hexano / CHg(1:9)
v
(AcF-01,13,0 mg) AgF-195, 16,7 mg) AcF-1216 71,8 mg)

-Metilacdo (CkN,)

v Col. Si-60 (230-400 mesh):
(AcF-01a 20,0 mg) -Hexéno / CH(L:1)

Col. Sephadex LH-20
-Oxidacéo (Osp
AcF-158(66,8 mg)

(AcF-01b, 25,0 mg) -Rec. sucessiva:
l MeOH / gtas. Hexano

Mistur&CF-158; 158ae 158b (55,0 mg)

Esquema 2 Fracionamento e obtencéo de substancias da fraeémolica dofutos frescos de
A cacans
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FAc, (125-127)
1,06 g

- Positivo acetogeninas
Col. Si-60 (70 — 230 mesh):
-CHCIly/MeCOH

(100% - CHC} até 1:1)
FrAc, (1 — 39)

FrAc,, (5-8) FrAcs, (9-10)
339,5 mg 117,8 mg

Col. Si-60 (230-400 mesh): Col. Si-60 (230-400 mesh):
'CH2C|2/ MeOH 'CH2C|2/ MeOH
(98:2 até 95:5) (100:3 até 100:10)
FrAc; (1-20) FrAcs (1-70)
Col. Sephadex LH-20
(FrAce, 8-9)
19,8 mg
(FrAc; 18) FrAcs, (19) '
239,1 mg 16,0 mg CLAE (C. anexo A)
Col: Si-60 (230-400 mesh): l CLAE (C. Anexo A)
-CH,Cl, /MeOH AcF-1919
(97:3 até 1:1) AcF-1919 2,4 mg
FrAc, (1-120) 9,6 mg

(FrAc,, 15-70)
181,7 mg
Col. Sephadex LH-20
Col. Si-60 (230-400 mesh):
-Hex&no/AcOEt/MgCO (5:5:0,5)

FrAcs (1-120)
CLAE (Cromatogramas em anexo A)

l l l

AcF-1416 AcF-189X AcF-189
26,5 mg 15,3 mg 16,9 mg

l—AcetiIagéo: AcO-Piridina

AcF-189A
18,0 mg

Esquema 3. Obtencdo de misturas complexas de acetogeninas da fracdo metandlico dos frutos
fresco de A.cacans
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5.2 Obtencao, particdo e fracionamento dos extratos da madeira de cacans Warming,
isolamento e purificacdo de substancias

A madeira seca e pulverizada (serragem, 4,1 Kgkudibimetida a extracdo exaustiva a
temperatura ambiente com cerca de 20 L hexanoverdel foi evaporado sob presséao reduzida
em rotavapor, obtendo-se uma fase solivel em hexgum apds concentracdo do solvente
forneceu 20,9 g de extrato hexanico (EHMA€01), e um residuo (R(Esquema 4, p.24).

O residuo (R foi suspenso em etanol 95% (cérca de 15 L) exieidrexaustivamente. A
solugéo extrativa foi concentrada sob presséo m@a@uem rotavapor, obtendo-se de extrato
etanolico 37,93 g (EEMA¢F02).

Apos testes de atividade bioldgica os extratosriesd 20,0 g) e etandlico (30,0 g) foram
submetidos a cromatografia em coluna sobre gelila®a $0 (70-230 e 230-400 mesh) com
gradiente de solventes. As fragOes foram reurcdas base na observagao da igualdade de Rf,
sobre CCD.

Os grupos de subfracGes foram submetidos a czstéies sucessivas, recromatografia
em coluna sobre gel de silica, Sephadex LH-20 @&wqu4, p. 24 e 5, p.25) e CLAE
semipreparativa (Cromatograma 6, em anexo ).

Os procedimentos para fracionamento cromatografe® subfracdes analisadas estéo
representados atraves de esquemas. As fracOesabalhadas foram armazenadas em geladeira
para analise posterior.
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Madeira, 4,1 Kg
(serragem)

Extracdo exaustiva com hexano
Destilagcdo do solvente

Extr. hexanicd-01

— (oo )
-Ativ. biolégica Residuo (h)

Col. Si-60 (70-230 mesh): -Extragcdo com etanol 95%
-Hexano-CHClI, -Dest. solvente
(98:2 até 100% Cil,)
F1 (1-23) l
| | [ Extr. etan6licd=02 } Torta
F1(1-2) (EEMACc,, 37,93 g)
7,45 g F1(22-23)
1,149

-Rec. Sucessivas -Recristalizacao

com MeOH-Hex com MeOH Col. Si-60 (230-400 mesh):
-(Hex.- CHCIl,-MeCQOH)
AcF-267 (10:10:0,5 até 10:10:2)
Graxa AcF-01 (625,3 mg) f1 (1-30)
3,939 12¢9 -Positivo Dragdorff e Kedde

(Misturas de acetogeninas + alcal6ides)

- f1(23-25)
‘ f1(6-15) 572,1 m g J f1(16-18) f1(19-22) 155,0 mg
50,0 mg 95,2 mg
-CLAE (C. anexo A)
-LH-20 CH:CN / H,O
~Col.Si-60 (230-400 mesh) (40:60)

Hex./ CHCI, (1:1)

2 (1-67) l l

AcF-2325-P3 AcF-2325-P5
(8,0 mg) (6,0 mg)
f2 (22-45) 6,8 mg f2 (61-66) 13,9
mqg
CCDP Col. Si-60 (230-400 mesh)
-Hex./ CHCl,/ MeOH | -CHCl,
(1:1:gtas)
4
AcF-2223
AcF-2245A (13,9 mg, mistura de ACGs)
AcF-2245B
(3,2 mg)

Esquema 4.Preparacdo dos extratos brutos e fracionamento cromatografico da madkira de
cacans
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Ext. etandlico
(EEMACc,, 30,0 g)

FAtiv. biolégica
-Particdo (CHG/ H,O (1:1)

Fase aquo:

i

-Liofilizacéo

;

FO5 (11,9 g)

Interfase Fase CHG
F04 (congelad:
-Dest. solvente
I
Ext. CHC}
F03(13,0 g)
Ativ. biolégica
Col. Si-60 (230-400 mesh):
-CH.Cl,-MeOH (99:1 até 100% MeOH)
| | E3(1-17)
_F3(1-4) F3 (5-8) F3 (9-10)
Oleo (3.8 @ (12g (1,869

l-CG-EM

l—RecristaIizagc”)es

Col. Si-60 (70-230 mesh):  F3 (14)
-CH,Cl,/ MeOH (284
(99:1 até 1:1) -

-Sucessivas

Col. Si-60

(230-400 mesh)
CH,Cl,/ MeOH (4: 6)
Col. Sephadex - LH-20

AcF-0214
(250,0 mg)

AcF-212 AcF-01 3 (1-52)
(407,9 mg) (0,500 mg)
[ I ]
3(1-8) 3 (12-17) L f3 (23-40)
(92,3 mg) (850,0 mg) (90,0 mg
Crist. Col. Si-60
MeOH/ 3 (9-11) (230-400 mesp) F3 (18-22)
hexano (59,0 mg) Gel, / MeOH (280,0 mg)
(6:4)
Col. Si-60 (1-40) CCDP
AcF-09A (230-400 mesh): -CHCl,- MeOH-Hex-
AcF-09B -CH,Cl, / MeOH (1:0,5:1)
(50,0 mg, mistura) (8:2) j
(1-20) f3” (2-9)
(80,0 mg)
3’ (5-8) AcF-1822
(28,0 mg (1,1 mg)

AcF-2911
(10,0 mg)

Col. Si-60 (70-230 mesh)

AcF-0291
(5,3 mg)

lSephadex - LH-20

AcF-214
(20,0 mg)

-Acetilacédo

AcF-214A
(25,0 mg)

Esquema 5Particdo do extrato etandlico e fracionamento do extrato em cloroformio da madeira

de A. cacans.
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5.3 Obtencéo, particdo e fracionamento dos extratos das folhas ée cacans Warming,
isolamento e purificacdo de substancias

As folhas secas (3,75 Kg) foram moidas em moinho de bolas e os extratos obtidos por
maceracao a frio, até completa exaustdo. Primeiro em hexano, 20 litros, e depois em 15 litros de
etanol (95%). As solucdes extraidas foram concentradas em rotavapor sob pressdo reduzida.
Obtiveram-se o extrato em hexano (EHEA®2,5 g) e em etanol (EEFACL72,0 g) que foram
submetidos aos testes de atividades biologicas.

Do extrato etandlico foram tomadas 16,89 gramas, destas obtiveram-se trés fragcdes, uma
soltvel em cloroformio (ECFAc), uma em metanol (EMFAc) e um precipitado em acetona.

As fragBes em cloroférmio e metanol foram parcialmente cromatografadas (Esquema 6).
Os extratos e fracdes nao trabalhados foram guardados em geladeira para estudo posterior.

[ Folhas (3,75 Kg)]

-Extracao:

1- Hexano,

2- Etanol, 95%
3- Dest. solvente

I
[ EHFAC (42,5 g) ] [ EEFAc (172,0 g)]

-Ativ. biol6gica

[ EEFACc (16,89 g)]

-Extracao:
1- CHCk
2- Acetona
3- MeOH
I |
Sol. CHC} Sol. MeOH Acetona
(1,85 9) (6,63 g) (3,339
Col. Si-60 (230-400 mesh): CCDP
-CHCIl;-AcOEt-MeOH -CHCIl;-AcOEt-MeOH
(1:1:10 gtas.) (9,5:9,5:1,0)
f1 (1-14)
AcF-1822b
f1 (7)-AcF-267 AcF-1822¢
(21,5 mg) (1,5 mg)

Esquema 6-Fracionamento do extrato em cloroférmio das folhas de A. cacans
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacdo das substancias, 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeido (A2B11A),
p-hidroxi-benzoato de etila (AcF-2911B) &-p-hidroxicinamato de bornila (AcF-2911C)

Me Me
~10

OMe
AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Os derivados benzilicos e cinamico codificados dd#-2911A foram separados e
identificados em uma mistura contendo mais de @imponentes conforme cromatograma de
ions totais resultados da andlise por CG/EM (Fidurg. 28). (ldentificaram-se apenas as
substancias majoritarias com tempos de retenc¢db; 62,06 e 5,29 minutos e area integrada de
35,84 % (AcF-2911A), 40,79% (AcF-2911B) e 7,02%¢EA2911C) respectivamente.

A identificacdo das substancias: AcF-2911A, AcFIB®& AcF-2911C (Tabelas 1, p. 29,
2, p. 30 e 3, p. 31), foi obtida através da an@laespectros de RMIM (Figura 10, p. 32) &C
(Figura 11, p. 33) que mostrou multiplos sinais regido de substancias aromaticas com
intensidades diferentes.

Para a substancia AcF-2911A (Tabela 1, p. 29) favhservados dois hidrogénios com
valores de deslocamentos quimicos &mn7,16 (H-2 e H-6) e um hidrogénio edy 9,82
(aldeidico), além de um intenso sinal 3,98 (s), correspondente a duas metoxilas ligadas
carbonos C-3 e C-5. No espectro de RME (Figura 11, p. 33) é visto um sinal referente a
presenca de carbonila aldeidica &r90,81 (C-7) que de acordo com os dados de aga@ino
espectro HMQC (Figura 12, p. 34) estar a uma ligagdn o hidrogénio e 9,82.

O espectro de massas correspondente a AcF-291garéFL3, p. 35; Esquema 7, p. 35),
apresentou sinais em/z182 (M"), 181 (M"-1) 153, 167 e 139, consistentes com o padrédo de
fragmentacao para a substancia 3,5-dimetoxi-4-kidemzaldeido.

O grupop-hidroxicinamoila da substancia AcF-2911B, foi céeazado pela presenca de
sinais de hidrogénios aromaticos do tipo AA'BB'&m7,44 (2H, dJ = 8,4; H-2' e H-6") e em
oy 6,84 (2H, dJ = 8,4; H-3' e H-5’) e dois sinais de hidrogéntmmns-olefinicos endy 7,61 [d,
J=16,1; H-7"] edy 6,33 [d, J = 16,1, H-8’], conforme pode ser obados no espectro de RMN
'H (Figura 10, p. 32).

A presenca de um sinal edny 5,01 (ddd,J = 9,9; 3,3; 2,0, H-2) a uma ligacdo com o
carbono endc 79,85 (C-2), revelada no espectro HMQC (Figurgpl34) estar compativel com
a presenca de éster cuja carbonila € observadaceh67,76 (C-9’). O grupo alifatico da
molécula foi caracterizado através da observacgueakenca de trés metilas & 0,88 (C-8),
0,94 (C-9) e 0,90 (C-10), carbonos metilénicos &mm®s nos espectros de RMRC (Figura 11,

p. 33). Os espectros de correlacdo COSY (Figur®.136), NOESY (Figura 15, p. 37), HMBC
(Figura 16, p. 38) e espectro de massas (Figurg.139; Esquema 8, p. 39) também foram
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utilizados na identificagcdo das unidades cinamoil e bornil. Apos andlises destes dados e
comparacdo com a literatura (SUIRE, 1982) pode-se propor que AcF-2911B trata-se da
substéancia p-hidroxicinamato de bornila (Biondinina C) substancia majoritaria na mistura.

A proposta estrutural para a substancia AcF-2911C (Tabela 2, p. 30) foi estabelecida
através da andlise dos espectros de RMNFigura 10, p. 32) &é°C (Figura 11, p. 33). No
epectro de RMNH pode-se observar os sinais 817,95 (d,J = 8,4; H-2 e 6), 6,85 (d,= 8,4;

H-3 e 5). Os deslocamentos quimicos no espectro de BEIN&Eo foram todos observados
devido a complexidade dos espectros e a sobreposicdo de sinais, contudo 0 espectro de massa:
(Figura 18, p.40; Esquema 9, p. 40) corroborou com a proposta de que AcF-2911C, trata-se da
substéancia p-hidroxibenzoato de etila.

Tempo de retencéo (min)
Figura 9. Cromatograma de ions totais obtidos por CG/EM para a mistura AcF-2911.
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Tabela 1.Dados de RMNH (400 MHz) e RMN®C (100 MHz) da AcF-2911A obtidos através
de experiéncias em 1D e 2D, em CRp@s deslocamentos quimic@g € o) estdo em ppm e as

constantes de acoplamendp ém Hz.

HMQC HMBC
dc OH JcH *JcH
C
1 128,37 - H-7
3 147,33 - H-2
4 140,82 - H-2, H-6
5 147,33 - H-6
CH
2 106,71 7.16 (3) H-7
6 106,71 7.16 (s) H-7
7 190,81 9,82 (s) H-2, H-6
CHs;
MeO-3 56,47 3,98 (s) MeO-3
MeO-5 56,47 3,98 (s) MeO-5
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Tabela 2.Dados de RMNH (400 MHz) e RMN"C (100 MHz) da AcF-2911B obtidos através
de experiéncias em 1D e 2D, em CR@s deslocamentos quimicdg € 04) estdo em ppm e a

constantes de acoplamen@) ém Hz.

HMQC HMBC

C Oc OH

4 157,59 - H-2',H-6’

9 167,76 H-7’
CH

2 79,85 5,01 (ddd, 9,9, 3.3, 2,0) 3H-8

4 44,94 1.70 3H-9; 3H-10
2’6 129,89 7,44 (d, 8,4) H-7’
3,5 115,81 6,84 (d, 8,4)

7 143,87 7,61 (d, 16,1) H-2',H-6'

8 116,25 6,33 (d, 16,1)
CH2

3 36,86 2,40

1,05

5 28,06

6 27,22 3H-8
CHs

8 13,54 0,88 (s)

9 18,87 0,94 (s) 3H-10
10 19,72 0,90 (s) 3H-9
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Tabela 3.Dados de RMNH (400 MHz) e RMN"C (100 MHz) da AcF-2911C obtidos através

de experiéncias em 1D e 2D, em CR@s deslocamentos quimicdg € o) estdo em ppm e as
constantes de acoplamen@) ém Hz.

C OH

1 -

4

7
CH
2,6 131,86 7,95 (d, 8,4)
3,5 115,09 6,85 (d, 8,4)
CH-2

8 60,67 4,34 (q,7,3)
CHs

9 28,06 1,38 (t, 7,3)
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AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 10. Espectro de RMRH (400 MHz) da mistura AcF-2911, em CRCI
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AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 11. Espectro de RMIKC (100 MHz) da mistura AcF-2911, em CRCI

33



AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 12. Mapa de correlacées HMQC da mistura AcF-2911, em £DCI
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L

Figura 13. Espectro de massas de ions fragmentarios obtidos por CG/EM de AcF-2911A.

ove OMe OMe
CatiOs m/z 181(56%) m/z153 (6%)
m/z 182 (100%)
m/z 167 (12%) m/z 139 (9%)

Esquema 7. Propostanecanistica de fragmentacao para justificar os principais sinais observados
para a substancia AcF-2911A.
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AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 14. Mapa de correlagbes COSY da mistura AcF-2911, em{LDCI

36



AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 15. Mapa de correlagcbes NOESY da mistura AcF-2911, em{LDClI
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AcF-2911A AcF-2911B AcF-2911C

Figura 16. Mapa de correlacées HMBC da mistura AcF-2911, em £DCI
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Figura 17. Espectro de massas de ions fragmentarios obtidos por CG/EM AcF-2911B.

m/z164 (5%)

g - HO' l OH CO
0]
C19H24O3 m/z300 (10%)

—> O o7 nﬂzl47(10096) m/z119 (9%)

TNTE
L, a
m/z136 (5%) l

m/z136 (6%)

OH

+

N

miz43 (5%)

Esquema 8. Proposta mecanistiba fragmentacdo para justificar os principais sinais observados
no espectro de massas para AcF-2911B.
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Figura 18. Espectro de massas de ions fragmentarios obtidos por CG/EM de AcF-2911C.

H S .
N () +
O CH27 7\) ‘ T
OH

)
O COOH'

HO
HO 0 \*/
CoH1eOs m/z138 (28 A)

iz 166 (22%) Eto

(e

m/z 121(100%) m/z93 (17%)
Esquema 9. Propostenecanistica de fragmentacao para justificar os principais sinais observados
no espectro de massas para AcF-2911C.

6.2 Caracterizagéo estrutural dos esteroides livref;sitosterol (AcF-267A) e estigmasterol
(AcF-267B)

A amostra denominada AcF-267 apés andlise dos dados espectrais dEHRMRC e
também por comparagdo com dados descritos na literatura (MOREIRA, 2001; KGaillsllA
1990, apud BORGES, 2006) (Tabela 4, p. 41) permitiu identificar a presenca de dois
fitoesterdides livres, o @-B-D-sitosterol (AcF-267A) e o estigmasterol (AcF-267B).

O espectro de RMRH (Figuras 19, p. 42 e 20 p. 43) da mistura apresentios\ginais
entredy 0,68 e 2,32 que podem ser atribuidos aos gruposigostéd metilénicos, um multipleto
emdy 3,52 referente aos hidrogénios carbinélicos (H-3), dajsos dupletos erdy 5,15 e 5,0
condizntes com os hidrogénios olefinicos do estigmasterol (H-22 e Bi&38;e 15,2 Hz), e um
multipleto emdy 5,35 compativel com o hidrogénio olefinico (H-6) ggrtes em ambas as
substancias. Estes sinais sdo caracteristicos para estes fitoesteréides comumente encontrados el
plantas.
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No espectro de RMRC (Figura 21, p43) observa-se a presenca de sinais caracteristicos
para estes esterbides. O sial40,74 e 121,69 (C-5 e C-6) sdo comuns aos doideks. Ja
0s sinais emdc 138,3 e 129,26 correspondem aos carbonos olefificea2 e C-23) do
estigmasterol. O deslocamento quimico observad@«ni,8 (H-3) condiz com hidroxila em
posicao betaf) comum as duas substancias (KOJlgtAal, 1990 apud BORGES, 2006).

Tabela 4: Dados de RMN d&C (3 em ppm), em CDGlpara os fitoesteréided-sitosterol e
estigmasterol comparados com a literatura (MOREIRA, 2001; KOJMA, 1990,
apud BORGES, 2006).

28

29

6
AcF-267A

6
AcF-267B

Oc B-sitosterol (AcF-267A)

Oc estigmasterol (AcF-267B)

Oc Literatura

Oc Experimental

Oc Literatura

Oc Experimental

C oc oc oc oc
5 140,7 140,7 140,7 140,7
10 36,6 36,5 36,6 36,1
13 42,3 42,3 42,2 42,3
CH

3 71,8 71,8 71,8 71,8
6 121,7 121,7 121,7 121,7
8 31,9 31,6 31,9 31,6
9 50,1 50,1 50,1 51,2
14 56,6 56,7 56,6 56,8
17 56,0 56,0 55,9 55,9
20 36,1 36,1 40,5 40,5
22 - - 138,3 138,3
23 - - 129,2 129,3
24 455 45,8 51,2 51,2
25 29,1 29,1 31,9 31,9
CH,

1 37,1 37,2 37,2 37,2
2 31,6 31,6 31,6 31,6
4 42,3 42,3 42,3 42,2
7 31,9 31,9 31,9 31,9
11 21,1 211 21,1 21,2

Continua na pagina seguinte

41



Continuacao tabela 4.

12 39,9 39,8 39,7 40,5
15 24,3 24,3 24,4 24,3
16 28,8 28,2 28,9 28,9
22 33,9 33,9 - -
23 26,6 26,1 - -
28 23,0 23,0 25,4 25,4
CH;

18 11,9 11,9 12,0 12,0
19 19,4 19,4 19,4 18,9
21 18,8 18,8 21,2 21,2
26 19,9 19,8 21,1 21,1
27 19,0 19,0 19,0 19,4
29 12,0 12,0 12,3 12,2

Figura 19. Espectro de RMNH (400 MHz) da mistura de esteréides AcF-267 em GDCI
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Figura 20. Expansé&o despectro de RMNH (400 MHz) da mistura de esterdides AcF-267 na
regao dedy 3,3 a 5,4, em CDglI

Figura 21. Espectro de RMRC (100 MHz) da mistura de esteréides AcF-267, em GDCI
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6.3 Caracterizacao estrutural dos esterodides: @-B-D-glicopiranosil-f3-sitosterol (AcF-09A)
e 3-O-B-D-glicopiranosilestigmasterol (AcF-09B

Os espectros de RMM e **C da mistura AcF-09 quando comparados com aqueles da
mistura dos esterodides livres AcF-267A e AcF-267B e comparacdo com dados da literatura
(KOJIMA et al., 1990; SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000) permitiu assegurar que a mistura
esta constituida das substancias©O-B-D-glicopiranosilsitosterol (AcF-09A) e G-B-D-

glicopiranosilestigmasterol (AcF-09B) (Tabela 5, p. 44).
A natureza glicosidica destas substancias foi indicada pelo numero de sinais

oximetilénicos e oximetinicos observados nos espectros de BMIFigura 22, p.45) °C
(Figura 23, p. 45) e mapa de correlagao heteronuclear (HMQC) (Figuras 24 e 25, p. 46).
Observou-se nos espectros de REHNsinais de deslocamentos quimicos editr®,65 e
1,0 correspondentes a grupos metilicos e e®iré,2 a 2,4 a grupos metilénicos, dois duplos
dupletos emdy 5,0 (H-23) e 5,1 (H-22) cond 15,2 e 8,4 Hz, um multipleto em 5,35 (H-6)
referente aos hidrogénios olefinicos que sdo compativeis com a parte esteroidal da aglicona.
Além destes sinais sdo observadas absor¢cdesd®n®d5-4,4 de hidrogénios carbindlicos que
caracterizam a presenca de acucar na molécula e também um dupltat@n 0 = 7,8 Hz)
relativo ao hidrogénio anomeérico H-1'da unidade glicosidica.
Nos espectros RMN®C além dos sinais que caracterizam a aglicona séenaos
sinais emd¢ 101,8 relativo ao carbono anomerico (C-1’) e osisiemdc 70,9 (C-2), 77,2 (C-
3), 74,3 (C-4), 76,7 (C-5") e 62,3 (C-6’) que confirmam a presenca de carbonos carbindlicos
para as unidades glicosidicas conforme dados descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Dados de RMN d#i e **C (5 em ppm), MeOD/CDGlda parte glicosidica da mistura
AcF-09A e AcF-09B.

5/HO
3-O-B-D-glicopiranosilB-sitosterol (AcF-09A) e &-B-D-glicopiranosilestigmasterghcF-09B).
C oc H On
3 79,6 3 3,5-3,6 (M)
1’ 102,8 1’ 4,37 (d,J 7,8 Hz)
2’ 70,9 2’ 3,36 (M)
3 77,2 3 3,37 (m)
4 74,3 4 3,17 (m)
5 76,7 5 3,26 (m)
6’ 62,3 6'a 3,70 (ddJ 2,9, 11,9 Hz)
6'b 3,83 (ddJ 5,1, 11,8 Hz)




Figura 22. Espectro de RMN: (400 MHz) da mistura de esteréides glicosilados-B8R e
AcF-09A em MeOD/CDGL

Figura 23. Espectro de RMNC (100 MHz) da mistura de esteréides glicosiladoB-09A e
AcF-09B, em MeOD/CDC4.
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Figura 24. Mapa de correlagido HMQC da mistura AcF-09A e AcF-09B, enMeOD/CDCE.

Figura 25. Expansdo do mapa de correlagio HMQC da mistura de AcF-09A e AcF-09B, em
MeOD/CDCE.

46



6.4 Caracterizacao estrutural dos alcaldides oxoaporfinicos, Liriodenina (AcF-1822a),
Oxolaurelina (AcF-1822b) e lanuginosina (AcF-1822c¢)

A natureza alcaloidica da mistura codificada de AcF-1822 ficou evidenciada através da
reatividade com reagente de Dragendoff apresentando uma colacdo laranja e através de dados
espectrais que permitiram caracterizar essa mistura como de alcaldides do subgrupo
oxaporfinicos, que possuem esqueleto totalmente aromatico com a presenca de grupo carbonilico
em C-7 (CAVE et g11987; apud SILVAet al, 2007)

Na Tabela 6 pagina 48, estdo registrados os dados espectrais da mistura em andlise
comparados com a literatura (SIQUEIRAal 2001; ORTIZet al, 2007; SILVAet al, 2007).

Os espectros de RMMH (Figuras 26, p. 49 e 27, p. 50) exibem sinaisideogénios aromaticos

na regiao entréy 7,0 e 9,0. Os pares de sinais com deslocamenioscgs emdy 8,89 e 7,77

para o constituinte AcF-1822a e &n 8,88 e 7,76 para o constituinte AcF-1822b e/ou AcF-
1822c, com constantes de acoplamento igual a 5,1 Hz, estdo compativeis com hidoogéhios

ao anel piridinico (anel B) (SIQUEIR&t al, 2001) atribuidos a H-5 e H-4 respectivamente. Os
mesmos espectros apresentam dois simpletads;éhi9 para H-3 de AcF-1822a e 7,14 para H-3

de AcF-1822b e/ou AcF-1822c completando assim o padrdo de substituicdo para os anéis A e B
caracteristicos para alcaléides com esqueleto oxaporfinico (URZUA, 1976). Observam-se
também, dois sinais emy 6,38 e 6,22 de hidrogénios metilenodioxidos atdbsi aos
constituintes da mistura, e um sinal n3,99 de grupo metoxila ligado ao carbono C-10 e/ou
C-9.

De acordo com os dados registrados na literatura (URZUA, 1976) os hidrogénios do anel
D para o constituinte AcF-1822b (oxolaurelina) com grupo metoxila em C-10 apresenta 0s
valores de deslocamentos quimicos (em GPp@# H-8 em campo mais baixo que H-11 (devido
o efeito de desprotecdo da carbonila em C-7 e auséncia do efeito de protecdo do grupo metilico
da metdxila em C-9) , enquanto que AcF-1822c (lanuginosina) estes valores estdo invertidos
(devido o efeito de desprotecdo causado pelo anel bifenila e auséncia do efeito de protecao
causado pelo grupo metilico da metoxila em C-10) o que leva a proposi¢cao da presenca de uma
ou das duas substancias na mistura. Para diferencia-las seria necessario comparar os pontos d
fusdo das substancias puras (oxolarelina pf. 268 °C; lanuginosina pf. 302-303°C ou 317-319°C) e
avaliacdo de dados espectrais mais completos, o que néo foi possivel devido a pouca quantidade
da mistura (3,0 mg) e o grau de dificuldade para purificar.

‘ﬁm, dJ=5Hz 71@ (7,80 dJ=6Hz
{s 889.dJ=5H o NP 8,89,dJ =6 H
B ~_/ 2 ~_

d,J=2Hzl o
8 _ , 8 8,03,dJ=3Hz
CH30 ; 8,58,d,J=9Hz
7,11 dd OCH
Oxolaurelinna (1822b) Lanuginosina (AcF-1822c)
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A anélise espectral de RMNC (Figura 28, p. 50) revelou a presenca de sinais de
carbonila emdc 182,47 (C-7), para os constituintes da misturanal sle carbonos metoxilados
emoc 159,77 (C-10 e/ou C-9).

O espectro de massas (EM-IE) (Figura 29, p. 51; Esquema 10, p. 51) mostra os principais
ions fragmentarios da mistura.

Com base na analise destes dados pode-se propor que a mistura AcF-1822 esta constituida
dos alcaloides: 1,2-metilenodioxido-7-oxaporfina (liriodenina, AcF-1822a) e 10-metodxi-1,2-
metilenodiéxido-7-oxaporfina, oxolaurelina, (AcF-1822b) ou 9-metdxi-1,2- metilenodioxido-7-
oxaporfina, lanuginosina AcF-1822c, ja descritos na literatura (URZUA, 1976).

Tabela 6. Dados espectrais de RMN(400 MHz) e**C (100 MHz) de AcF-1822, em CDLI
Deslocamentos quimicos ed) ppm e constante de aclopameroem Hz.
3

3 4 3 4

OCHgz
AcF-1822a AcF-1822b AcF-1822c
Liriodenina (AcF-1822a) Oxolaurelina (AcF-1822hb) Liriodenina *
e lanuginosina (Ortiz et al, 2007)
(AcF-1822c¢)
Oc Oy Oc Oy Oc Oy
C - -
1 147,93 147,9
2 151,74 - - 151,7
3a 135,73 - - 135,7
3b 144,89 - - 123,2
6a 145,45 - - 145,2
7 182,47 - - 182,3
7a 132,90 - - 131,2
1la 135,78 - - 132,8
11b 131,32 - - 130,2
CH
3 103,26 7,19 (s) 103,,26 7,14 (s) 103,2 7,15 (s)
4 124,24 7,77 (d, 5,1) 124,27 7,76 (d, 5,1) 1242 7,74 (d; 5,0)
5 144,95 8,89 (d, 5,1) 144,89 8,88 (d, 5,1) 144,8 8,88 (d; 5,0)
8 128,84 8,65 (dI, 8,0) 124,27 8,55 (d, 8,8) 128,8 8,56 (dd; 7,8, 0,7)
9 128,59 7,58 (dt, 8,0;1,5) 123,27 7,30 (dd, 2,9, 8,8) 128,5 7,55 (7,7, 7,4)
10 133,91 7,75 (dt, 8,0; 1,5) 159,76 - 133,9 7,71 (dt; 8,2, 1,2)
11 127,36 8,58 (dd, 8,0; 1,5) 122,57 8,02 (d, 2,9) 127,3 8,59 (d; 8,1)
CH,
OCHO 102,44 6,38 (s) 102,29 6,35 (s) 102,4 6,36 (s)
CH,
MeO 55,78 3,99 (s)
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Liriodenina Oxolaurelina Lanuginosina
(AcF-1822a) (AcF-1822b) (AcF-1822c)

Figura 26. Espectro de RMRH (400 MHz) da mistura AcF-1822, obtido em CRCI
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Figura 27. Expanséo do espectro de RMN(400 MHz) da mistura AcF-1822 na regido de
oy 6,3-9,2, em CDGI

Figura 28. Espectro de RMKC (100 MHz) da mistura AcF-1822, em CRCI
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Figura 29. Espectro de massas (EM-IE) da mistura AcF-1822.

m/z275

Esquema 10. Propostanecanistica de fragmentacdo para justificar os principais sinais
observados no espectro de massas da mistura AcF-1822.
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6.5 Caracterizacéo estrutural dos alcaldides oxoaporfinicos, lisicamina (AcF-2245) e
O-metilmoscatolina (AcF-2245a)

9 9
Lisicamina (AcF-2245) O-metilcatolina (AcF-2245a)

A reacdo positiva para alcaléides e comparacdo com dados da literatura (@RifIZ
2007; SILVAet al, 2007) ndo deixou duvidas quanto a natureza alcaloidica das substancias.

Os valores de deslocamentos quimicos registrados nos espectros deHRINACF-

2245 (Figura 30, p. 53) quando comparados com os da liriodenina (AcF-1822a, Tabela 6, p. 48),
apresenta semelhancas estruturais, porém observa-se a auséncia do sinal relativo aos hidrogénio
metilenodiéxido e a presenca dos sinaisdgm,03 e 4,12 compativeis com grupos metoxilas nas
posicdes C-1 e C-2 [as interacBes espaciais (NOE) observadas nos espectros‘dmHzD,
NOESY (Figura 31 e 32, p. 55) confirmam esta proposta]. Os sinais &nifé-9,21 de
hidrogénios aromaticos esta condizente com anel D ndo substituido.

O espectro de massas de AcF-2245 (Figura 33, p. 56) indica o ion molecuahéz 294
como pico base, além de apresentdz impar que € compativel com a férmula molecular
C18H13NO3, que apresenta numero impar de nitrogénio (Esqaéna 56).

Devido a pouca quantidade do material em analise néo foi possivel realizar espectro de
RMN **C, contudo os dados analisados, e comparacdo cdieratura (ORTIZet al, 2007)
permitiu propor que a substancia AcF-2245 tem a estrutura da lisicamina (1,2-dimetoxi-7-
oxaporfina) substancia ja reportada no génAroona e em outros géneros da familia
Annonaceae.

O espectro de RMNH (Figura 34, p. 57) (Tabela 7, p. 54) do composwificado de
AcF-2245a mostrou semelhancas estruturais com os alcal6ides j& descritos anteriormente (AcF-
1822a e AcF-2245), porém observa-se a presenca de trés sinais de metoxilas com deslocamentos
guimicos em 94,08, 4,11 e 4,20, ao invés de duas, quando codpaoan AcF-2245.

No espectro de RMRFC (Figura 35, p. 57) além de outros sinais, foi fet®bservar os
sinais de carbonila (C-7) ebag 182,61 e trés grupos metoxila emtd,98, 61,45 e 61,78, embora
a amostra tenha como contaminante a presenca de ftalato e material graxo. A revisao desses
dados permitiu identificar que a oxaporfina AcF-2245aCeraetilmoscatolina (1,2,3-trimetoxi-
aporfina).
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Figura 30. Espectro de RMRH (400 MHz) de AcF-2245, oloto em CDCH.
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Figura 31. Mapa de correlagcdes NOESY (400 MHz) da AcF-2245, em £DCI

Figura 32. Expansao do mapa de correlagbes NOESY (400 MHz) de AcF-2245 na re@giao de
4,0 a9,3, en CDCk.
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Figura 33. Espectro de massas da AcF-2245 obtido por CG/EM.

m/z291 ® m/z 276 m/z248

MeO ot
CH,O ‘ ]
A N

m/z261

Esquema 11. Proposta mecanistica de fragmentacao para justificar a estrutura da AcF-2245.
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Figura 34. Espectro de RMRH (400 MHz) de AcF-2245abtido en CDCk.

Figura 35. Espectro de RMNC (100 MHz) de AcF-2245abtido en CDC.
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6.6 Biossintese de diterpenos cauranoides

A biossintese dos produtos naturais, tem origem em um namero limitado de precursores.
O &cido acético na forma de seu tioester, a acetil coenzima A (acetil-CoA), é o precursor de uma
infinidade de substancias conhecidas como metabdlitos secundarios. Ele é produzido nas células
a partir do acido piravico ou de acidos graxos, ou ainda pode ser formado do acetato e coenzima
A, tendo como catalisador o trifosfato de adenosina (ATP).

O acido mevalbnico (MVA), produzido a partir do acetil-CoA através de reacles
enzimaticas, produz o pirofosfato de 3,3’-dimetilalila (DMAPP) e seu isomero o pirofosfato de
3-isopentenila (IPP), intermediarios na biossintese dos terpendides (DEWICK, 1997).

Os terpendides sdo constituidos de unidades isoprénig)ase{€ juncao do tipo cabeca-
cauda e/ou cauda-cauda, regra do isopréno ou de Ruzick. De acordo com o niumero de unidades
iIsoprénicas existentes nas suas estruturas, sdo denominados: monoterggrses@diterpenos
(Cy15), diterpenos (&), etc.

Sabe-se que os terpendides ndo sao biossintetisados a partir do isopreno, e sim do acetil-
CoA; e que o isopreno (2-metil-1,3-butadieno) nunca foi isolado como produto natural. Contudo
a identificacdo de unidades isoprénicas nos terpendides constitui um grande auxilio na elucidagéo
de suas estruturas (SOLOMONS, 2006).

A molécula do acido acético, apOs ser ativada através do grupo tiol da coenzima A (HS-
CoA), segue nos passos biossintéticos para a formacgéo do pirofosfato de 3-isopentenila (IPP) e do
pirofosfato de 3,3-dimetilalila (DMAPP). A condensac¢do do IPP com o DMAPP, leva a
formacédo do pirofosfato de geranila (GPP), este se condensa com uma molécula de IPP para
formar uma unidade o pirofosfato de farnesila (FPP) ou o 2-trans-6-trans-farnesdlabas
as etapas sao catalisadas pela mesma enzima, a dimetilalil-trasferase, ou o pirofosfato de farnesila
sintetase ou, ainda, a preniltrasferase. Uma outra condensagcdo com mais uma unidade IPP via
cation alila do FPP, leva a formacéo do pirofosfato de geranilgeranil (GGPP) o precursor dos
diterpenos cauranicos e outros terpendides (Esquema 12, p. 59).

A formacdo da sérient e da série normal dos diterpenos caurandicos depende do
caminho biossintético seguido pelo precursor GGPP.

A protonacédo do GGPP leva a uma sequéncia de ciclizacdes enzimaticas concertadas que
termina com a perda de um préton de uma metila, com formagéo do pirofosfato de copalila
(copalil PP) ou pirofosfato de labdadienila (labdadienila PP). A estereoquimica destas
substancias depende da conformacgdo do substrato (GGPP) na superficie da enzima, podenda
ocorrer formacéo do copalil-PP, e este através de uma série de ciclizacdes e rearranjos leva a
formacdo dos caurandides da ségigt (caminhoa), no enquanto se houver formacdo do
pirofosfato de labdandienila (labdadienila PP) este tem as configuracdes opostas dos centros
quirais e ddo origem aos caurandéides normais (carbntigsquema 13, p. 60)

58



(0] 0] °
reacao de H condensagéo Hy OH ‘
SCoA Clalsen H SCoA alddlica HO, .
) i SCoA + HSCo
acetoacetil-CoA
/\H C*
SCoA

O HMG-CoA
g h/ |
N HMG-CoA NADPH
2 x acetil-CoA Hy SCoA redutase
6
OH reducdo do
HG ) Ha OH oH OH tioéster
HO, 3 NADPH 1o, > o ©  aaldeido
5 3y ToH < No < HOL!
acido mevaldnico acido mevaldico
(MVA) acido mevalonlco
tiohemiacetal
2xATP o
I 5
HO— ﬁ O—ADP ATP Hk®>
-C isomerase
0 OH /) OH O, ~ e opp PEIES TN oPP
X ‘ ~ Hr  “Hs pirofosfato de
OPP pirofosfato de 3.3 lelvlnfg? lila
3-isopentenila ( )
o (IPP)
adicéo carbocatio
)\/\ eletrofilica terciério
N e o
N OPP > K& A
catio alila HR

pirofosfato de
geranila (GPP)

pirofosfato de

farnesila (FPP)
(9 s

pirofosfato de
geranilgeranil
(GGPP)

Esquema 12. Formacéo do pirofosfato de 3-isopentenila (IPP), pirofosfato de 3,3’-dimetilalila

(DMAPP), pirofosfato de farnesila (FPP) e pirofosfato de geranilgeranil (GGPP), a partir da
acetil-CoA, via acido mevalbnico (DEWICK, 1997).
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Esquema 13. Biossintese do aciémtcaurendico a partir do pirofosfato de geranilgeranil
(GGPP), via pirofosfato de copalil PP (DEWICK, 1997).
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6.7 Diterpenos caurandides isolados de A. cacaiWarm., e seus derivados

Para elucidacao estrutural das substancias cauranoides isolalasadans (Tabela 8, p.
62) utilizou-se da anélise de espectros de RMN °C em 1D e 2D (COSY, NOESY, HMQC e
HMBC), EM-IE de baixa resolucéo e IV das substancias naturais e seus derivados. A comparagao
com dados registrados na literatura (\&iLal, 1996; VELANDIA et al, 1998 and YANGet al,
2002) auxiliou na interpretagéo de tais dados espectrais.

Os diterpenos cauranicos sao classificados aamkoauranos owntcaurenos nos casos
dos enantiomeros (imagem especular) dos diterpenos cauranicos ou caurénicos normais. Assim,
o prefixo entrepresenta “enantio” da palavra enantiomero e se relaciona com a inversao de todos
0sS centros assimétricos envolvidos numa substancia com configuracdo absoluta definida, os
cauranoides de configuracdo normal. O resultado fornecido pela medida da atividade]ftica ([
pode permitir a caracterizacdo de substancia como pertencente ensggeando alfad] for
negativo, e normal, quando alfa][for positivo. Tal classificacdo se baseia nos resultados
fornecidos pelos caurandides analogos da mesma classe com configuracdes absolutas definidas
por apresentarem sempre a mesma relacao (Quadro 1, p. 63). Observa-se neste quadro que apen:
uma modificacdo na estrutura dos anéis pode levar a uma mudanca nos valoresifjeaifze|
demonstra a necessidade de tal aplicacéo ser feita com o devido cuidado. Com relagéo ao carbonc
16, o diterpeno cauranico normal tem configuragéo abs8letaquanto enttem a configuracéo
R (VELANDIA et al, 1998).

As estereoquimicas (grupo localizado abaixo do plano estereoquimic@ @rupo
localizado acima) s&o definidas pela posi¢céo da hidroxila no carbono C-16jMeNI0-2 ¢)].

Os carbonos (C-18) e (C-19) sustentados pelo carbono C-4 podem ser corretamente
numerados pelas orientacdes, equatorial de C-18 e axial de C-19 e/ou pelas estereaigiimicas
(C-18) e trans (C-19) em relacéo a H-5 (Mo-1 e Mo-2) (VELANRIAal, 1998).

61



Tabela 8.Diterpenos caurandides isolados pela primeira veZnih®na cacan¥Varming e seus
derivados.

R R3 CODIFICACAO*
COOH AcF-01 (PN)
COOCH; AcF-0la (D)
COOMe CHOH OH AcF-01b (D)

COOMe OH CHOH AcF-195 (PN)

COOH OH CHOH AcF-1216(PN)

COOH H COH AcF-158 (PN)

COOH H CH(OH)OCH AcF-158a (D)

158b (D)

*PN = Produto natural; D = Derivado
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Quadro 1. Diterpenos cauranicos e caurénicos com configuracbes absolutas
(VELANDIA et al, 1998).

[alo

Nome

+74,0° (c, 2,8 em CHG)

Caur-16-eno

-80,0° (c, 1,0 em CHg)l

entCaur-16-eno

a

OOITIIT™
T

R Rs
Ch
COOH H
OH H
CHOH H
CH

-84,2° (c, 1,05 em CHg)l
-108,0° (c, 4,0 em EtOH)
-45° (¢, 0,9 em CHG)
-39° (¢, 1,35 em piridina)
-66° (c, 1,66 em CHG)

entCaur-16-en-19-al
Acido ent16B-caurano-
17,19-didico
ent163-Cauranol
ent16B3-Caurano-
3B,17,19-triol
entCaur-16-eno-3,19-
diol

-37° (EtOH)

entcaur-15-eno-17,19-
diol

+32,1° (c, 0,39 em
CHCly)

Acido entcaura-
9(11),16-dien-19-6ico
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6.7.1 Caracterizacéo estrutural do acido entaur-16,17-en-19-6icoAcF-01)

O diterpeno de AcF-01 foi isolado como um soélido branco cristalino (ponto de fusao
descrito na literatura 178,8-179,0 °C, ABREtA&l, 2001). A natureza terpénica desta substancia
foi evidenciada através da reacao positiva, dando coloragdo violeta, com solugéo &cida de sulfato
cérico (JAINet al, 1994, apud NASCIMENTO, 1998).

O espectro IV (Figura 36, p. 65) mostrou uma banda larga de grande intensidaglg em
3300-2513 cnt compativel com estiramento de hidroxila 4cida edaaem 1693 cih de
deformacdo (C=0) de &cido, além do estiramento de ligacdo dupla exociclica em 1654 cm-
(C=CH,). As absorcdes correspondentes a deformacdes @dticas estdo superpostas pelo
grupo O-H de &cido (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

O espectro de RMN®C (Figura 37, p. 65) de AcF-01 (Tabela 9, p. 67)espntou 20
sinais de carbono e sua anélise conjunta com o espectro dé®BMIRT (Figura 38 e 39, p. 66)
permitiu identificar a presenca de sinais referentes a dois carbonos metilico, dez metilénicos
(incluindo C-17 endy 102,99) trés metinicos, e cinco ndo hidrogenadabdnas quaternarios),
entre 0s quais um ey 184,78 relativo a carbonila de grupamento acido Celoutro endc
155,78 (C-16) relativo a um dos carbonos olefinicos.

O espectro de RMNH (Figura 40, p. 68; Tabela 9, p. 67) apresentotreautros, dois
simpletos emdy 1,24 e 0,95, um simpleto largo ém 2,64 e dois simpletos edy 4,80 e 4,74
correspondentes a hidrogénios de grupos metilicos, atribuidos a H-18 e H-20, ao hidrogénio
alilico em H-13 e aos dois hidrogénios olefinicos H-17a e H-17b, respectivamente e que estéo
condizentes com diterpeno com esqueleto caurénico (ABREL2001).

Os mapas de contornos HMQC (Figura 41, p. 68) e HMBC (Figura 42, p. 69)
possibilitaram atribuir os deslocamentos quimicos da AcF-01 de forma inequivoca.

A analise dos dados do espectro de massas (Figura 43, p. 69) permitiu atribuir a
substancia AcF-01 a formula moleculaildzoO,, com equivalente de insaturacéo igual a seis,
sendo consistente com a presenca de uma ligacdo dupla olefinica, uma carbonila e, portanto
quatro anéis do esqueleto cauranico. Os principais picos adicionais observados neste espectro
foram atribuidos a formacgé&o dos fragmentos propostos no esquema 14 pagina 70.

A definicdo da configuracéo relativa do carbono, C-4 com grupo carbonila (C-19) em
posicdo axialtfans) em relagdo a H-5 da AcF-01, baseou-se no deslocamento quimico dos sinais
de C-5, C-4 e C-19 (VELANDIAet al, 1998). Observou-se que o sinal de C-5 aparecécem
57,05, porém se o grupo carboxilico (ou COOH) estivesse em posicao equaisyia (
deslocamento quimico de C-5 seria de aproximadanderi®,0. Conseqlentemente, o carbono
metilico (C-18) ocupa a posicédo equatorial e seu deslocamento quimico é observado em 28,96,
pois em posicdo normal este seria de aproximadamerde #é,8, além disso o sinal de C-4
exibe um deslocamento quimico e 43,74 e se 0 grupo carboxilico (C-19) estivesse em
orientacao equatorial serdg 47,6 (VELANDIA et al, 1998) 10-3 e Mo-4).

Os dados espectrais, foram comparados com valores descritos na literatura, tanto para a
sérieent- quanto para os epimeros em C-4 (Tabela 9, p. 67) (VELAN®DI&, 1998, WUet al,

1996, ABREU et g12001), o que permitiu identificar a AcF-01 como o acidecant-16(17)-en-
19-éico ja descrito na literatura.
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Figura 36. Espectro IV de AcF-01, obtido em KBr.

Figura 37. Espectro de RMNC (100 MHz) da AcF-01, em CDEI
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Figura 38. Espectro de RMNC-APT (100 MHz) da AcF-01, em CDCI

Figura 39. Expans&o do espectro de RMIS APT (100 MHz) da AcF-01 na regido &e15,56-
58,04, enCDCls.
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Tabela 9. Dados espectrais de RMN(400 MHz) e**C (100 MHz) de AcF-01, em CDgZI
Deslocamentos quimico8)(em ppm e as constantes de acoplameiteni Hz.

Literatura*
C Oc (en) dc(normal)
4 43,9 47,6
8 44,3 44,4
10 39,66 3H-20, 39,8 39,8
H-5
16 155,87 2H-15 155,9 155,3
18/19 184,77 185,1 185,0
(19) (18)
CH
5 57,05 1,07 3H-18; 3H- 57,2 50,0
20; H-7a
9 55,09 1,05 2H-15; 3H- 55,3 56,2
20
13 43,84 2,64 (sl) 43,9 44,0
CH,
1 40,69 1,86; 0,80 3H-20 40,8 39,9
2 19,08 1,82; 1,40 19,2 18,0
3 37,76 2,14; 0,95 3H-18, H- 37,8 37,0
la
6 21,81 1,79 H-5 21,9 23,3
7 41,27 1,52; 1,40 H-9 41,4 40,7
11 18,42 1,62; 1,52 H13 18,5 18,0
12 33,09 1,58; 1,44 33,2 33,3
14 39,69 2,17; 1,11 H-7b 39,8 39,5
15 48,95 2,04 H-17a 49,1 49,1
17 102,99 4,80 (s) 2H-15 103,1 103,2
4,74 (s)
CH;
18/19 28,96 1,24 (s) 29,0 17,8 (19)
(18)
20 15,57 0,95 (s) H-5 15,6 16,0

* VELANDIA et al, 1998.
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Figura 40. Espectro de RMMH (400 MHz) de AcF-01, em CDgI

Figura 41. Mapa de correlagdes HMQC da AcF-01, em GDCI
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Figura 42. Mapa de correlagcdes HMBC da AcF-01, em GDCI

Figura 43. Espectro de massas de ions fragmentarios obtidos por impacto eletrénico de AcF-01.
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m/z302 (28%) m/z287 (31%)

“COOH
m/z259 (28% HCOH

N

m/z 213 (35%)

Esquema 14. Propostanecanistica de fragmentacdo para justificar os principais sinais
observados no espectro de massas do diterpeno AcF-01.

6.7.2 Caracterizagdo estrutural do éster caurénico, ent-caur-16,17-en-19-ato de metila
(AcF-0la)

O tratamento do acido caurendico AcF-01 com diazometano conduziu a formacdo do
produto metilado, AcF-Ola, (Tabela 10, p. 71) cuja reacéo foi confirmada pela observacéo, no
espectro de RMNH, do simpleto enmdy 3,65 correspondente a trés hidrogénios metilicos do
grupo acetoxi (CHO-C=0). Os dados de RMNH (Figura 44, p. 72) &C (Figura 45, p. 72),
bem como os mapas de contornos HMQC (Figura 46, p. 73) de AcF-0la mantiveram a coeréncia
esperada em relagédo a AcF-01. No espectro de R®Nobserva-se um sinal adicional, &m
51,09, correspondente a metoxila e o sinal de carbonila que foi deslocad®qdizB,11,
caracterizando o éster. Estes dados foram comparados com os de AcF-01 (Tabela 9, p. 67) e com
valores descritos na literatura pa o acido da série ent (WU et al, 1996) .

Os dados de RMN observados para AcF-Ola foram semelhantes aos registrados na
literatura para o ertaur-16,17-en-19-ato de metila ja descrito como produto de derivacdo do
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acidoentcaur-16,17-en-19-6ico (ETSIEt al, 1987; KIM, et al, 1988) e como produto natural
isolado de uma espécie da familia Conpositae (DELGADO et al, 1984).

Tabela 10. Dados espectrais de RMIE da AcF-01a, incluindo resultados em 2D HMQC.
Os deslocamentos quimicay estdo em ppm.

R =H - AcF-01
R = CH; - AcF-Ola
Acido ent-caur-16,17-en- HMQC
19-6ico (WU, et al 1996) AcF-0la

C oC oc O

4 44,2 43,82

8 447 44,21

10 41,2 39,42

16 156,4 155,90

19 185,0 178,11

CH

5 57,5 57,05 1,06

9 55,6 55,08 1,03
13 44,3 43,82 2,63
CH,

1 41,8 40,76 1,88; 0,76

2 19,6 19,14 1,82; 1,40

3 38,3 38,10 2,16; 0,96

6 22,3 21,91 1,78

7 41,8 41,29 1,53; 1,41
11 18,9 18,39 1,63; 1,51
12 33,6 33,10 1,58; 1,44
14 40,2 39,67 2,19; 1,11
15 49,4 48,93 2,03
17 103,5 102,95 479; 4,74
CH;

18 29,5 28,74 1,19

20 16,1 15,40 0,83
MeO 51,09 3,65
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Figura 44. Espectro de RMRH (400 MHz) da AcF-01a, em CD&I

Figura 45. Espectro de RMKC (100 MHz) da AcF-01a, em CDLI
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Figura 46. Mapa de correlagdes HMQC da AcF-01a, em GDCI

6.7.3 Calmacterizacdo estrutural do éster cauranicoent-caur-16a,17-diidroxicauran-19-ato
de metila (AcF-01b)

O diterpenoentcaur-16,17-en-19-ato de metila (AcF-01a) foi submetido a oxidacédo da
ligacdo dupla em C-16(17) com tetréxido de 6smio ({p£OmM o objetivo de obter o derivado
16, 17diol (ETSE, et al11987).

Efeito y (protecéo)
OH %29 , o
12
11 17
12 8<_ 15 16
g<_ 15 16 13
13 14 - OH
14 OH
CH,-17: & 69,70
AcF-0la ™ CH,-17: 8. 66,19 217 &

O produto de derivacdo AcF-0l1b foi isolado como um sélido branco. O espectro na
regido do infravermelho (Figura 47, p. 74) apresentou bandas de absor¢bes caracteristicas de
grupo higroxila [(H-O) emvmax 3417 cni] e estiramento de carbonila de éster [(C=O)vam
1720 an™].
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Figura 47. Espectro na regido do infravermelho obtido em KBr, de AcF-01b.

A feicdo espectral bem como os deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN H (Figura 48, p. 75) &C-APT (Figura 49, p. 76) (Tabela 11, p. 77) foram sbarks
aqueles do produto de partida AcF-0la quanto ao esqueleto cauranico.

A principal diferenca observada no espectro de RiMMNoi & presenca de dois dupletos
de hdrogénios carbindlicos ey 3,77 (H-17aJ= 11 Hz) e 3,65 (H-17bJ=11 Hz) que estédo de
acordo com a estrutura dod,&7-diidroxicaurano. No caso do isdomerd3 & -diidroxicaurano
estes sinais sdo observados®n3,37 e 3,51J=12Hz) (ETSEet al, 1987). Neste espectro foi
possivel observar duas hidroxilas com deslocamentos quimicqs 26862 2,88.

Com bae na analise do espectro HMQC (Figura 50, p. 78) observou-se que 0S
hidrogénios carbinodlicos estdo a uma ligacdo com o carbony &®,19 (CH-17). Conforme
dadosobservados na literatura (Wt al, 1996) no isdbmero J%17-diidroxicaurano, o carbono
C-17 tem deslocamento quimico ém69,7. A diferenca de 3,51 ppm de protecéo para o carbono
C-17 ocorre devida o efeito de protecao garareycido pelo carbono C-12.

Os mapas de contorndsl-‘H-COSY (Figura 51, p. 78) e HMBC (Figura 52, p. 79)
possbilitaram atribuir os deslocamentos quimicos para a substancia AcF-01b.

No espectro de RMNC-APT (Figura 49, p. 76) foi observado a presenca de @ntm
sinais referentes a trés carbonos metilicos (duas metilas e uma metoxila), dez metilenicos, trés
metinicos e cinco carbonos quaternarios, entre os quais um sina¢ &i#8,04, relativo a
carbonia de grupamento éster.

A férmula molecular GH340, de AcF-01b foi proposta a partir de dados de RiNe
3C-APT envolvendo experimentos em 1D e 2D e do especimadsas.

A analise do espectro de massas obtido por impacto eletrénico (Figura 53, p. 79) permitiu
confirmar a proposta, mesmo que neste ndo seja observada a presenca do ion moleGular ([M]
m/z350) A presenca do fragmento m/z 319 como pico base, corrobora com a estrutura proposta,
visto ser oriundo da perda de 31 unidades de massa relativo & perda de rmetpRil8 [M" -

OCH3)]. Os demais ions fragmentéarios estdo de acordo com a estrutura proposta (Esquema 15,
p. 80)
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O ent-caur-1@x,17-diidroxicauran-19-ato de metila ja se encontra reportado na literatura
como produto natural isolado dennona reticulata (ETSEet al, 1987) e como produto de
derivagéo (KIMet al, 1988) e esta de acordo com a estruturaafeOlb.

Figura 48. Espectro de RMNH (400 MHz) de AcF-01b, em CDgI
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Figura 49. Espectro de RMNC-APT (100 MHz) da AcF-01b, em CDLI
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Tabela 11. Dados espectrais de REHN(400 MHz) e**C (100 MHz) de AcF-01b, em CDgI
Os deslocamentos quimicay e€stdo em ppm e as constantes de acoplandeeta(Hz.

AcF-01b

HMQC Mo-2
Literatura*
C Oc oY “Jou *Jom dc
4 44 59 - 3H-18 43,9
8 43,72 - 45,0
10 39,97 - 3H-20 40,1
16 81,87 - H-17a H-12b; H-14a 81,7
19 178,04 - 3H-18; MeO- 180,1
19
CH
5 56,76 1,02 (dd, 12,1, 2,6) H-3a; 3H-18; 57,0
3H-20
9 55,66 0,98 (m) 2H-11 2H-12; 3H-20 56,3
13 45,15 2,03 (sl) 459
CH,
1 40,55 1,82; 0,78 (dt, 13,9, H-3a 41,1
4,0)
2 18,99 1,80 19,8
3 37,98 2,15 (dl, 12,4); 1,00 3H-18 38,7
6 22,05 1,82; 1,68 23,0
7 41,91 1,64; 1,43 42,8
11 18,44 1,54; 1,46 19,0
12 26,09 1,58; 1,42 H-9; H-14a 26,7
14 37,11 1,92 (d, 11,7); 1,60 H-13 37,8
15 52,91 1,55; 1,43 2H-14 53,9
17 66,19 3,77 (d, 11,0); 3,65 (d, H-15a 66,5
11,0)
CHs,
18 28,50 1,16 (s) 29,3
19 - - - - -
20 15,27 0,82 (s) 16,0
MeO 51,10 3,65 (s) -
HO - 2,96 (s)
HO - 2,88 (s)

*(WU et al, 1996)
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Figura 50. Mapa de correlacdes HMQC da AcF-01b, em GDCI

Figura 51. Mapa de correlagao COSY da AcF-01b, em GDCI
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Figura 52. Mapa de correlacdo HMBC da AcF-01b, em GDCI
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Figura 53.Espectro de massas de ions fragmentarios obtidos por impacto eletrénico de AcF-01b.
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MeO,C

19 18
Co1H3404 m/z 319
12 O
m/z 350 /
CH3OH

2
3

+

O=cC

19 18
m/z 287

i\_/> Cco
12 o)

m/z 259
Esquema 15. Propostanecanisticade fragmentacdo para justificar os principais sinais
observados no espectro de massas do diterpeno AcF-01b.

6.7.4 Caracterizagao estrutural do entl6f3,17-diidroxicauran-19-ato de metila (AcF-195)

O diterpeno codificado de AcF-195 foi isolado como um solido branco amorfo.
Apresentou ¢]p -39,9 (c = 0,42300 g/100 mL; CH{l Sua natureza terpénica foi evidenciada
mediante analise em CCD, com solucdo acida de sulfato cérico, onde apresentou coloracao
violeta.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 54, p. 81) apresentou bandas de absorcéo
coni\patl’veis com estiramento de grupo hidroxila.{ 3359-3508 cil) e carbonila max 1722
cm™ (C=0)].

A feicdo espectral assim como os deslocamentos quimicos (Tabela 12, p. 82) observados
nos espectros de RMMH (Figura 55, p. 83) é°C APT (Figuras 56, p. 83 e 57, p. 84) em
conjunto com o valor negativo de]p, permitiu deduzir que AcF-195 pertence a classe dos
diterpenos com esqueleemtcauranico. Essa deducdo adveio da comparacédo dos respectivos
espectros com aqueles da AcF-01, AcF-0Ola e mais precisamente da AcF-01b (Tabelas 11, p. 77)
cuja estrutura leva a proposta de que se trata de um isdémero.
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Figura 54. Espectro na regido do infravermelho de AcF-195, obtido em pastilha de KBr.

Na anélise do espectro de RMN (Figura 55, p. 83) inicialmente notou-se a preaaie
um sinal intenso correspondente aos hidrogénios metilico®e®64 do grupo acetoxila
(H3CO,-C-19) que de acordo com o espectro HMQC (Figurgp584) esta ligado ao carbono
metilico com deslocamento quimico ey 51,13, dois dupletos referentes aos hidrogénios
carbinolicos emdy 3,47 e 3,39 (2H-17) que no espectro HMQC estédo a ligacdo com o
carbono com deslocamento quimico &r69,77 (C-17) [estes valores estdo condizentes com a
estrutura do 16@3L7-diidroxicaurano (ETSE, et,dl987 )], além de sinais de grupos metilad@m
1,16 (H-18) 0,82 (H-20). A presenca de um simpleto largadgr®,35 (OH) corroborou com a
proposta de que o diterpeno contém dois grupos hidroxila. O grupo éster metilico sustentado
pelo carbono C-4, em posicao axial, € observada pelo espectro HMBC (Figura 59, p. 85) através
da correlacédo espacial do sinal da carboniladeni78,11 com o hidrogénio H-5, 3H-18 e
MeCQ-.

No espectro de RMN’C APT (Figuras 56, p. 83 e 57, p. 84) observou-seagisinais
emdc 69,77 para C-17 e edt 79,86 para C-16 estdo de acordo com a estereoquimiqaal®3
hidroxilas vicinais (WUgt al, 1996). Para seu epimero estes valores de deslocamentos quimicos
sao observados em torno &=81,0 para C-16 e em torno &=66,0 para C-17, 0 que mostra um
aumento de protecaegyiache para 0s grupos que estao em posig@opano estereoquimico.

A analises destes dados evidenciam que AcF-195 trata-se de um derivado 16, 17-
diidroxicauran-19-ato de metila com estereoquimica do carbono C-O6@iterpeno 16,17-
diidroxicauranato de metila é caracterizado por apresentar também dois dupletos (2H-17) com
deslocamentos quimicos en8,66 e 3,78J = 11 Hz), enquanto o BEL7-diidroxicauranato de
metila emdy 3,37 e 3,51 (J = 12 Hz) (ETSE, et al, 1987), o sjymrta a proposta de que AcF-

195 trata-se do diterpeno €tfif3,17-diidroxicauran-19-ato de metila.

O espectro de massas obtido por impacto de elétron (Figura 60, p. 85) apresentou padrao
de fragmentacdo semelhante ao diterpeno AcF-01b (Figura BB), o. que permitiu confirmar a
proposta para a formula moleculan 3404, mesmo que neste ndo seja observada a presenca do
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fon molecular (M, m/z 350). Os principais ions fragmentarios estdo propostos no esquema 16
pagina 86.

Tabela 12. Dados espectrais de RMN (400 MHz) e'®*C (100 MHz) de AcF-195, em
CDCI3.0s deslocamentos quimic@ €stdo em ppm e as constantes de acoplamehes Hz.

4 >

MeOOC
19 18
AcF-195 Mo-2
HMQC HMBC *Mo- 2
C 3c 3 “Jen “Jen 3¢
4 43,78 - 3H-18 43,9
8 43,49 - H-9 45,0
10 39,46 - 3H-20 40,1
16 79,86 - 2H-15; H- 81,7
17b
19 178,11 - 180,1
CH
5 56,89 0,98 3H-18; 57,0
(dd, 12,8, 4.4) 3H-20
9 55,97 1,09 (dI, 8.8) H-5; 2H-15; 56,3
3H-20
13 40,60 2,07 (m) 2H-17 45,9
CH,
1 40,69 1,86; 0,84 3H-20 41,1
2 19,09 19,8
3 38,03 3H-18 38,7
6 21,61 23,0
7 41,83 42,8
11 18,98 19,0
12 26,64 26,7
14 38,11 37,8
15 52,39 H-9; 2H- 53,9
17
17 69,77 3,47 (d, 10,9) 2H-15 66,5
3,39 (d, 10,9)
CHs
18 28,73 1,16 (s) H-5 29,3
19 - - - - -
20 15,24 0,84 (s) H-9 16,0
MeO 51,13 3,64 (s) -

* WU, et al, 1996.
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Figura 55. Espectro de RMRH (400 MHz) de AcF-195, em CD&I

Figura 56. Espectro de RMNC-APT (100 MHz) da AcF-195, em CDLI
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Figura 57. Expansdo do espectro de RMIS APT (100 MHz) da AcF-195 na regido de
dc 50,0-80,0, em CDGlI

Figura 58. Mapa de correlacdes HMQC da AcF-195, em GDCI
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Figura 59. Mapa de correlacdes HMBC da AcF-195, em GDCI

Figura 60.Espectro de massas de ions fragmentéarios obtidos por CG/BM-€E95.
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ACF-195 Cy;H3,0,
m/z 350

m/z 332
Esquema 16. Propostanecanisticade fragmentacdo para justificar os principais sinais
observados no espectro de massas do diterpeno AcF-195.

6.7.5 Caracterizagao estrutural o acido ent16B3,17-diidroxi-cauran-19-0ico (AcF-1216)

A substancia codificada de AcF-1216 foi isolada como um sdélido branco amorfo. Quando
analisada através de CCD mostrou uma mancha de cor violeta em presenca de sulfato cérico,
revelado assim sua natureza terpénica.

O espectro na regiao do infravermelho (Figura 61, p. 87) mostrou banda lakgaxem
3341-3200 cnfi relacionada ao estiramento de hidroxila de acide, mpde ser confirmada pelo
estiramento envma, 1692 cm' (C=0). As absorcdes epmayx 2941, 2848 e em 1411 ¢nsdo
referentes aos estiramentos de carbond$Gip, CH, CHs), enquanto a absorcdo em 1170%cm
esta condizente com o estiramento C-O de alcool.

Os espectros RMRH (Figura 62, p. 87):°C totalmente desacoplados (Figura 63, p. 88) e
13C-APT (Figuras 64, p. 88) de AcF-1216, quando coams com aqueles dos diterpenos AcF-

01 e AcF-195 (Tabela 13, p. 89) e com modelo da literatura Mo1-2 (WU, et al, 1996) permitiram
assegurar que AcF-1216 trata-se de um diterpeno com esqueleto cauranico tambérarda série

Nos espectros de RMNC totalmente desacoplados (Figura 63J@&APT (Figuras 64)
foi possivel observar a presenca de vinte sinais de carbono sendo trés metinigodoi€H)
metilicos emdc 29,28 (C-18) e 15,88 (C-20), dez metilénicos fgdd onde um carbono
hidroxilado esta emdc 70,39 (C-17) e nove fazem parte do esqueleto diterpénico e cinco
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carbonos quaternarios, entre 0s quais um correspondente a cardo2i&D [05; 1V: 1692 cm
1(C-19)] e outro um carbono Spidroxilado em & 79,69 (G16).

Dois dupletos observados no espectro de RMNFigura 62, p. 87) emy 3,76 e 3,84
(d, J=10,6) estdo correlacionados com o carbono &m79,69 (CH-17) no espectro HMQC
(Figura 65, p. 89).

A anadlise destes dados permitiu confirmar que AcF-1216 trata-se do acido Am-163
diidroxicauran-19-6ico um diterpeno com atividade anti-HIV, ja registrado na literaturagwu,
al, 1996).

Figura 61. Espectro na regido do infravermelho de AcF-1216, obtido em pastilha de KBr.

Figura 62. Espectro de RMRH (400 MHz) de AcF-1216, em piriding.d
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Figura 63. Espectro de RMNC (100 MHz) da AcF-1216, em piriding.d

Figura 64. Espectro de RMNC-APT (100 MHz) da AcF-1216, em piridina.d
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Continuacao da tabela 13

9 56,63 55,09 55.97 56,3
13 41,59 43,84 40.60 45,9
CH
1 41,07 40,69 40.69 41,1
2 19,77 19,08 19.09 19,8
3 38,49 37,76 38.03 38,7
6 22,38 21,81 21.61 23,0
7 41,42 41,27 41.83 42,8
11 19,35 18,42 18.98 19,0
12 27,50 33,09 26.64 26,7
14 38,65 39,69 38.11 37,8
15 53,32 48,95 52.39 53,9
17 70,39 102,99 69.77 66,5
CHs
18 29,28 28,96 28.73 29,3
20 15,88 15,57 15.24 16,0
MeO 51.13

6.7.6 Caracterizacdo estrutural dos diterpenos cauranicos, acidmt-cauran-17-formil-19-
0ico (AcF-158) e seus derivados hemiacetalicos, acidat-(16R 17R-17-hidroxi-17-
metoxicauran-19-6ico (AcF-158a) @cido ent-(16R,179-17-hidroxi-17-metoxicauran-19-6ico
(AcF-158b)

AcF-158 AcF-158a AcF-158b

A substéancia denominada AcF-158 foi isolada como um solido amorfo branco, e sua
natureza terpénica ficou evidenciada mediante teste realizado em CCD com solucdo acida de
sulfato cérico, onde apresentou coloragéo violeta. Apreseaipu-33 € = 0,24 ¢g/100 mL;
CHCly/MeOH).

O espectro na regido do infravermelho (Figura 66, p. 91) apresentou bandas de absorc¢des
compativeis com a presenca de grupo hidroxila (banda largavggir@100 e 2500 cif) e de
carbonilas (C=0) de aldeidu{xx 1720 cnt') de &cido carboxilicovgax 1691 cnit). A presenca
da funcédo aldeido pode ser confirmada pelas bandas de absor¢cdo em 2704 e 2802 relativas a
deformacéo axial C-H.
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Os espectros de RMNH e *C-APT de AcF-158 (Figuras 78, p. 102 e 79, p. 1G3nhdo
CDCI5/CDsOD como solvente revelaram-se compativeis com aepges de tal equilibrio
envolvendo trés componentes, AcF-158, AcF-158a e AcF-{ba&bela 15, p. 100), ja que a
adicdo do nucledfilo CIDD pode ocorrer através das duas fa&se(Re da carbonila do
aldeido, tornando possivel a existéncia de dois estereoisomReeS] no carbono C-17.

Na andlise dos espectros de RN (Figura 78, p. 102) notou-se a presenca de dois
dupletos emdy 4,20 (d, 7,7) e 4,17 (d, 8,1) (H-17) que estadoetacionados respectivamente no
espectro HMQC (Figura 80, p. 101) com os sinais dos carbonos metinidoslém87 e 101,73
(CH-17). Estes estdo condizentes com a presenca de dois produtos contendo carbonos
hemiacetalicos epiméricos, que foram denominados, AcF-158a){{I#Rdroxi-17-metoxi] e
AcF-158b [(17S)-17-hidroxi-17-metoxi]. Observou-se também um dupletdyed64 (d,J =
1,8) que se correlaciona com o carbono &mn204,43 (C-17) no espectro em 2D HMQC,
mostrando ainda a presenca do aldeido (AcF-158) no equilibrio com dois hemeacetais isomeéricos
na mistura.

Os dados espectrais, obtidos em piridigagé RMN em 1D déH (Figura 81, p. 105) e
3C (Figura 82, p. 105 e 83, p. 106), HMQC (Figura@4106) e HMBC (Figura 85, p. 107) de
AcF-158, estéo reportados na Tabela 16 pagina 104. Nestes espectros pode-se observar, além d
outros, a presenca de hidrogénios &n8,59 e 3,54) de grupos metoxilas que se correlacina
com seus respectivos carbonds49,54 e 47,84) o que também € um indicativo da pgasdos
isbmeros epiméricos formados provavelmente devido a presenca de metanol durante a
recristalizacdo da amostra. Pela intensidade dos sinais nos espectros d¥&CRMHLZ-se que
0s isomeros, AcF-158a e AcF-158b estdo em menor quantidade na mistura.

A literatura ainda néo registrou a presenca de diterpermaurano com grupo aldeido no
carbono C-17. No entanto, a estrutura cristalina de um hemiacetal em C-17 encontra-se descrita
na literatura (VICKOVIC et al1984).

A comparacao de todos os dados espectrais com valores descritos na literatetaa{WU
1996; YANGet al, 2002) contribuiu para a definicdo estrutural do aeiuki 7-formilcauran-19-
oico (AcF-158).

O Esquema 17, pagina 108, resume a proposta de fragmentacdo para justificar os
principais sinais observados no espectro de massas de AcF-158 (Figura 86, p. 107).

Foi publicada a estrutura cristalina de configuracdo relativa do ant{@6R17R-17-
hidroxi-17-metoxicauran-19-6ico (AcF-158a) em 2004 (NASCIMEN&tCal, 2004), deduzida
através de analise por raios X (Figura 87, p. 109), confirmando as deduc¢des estruturais obtidos
através da interpretacéo dos espectros de RMN 1D ei@®gupra).
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Figura 67. Espectro de RMNH (500 MHz) de AcF-158, em CDgI

Figura 68. Expansdo do espectro de RMN(500 MHz) de AcF-158 entrd, 0,87-2,64, em
CDdls.
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Figura 69. Espectro de RMNC (125 MHz) da AcF-158, em CD&I

Figura 70. Expansdo do espectro de RMIC (125 MHz) da AcF-158 entrd: 15-60, em
CDCls.
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Tabela 14. Dados de RMRH (500 MHz) e RMN"C (125 MHz) da AcF-158 obtidos através de

experiéncias 1D e 2D, em CD{tomo solvente. Deslocamentos quimicas€ oy, em ppm) e
constantes de acoplamen@) ém Hz.
O

HMQC HMBC NOESY
C Sc dy “Jen “Jen NOE**
4 43,75 - H-5; 3H-18 H-2b
8 45,16 - 2H-15 H-13
10 39,67 - H-b; H-9; H-2b
3H-20
19 183,97 - H-5; H-3b;
3H-18
CH
5 56,98 1,11 (dd, 14,2; 3H-19; 3H-20 H-lax, H-2ax, H-
2,0) 3ax, 3H-19
9 55,28 1,10 H-7; H-15a; H-lax, H-6ax, H-
3H-20 12ax, H-15ax
13 37,81 2,58 (sl)
16 53,64 2,62 (m) H-17; H-15a H-12; H-14a
17 203,67 9,69 (d, 1,3) 2H-15
CH,
1 40,78 1,95; 0,87 (dt) 3H-20
2 19,11 1,96; 1,50 H-1b; H-3b
3 37,78 2,20 (dt, 13,9); 3H-18
1,06 (dt, 13,9; 4,2)
6 22,34 1,90 -1,75
7 41,06 1,65-1,50 H-15a
11 18,83 1,74; 1,63 H-9; 2H-12
12 31,00 1,70-1,54 2H-11 H-9; 2H-14;
H-16
14 37,78 1,96; 0,94 (m) H-15b; H-16
15 40,27 1,80; 1,58 H-14a; H-17
CH;
18 28,97 1,28 (s) H-5 2H-3, H-5, 2H-6
20 15,56 0,97 (s) H-1b; H-5; H- H-2ax, H-6ax, H-
9 1lax

*Numero de atomos de hidrogénio ligados a cada atomo de carbono foi deduzido pela analise comparativa dos
espectros de RMRC-{*H} e RMN**C-DEPT. Espectro 2EH-'H-COSY foi também usado durante a anélise;
** Somente as principais interagfes espaciais (NOE) classificadas como mais informativas.
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Figura 71. Mapa de correlacdes HMQC da AcF-158, em GDCI

Figura 72. Expansao do mapa de correlagbes HMQC da AcF-158%m87-2,64 e entre
15-60, en CDCb.
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Figura 73. Mapa de correlagcées COSY de AcF-158, em gDCI

Figura 74. Expanséo do mapa de correlacdes COSY de AcF-15giti&r7-2,64, em CDGI
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Figura 75. Mapa de correlagcdes NOESY de AcF-158, em GDCI

Figura76. Expansao do mapa de correlagcbes NOESY de AcF-158%rr87-2,64, em CDGgI
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Figura 77. Mapade correlagbedaAcF-158, emCDCls.
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Continuagao Tabela 15.

HMBC
AcF-158

C “Jen “Jen

4 3H-18

8

10 3H-20

19 H-5; 3H-18
CH

5 3H-18; 3H-20
9 2H-25; 3H-20
13 H-16 2H-25

16 H-17; H-15a H-14a

17 H-13; 2H-15
CH,

1 3H-20

2 H-3b

3 3H-18

6 H-5

7 H-15a

11 H-9

12 H-9; 2H-14; H-16
14 H-16

15
CHs,

18 H-5

20 H-5

ACF-158 ACF-158a ACF-158b

A observacdo do deslocamento quimico, &n80,49 para CH12 (Tabela 15, p. 100),
permitiu postular esta estereoquimica para CH-16. A auséncia deyafieiste caso justifica o
maiordc do CH-12 quando comparade. (@) com o da AcF-19%¢ 26,64, Tabela 12, p. 82).
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Co,49 (1,40;1,25

(@]
12 H U{EO&W (969 30,96 101,87 (4.20)

17 H
18

30,90

H
53,64 (2,62) OH

15

—_—

° 56,98 (1,11)
9 18
183,97 28,97 (1,28)
AcF-158 AcF-158a AcF-158b

Figura 78. Espectro de RMM (400 MHz) de AcF-158, em CDgDsCOD.

\VHOCD:; 1n S ?YI\YH
+ o 15 0CD,
% 101,73 (4,17
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Figura 79. Espectro de RMNC-APT (100 MHz) da AcF-158, em CDZID;COD.

Figura 80. Mapa de correlagdes HMQC da AcF-158, em GRROLOD.
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Tabela 16. Dados de RMRH (400 MHz) e RMN"C (100 MHz) da AcF-158 obtidos através de

experiéncias 1D e 2D, em piridirdg-como solventes. Deslocamentos quimiaddc e oy, ppm)
e constantes de acoplamenidém Hz.

AcF-158 AcF-158a AcF-158b
HMQC HMBC AcF-158a [(17R)-  AcF-158b [(17S)-
AcF-158 AcF-158 17-OH-17-OMe] 17-OH-17-OMe]

C Oc oY “Jen €°Jcn Oc Oy Oc O

4 43,74 H-5; 3H-18 43,79 43,79

8 45,16 H-6b; H-9; 44 .86 44 .86

2H-7

10 39,75 3H-20 39,86 39,86

19 180,04 H-5; 3H-18 180,04 180,04

CH

5 56,80 1,02 3H-18; 3H-20 56,97 56,97

9 55,19 0,96 2H-14 55,44 55,44

13 38,57 2,43 (sl) 38,49 38,64

16 53,64 2,52 (dd, H-14a; H-17 54,03 54,03

11,4;7,7)

17 203,18 9,70 (s) 2H-15; H-16 102,33 4,64 102,33 4,62
CH,

1 40,30 1,82; 0,78 3H-20 41,06 41,06

2 19,73 2,24: 1,48 19,15 19,15

3 37,80 2,46; 1,04 3H-18 38,20 38,20

6 22,97 2,10; 2,02 H-5 23,12 23,12

7 41,30 1,52-1,36 H-6b 41,99 41,99

11 18,79 1,56; 1,46 H-9 19,15 19,15

12 30,99 1,45: 1,35 H-9; 2H-11, 29,29 31,88

2H-14; H-16
14 37,73 1,82: 0,84 H-9; 2H-11;
H-16

15 40,23 1,82: 1,40 H-13; H-14a 41,06 39,86
CHs

18 29,24 1,32 (s) H-3b 2924 1,34 (s) 2924 1,34 (s)
20 15,80 1,08 (s) H-1b; H-5; H-9 15,88 1,15 (s) 15,88 1,15 (s)
MeO 4954 3,59 (s) 47,84 3,54 (s)
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Figura 81. Espectro de RMM (400 MHz)de AcF-158, em piridina-ds.

Figura 82. Espectro de RMNH (100 MHz) de AcF-158,em piridina-ds.
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HOOC

19 18

AcF-158  CaoH3003
m/z 318

A\ H
HOOC
m/z109 m/z 317
" 0> CH,=CH-CO
? m/z 55
—> 3 5
AT+
m/z123

m/z 261

Esquema 17. Proposta mecanistica para justificar os principais sinais presentes no espectro de
massas dAcF-158.
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Figura 87. Estrutura cristalina* do acident(16R17R-17-hidroxi-17-metoxicauran-19-6ico
(AcF-158b).

*A determinacédo estrutural obtida através de cristalografia de Raios-X, foi realizada pelo
grupo de Cristalografia da Universidade Federa de Alagoas, Prof. Dr. Mariano Alves Pereira,
Prof. Dr. Carlos Alberto de Simone e Profa.Dra. Valeria R. S. Malta.

A estrutura foi resolvida por Métodos Diretos e sintese de fourier diferenca, e refinada
anisotropicamente por minimos quadrados em F2.

O pacote de programas utilizado foi o WinGX (FARRUGIA, L.J., 1999).
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6.8 Metodologia utilizada na elucidacao estrutural das acetogeninas

A elucidacdo estrutural das acetogeninas envolveu a analise de dados fornecidos por
métodos espectrométricos, principalmente espectros 1D e 2D de RIMN?C) e de massas de
baixa e alta resolucdo, obtidos apdés a separacdo de misturas livres de impurezas nédo
acetogeninicas.

Foram analisados espectros de RMN(inclusive 2D'H-'H-COSY e'H-'H-NOESY) e
13C (1D: {1H} e DEPT ou APT) e 2D de correlacdo heterdear de atomos de hidrogénio e
carbono-13, através de uma ligacdo: HMQC; e duas e trés ligagbes: HMBC e EM-IE e EM-ES de
baixa e alta resolucéo, além de IV das substancias naturais e de produtos de derivacao.

Utilizou-se também a analise comparativa com dados de produtos naturais e de modelos
sintéticos (Tabelas 17, 18, 19 e 20, p. 110-112) registrados na literatura, o que tornou possivel
determinar a constituicdo das acetogeninas e propor suas configuragdes relativas, ficando para
analise posterior a determinacao das configuracdes absolutas.

Cabe destacar que a nomenclawnitro (dois substituintes do mesmo lado da molécula
ou unidade molecular) geo (dois substituintes localizados em lados opostos da molécula ou
unidade molecular) (ROMERO, 1998) é comumente usada para indicar a estereoquimica de
centros asssimétricos (centros estereogénicos) em pos@adanel ou anéis tetraidrofuranicos
(Tabelas 17 e 18, p. 110-111). Ja se referindo as posicoes relativas 2 e 4 @aetdéico das
acetogeninas, com subunidagdactona saturada, utiliza-se a nomenclatisg2,4cis) e trans
(2,44rang) (Tabela 19 e 20, p. 111-112) (RUPPRECH%Igt1990 e CAVE et al1997).

Tabela 17. Dados de RMRH e **C de modelos sintéticos com configuracdes relatiefisidas,

(BORN et al.,, 1990) e comparagcdo com os valores correspondentes da annonina |, uma
acetogenina isolada dnnona squamosa (RUPPRECIHTal, 1990 e CAVEet al, 1997). em

CDCls. Deslocamentos quimicod) estdo em ppm.

37
OH CHg

Eritro

Modelos sintéticos Annonina | (Squamocina)
Atomos A B Atomos C Atomos C
Eritro Treo Eritro Treo
H-1 3,84 3,40 H-24 3,87 H-15 3,40
H-2 3,84 3,79 H-23 3,87 H-16 3,88
C-1 71,83 73,87 C-24 71,66 C-15 74,00
C-2 82,29 82,47 C-23 82,87 C-16 83,38




Tabela 18. Dados de RMN®C de modelos sintéticos preparados por Fujinevtal (1990).

(RUPPRECHTEet al, 1990 e CAVEet a., 1997), em CDgl Deslocamentos quimicos)(em
ppm.

OH OH

Ol., e)
X2 571 'Y%2 571
(a) treo-trans (b) treo-cis

OH OoH OH OH
: O i

_ (e) treo-trans-treo (f) treo-cis-treo (g) eritro-trans-treo (h) eritro-cis-treo
Aomos (@ () (9 (@ () ® (@ (h)
tr-t tr-c eri-t eri-c tr-t-tr tr-c-tr eri-t-tr eri-c-tr
iy 74,2 74,5 72,0 71,6 74,0 74,3 71,6 72,1
2 81,9 82,2 81,5 82,1 82,7 82,8 82,2 82,8
3 28,4 27,8 25,0 23,9 28,8 28,1 25,2 24,1
4 32,4 31,4 32,3 31,4 28,8 28,1 28,6 28,4
5 79,3 79,9 80,2 79,6 82,7 82,8 83,3 82,3
1" 35,7 36,1 36,1 35,8 74,0 74,3 74,3 74,2

Tabela 19. Dados de RMRH e °C das subunidadgslactona saturada e insaturadas (CAtE

al., 1997) (tipo, L-G-Figura 5, p.) (tipos, L-B e L-A-Figura 5, p.). Deshmentos quimicos en
(ppm) e constantes de acoplamedceMm Hz.

(35)37

Bulatacinonas — tipo L-C Gigantetrocina — tipo L-B Corossolone — tipo L-A
C O & O & O &
Cis/trans Cis/trans
1 - 178,8/181,7 - 174,6 - 173,8
2 3,01 33,4/36,7 - 131,1 - 134,2
3a 2,61/1,99 (m) 33,36 2,51 (dd) 33,3 2,26 25,6
3b 1,48/2,23 (m) 33,36 2,38 (dd) - - -
4 4,39/4,55 (m) 78,9/79,4 3,38 (M) 69,8 1,52 27,3
35 (33)a 3,11/3,04 (dd) 43,8/44,2 7,17 151,8 6,95 148,9
35 (33)b 2,61/2,67 (dd) 43,8/44,2 - - -
36 (34) - 205,5 5,04 (dq) 77,7 4,99 77,4
37 (35) 2,20 (s) 29,9 1,42 (d) 19,0 1,42 19,2
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Tabela 20. Dados espectrais de RMN e *C de mistura contendo 2¢ls- e 2 4trans

xylomaticinona (ALALI et al, 1999), em CDGl| Deslocamentos quimicos edn (ppm) e
constantes de acoplamendpém Hz.

O\ 37 O% 37
36
S
3 2
o A&/“OFO
0
Trans
Cis Cis/trans Trans Cis Cis/trans Trans
60 60 6(; 6H eld 6H eld 6H eld
C
1 178,3 178.9
36 205,7 205.8
CH
2 34,4 36.7 3,03m 3,00 m
4 79,3 78.9 4,40 (dddd, 10,5; 4,55
7,5;5,5; 5,3) (dddd, 8,5; 8,5; 5,5;
10 71,7 3,59 m
15 73,972 3,41 m
16 82,600 3,80 m
19 82,660 3,80 m
20 74,042 3,41 m
CH,
3a 25.2-37.4 2,61 m 2,27 m
3b 25.2-37.4 1,49 m 2,00m
5a 25.2-37.4 1,62m 1,58 m
5b 25.2-37.4 1,72m 1,71m
6-9 25.2-37.4 1,17-1,80
11- 25.2-37.4 1,17-1,80
13
14 25.2-37.4 1,43 m
17e, 25.2-37.4 1,68 m
18e
17a, 25.2-37.4 2,00m
18a
21 25.2-37.4 1,43 m
22 25.2-37.4 1,17-1,80
23- 25.2-37.4 1,17-1,80
31
32 31.9 1,17-1,80
33 22.6 1,17-1,80
35a 437 442  261(dd, 18,5; 8,5) 2,67 (dd, 19,0; 9,0)
35b 3,10 (dd, 18,5; 3,5) 3,03 (dd, 9,0; 3,5)
CH,
34 14,1 0,88 (t, 7,0)
37 30,0 2,20's

a, b, e — pode ocorrer inversao de valores.
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6.8.1 Caracterizacao estrutural da substancia annoreticuin-9-ona (AcF-2325-P3)

32 20:

OH OH o) o

22

As substancias AcF-2325-P3 e AcF-0291 foram obtidas como uma graxa branca, que
reagiram positivamente com os reagentes de Dragendoff e Kedde, em CCD, sendo o ultimo
resultado, apresentando cor vermelho palido (RUPPRESHI 1990), usado como diagndstico
para a presenca de um sisterfacyonaa, [3-insaturada.

A analise dos espectros na regido do infravermelho (IV) da AcF-0291 (Figura 88, p. 113),
obtido em pastilha de KBr, revelou a presenca de bandas de absorgéag,&#39 cnit de
deformacéo axial de O-H, e 1075 ¢ntle C-O, em 2925, 2854 énfCH, e CH; olefinicos), em
1463 e1373 cnt de deformac&o angular (Gld CH;), em 1752 e 1713 chrestiramento de duas
cabonilas diferentes, e em 1655 C(estiramento ligacdo duptap-insaturada) (SILVERSTEIN
e WEBSTER, 2000). Estes dados permitiram propor a presenca de upidattnaa,3-
insaturadaA e de grupo carbonilico cetoni@na molécula. A substancia AcF2325-P3 mostrou
espectro IV semelhante.

Figura 88. Espectro na regido do infravermelho (V) da AcF-0291, obtido em pastilha de KBr.
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A anélise dos espectros de RMN da AcF-2325-P3 (Tabela 21, p. 115, Figura 89,
p.117) e da AcF-0291 (Tabela 22, p. 116) permitiu reconhecer semelhancas estruturais das duas
substancias. A mesma semelhanca foi observada na comparacéo dos deslocamentos quimicos do
atomos de hidrogénio com os valores descritos na literatura pamoeeticuin-9-onaMo-5,

Tabelas 21 e 22)A annoreticuin-9-ondMo0-5) € uma acetogenina componente de uma mistura
contendo também os isdbmeros mosina-C (Mo-6) e mosiiMe8) (Figura 90, p. 117; Tabela 22).
Esta mistura foi isolada das cascas da madeirAni®na squamosa e apresentou atividade
anticancer em varios tipos de células (HOPP.ef18D7).

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos sinais observados no espectro’tte RMN
da AcF-2325-P3 (Figura 89) ety 7,21 (H-33), 5,08 (g, H-34), 1,43 (d, 3H-35), 2584 (m,

H-3), 3,84 (m, H-4) envolveram também a comparacdo com dados da literatura éHa@RP
1997) e revelaram-se em acordo com a presenca de uma uwgitiadena a,B-insaturada,
contendo fungéo hidroxila em C-4 (tipo L-B, Figura 5, p. 13) (CAVE.etl8D7).

Nos espectros de RMNC-APT da AcF-2325-P3 (Figura 91, 92 e 93, p.118-Ta8m
observados dois sinais de carbonilas &®11,31 (C-9) e 174, 58 (C-1) e dois na regido de
carbonos olefinicos ed: 151,87 (CH-33) e 131,04 (C-2), que juntamente cersinais emdc
77,96 (CH-34), 69,58 (CH-4) e 19,04 (&Bb) confirmaram a presenca da unidgedactona
a,B-insaturada contendo hidroxila em C-4 (CAVE et 2097).

O sistema mono-tetraidrofuraniam,a’-dihidroxilado foi sugerido pela presenca nos
espectros de RMN’C-APT de AcF-2325-P3 de dois sinais 582,66 (CH-16) e 82,50 (CH-

19) e dois de carbonos carbindlicos &mn74,04 (CH-15) e 73,89 (CH-20), em consonancia com

os sinais correspondentes aos atomos de hidrogénio observados no espectro 't (RigiNa

89, p. 115) endy 3,40 (m, H-15 e H-20), 3,88 (m, H-16 e H-19) e €8841,66 (M, 2H-17 e 2H-

18). Tais atribuicdes foram confirmadas através das correlacfes heteronuclear observadas nos
espectros HMQC (Figura 94, p. 120) e HMBC (Figura 95, p. 121) e homonuclear COSY (Figura
96, p. 122).

Os espectros de RMRC APT revelaram também a presenca de dois sinagugms
metilénicos emd¢ 42,63 (CH-8) e 42,49 (Ck10), deslocamentos quimicos compativeis com a
localizacdo de tais carbonos em posigdem relacdo a funcdo carbonila da cadeia alifatica
(SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000). Estes sinais de atomos de carbono estédo correlacionados
no espectro HMQC (Figura 94) com os dos hidrogéniodem,42 (t, 2H-8) e 2,40 (2H-10)
(HOPP et al, 1997). Estes dados em conjunto com as absor¢cbes no IV (Figura 88, p. 113)
confirmaram a presenca de grupo cetonico na cadeia carbonica da acetogenina.

O sinal do hidrogénio vinilico H-33e(g. emdy 7,21) revela maior desprotecdo em
acetogenina com unidadglactonaa,B-insaturada contendo grupo hidroxila em C-4, devido
provavelmente a formacdo de ponte hidrogénio intramolecular formando um anel de sete
membros envolvendo o oxigénio da carbonila do C-1, além do efeito de conjugacao da ligacéo
dupla (CH-33 e C-2) com a carbonila em C-1. Tal observagao experimental pode ser usada para
estabelecer a diferenca das acetogeninas que possuem e as que nao possuem hidroxila em C-4
As acetogeninas que nao possuem hidroxila em C-4 o H-33 é observagd® s (Tabela 19,

p. 111).

O sinal com maior deslocamento quimico de C-1 quando comparado aquelas das
acetogeninas sem hidroxila em C-4 (Tabela 19) também revela uma desprotecdo causada pela
conjugacaan,-carbonila do anel lactonico e formagéo de anel de sete membros com a hidroxila
em C-4. Os demais sinais também se revelaram compativeis com os modelos da literatura
(HOPP, et al1997).
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O espectro de massas de alta resolucdo obtido através de ionizacdo por eletrospray,
(Figura 97, p. 123) da AcF-2325-P3 apresentou o ion aduto sédico [Meldlajz 671,4236
indicando uma massa molar ez 594, 4236 compativel com a formula moleculggHg,O;. O
espectro revelou também picos que podem ser justificados por ions correspondentes a perda de
moléculas de agua (Esquema 18, p.123).

Nos espectros de massas obtidos através de ionizacdo por impacto de elétrons da AcF-
2325-P3 (Figura 98, p. 122; Esquema 19, p. 125) foram observados, aléem de outros, os picos
correspondentes aos ions fragmentos resultantes de clivagem na posgdaelacdo aos
carbonos oxigenados, o que permitiu confirmar a presenca de um anel tetraidrofuranico, trés
grupos hidroxilas e de um grupo carbonila na cadeia carbbnica, bem como suas respectivas
localizagbes.

A analise comparativa dos dados citados de AcF-0219 e AcF-2325-P3, com os modelos
Mo-5, Mo-6 e Mo-7 (Figura 90, p. 117; Tabelas, 21 e 22, p. 115 e 116), permitiu propor a
configuracdo relativa para o anel tetraidrofuranico como sémadrandtreo semelhante a
annoreticuin-9-ongMo-5).

Pode-se entdo concluir que as substancias AcF-2325-P3 e AcF-0291 séo idénticas e trata-
se da acetogenina annoreticuin-9-ona

Tabela 21.Dados de RMNH e **C da AcF-2325-P3, incluindo-se resultados obtidmsvés de
espectros HMQC e HMBC. Deslocamentos quimicos estdo em ppm e valores de constantes de
acoplamentoJ) em Hz.

c 3 3 ZJen I 3 3
1 174,58 - - 2H-3; H- 174,61 -
33
2 131,04 - 2H-3; H-33 H-34 131,03 -
9 211,31 - 2H-8; 2H- 2H-7; 211,40 -
10 2H-11
CH
4 69,58 3,84 (m) 2H-3; 2H-5 69,56 3.86
15 74,04 3,40 (m) 2H-14 H-17b 74705 3.40 (m)
16 82,66 3,80 (m) 2H-17 2H-18 82766 3.79 (m)
19 82,50 3,80 (m) 2H-18 2H-17 8258 3.79 (m)
20 73,89 3,40 (m) 2H-21 H-18b 73%89 3.40 (m)
33 151,87 7,21 (s) H-34 2H-3; 3H-35 151,92 7.19(d, 1.5)
34 77,96 5,08 (q, 7.0) H-33 — 3H-35 77,99 5.06
(dg, 6.5, 1.5)
CH,
3 33,41  2,50-2,44 (m) H-33; 2H-5 33,30 2.40 (dddd)
2.52 (dddd)

Continua na pagina seguinte
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Continuacao da tabela 21.

5 36,99 1,47 2H-6 2H-3b; 2H-7 36,98 1,47 (m, 2H)
6 25,13 1,60-1,30 2H-5; 25,55 1,26 (sl)
2H-7

7 23,65 1.58(qd;7,3) 2H-8 23,44- 1,26 (sl)
33.30

8 4263 242(t;6,6) 2H-7 42,64 2,40 (t, 7,0)

10 42,49 240 (6,9  2H-11 42 5T 242 (t,7,5)

11 23,46 1.58(qd; 7,3) 23,44- 1,26 (sl)
33,30

12 29,67- 1,25 (m) 2H-11  2H-10 23,44-1,26 (sl)

29,29 33,30

13 25,25 1,60-1,30 2H-14  H-15 25,26 1,26 (sl)

14 33,31 1.38(m) H-15 H-16 33,39 1,41 (m)

17 28,71 1,98-1.66 (m) H-16 H-15;H-19 28,73 1,99 -1,69 (m)

18 28,71 1,98-1.66 (m) H-19 H-16; H-20 28,73 1,99 -1,69 (m)

21 33,13 1,38 (m) H-20 H-19 33,39 1,41 (m)

22 25,54 1,60 -1,30 2H-21  H-20 25,13 1,26 (sl)

23- 29,67- 1.25 (m) 23,44- 1,26 (sl)

29 29,29 33,30

30 31,86 1,25 (m) 2H-31  2H-32 31,86 1,26 (sl)

31 22,62 1,25 (m) 2H-30; 22,66 1,26 (sl)

3H-32

CH,4

32 14,05 0,87 (t; 6,6) 14,07 0,88 (t, 7,0)

35 19,04 1,43(d;7,0) 19,05 1,44 (d, 7,0)

a, b, ¢, d —-podem estar invertidos

Tabela 22. Dados de RMN'H e *C da AcF-0291 e da mistura constituida dos isémeros

Annoreticuin-9-ona, (Mo-5), Mosine C (Mo-6), Mosine B (MofAOPP et al 1997).

AcF-0291 Mo-5 Mo-6 Mo-7
O O O O O On O On

CH»-13 25,21 1,40-1,28 2526 1,26(sl) 25,32 1,26 (sl) 25,28 1,26 (sl)
CH,-14 33,21 1,36 33,39 141 (m) 34,07 1,41 (m) 32,94 1,41 (m)
CH-15 74,04 3,40 (m) 74,05 340(m) 74,38 3,42 (m) 74,21 3,38 (m)
CH-16 82,64 3,79 (m) 82,66 3,79(m) 8266 3,81(m) 83,18 3,81 (m)

CHx-17 28,83 1,98 28,73 1,99 (m) 28,10 1,94 (m) 28,57 1,97 (m)

1,62 1,69 (m) 1,56 (m) 1,75 (m)

CH»-18 28,83 1,98 1,62 28,73 1,99(m) 28, 1,87 (m) 25,23 1,94 (m)

1,69 (m) 10 1,83 (m) 1,75 (m)
CH-19 8267 3,79 (m) 82,58 3,79(m) 8266 3,81(m) 82,14 3,82 (m)
CH-20 73,88 3,4(m) 73,89 340(m) 74,28 3,42 (m) 71,15 3,87 (m)
CH,-21 33,30 1,36 33,39 141 (m) 33,73 1,41 (m) 32,51 1,41 (m)
CH-22 25,50 1,40-1,28 25,13 1,26(sl) 25,14 1,26 (sl) 25,12 1,26 (sl)

Deslocamentos quimicod)(de'H e **C em ppm.
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Figura 91. Espectro de RMNC APT (100 MHz) da AcF-2325-P3 em CRCI
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Figura 92. Expans&o do espectro de RMS APT (100 MHz) da AcF-2325-P3 na regido de
dc 67-85, em CDGI

Figura 93. Expanséo do espectro de RNAS APT (100 MHz) da AcF-2325-P3 na regidodte
31-43, en CDCk.
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Figura 94. Mapa de correlacdo HMQC da AcF-2325-P3, em GDCI
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Figura 95. Mapa de correlacbes HMBC da AcF-2325-P3, em GDCI

121



Figura 96. Mapa de correlacdes COSY (400 MHz) da AcF-2325-P3, em{LDCI
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Figura 97. Espectro de massas de alta resolucédo da AcF-2325-P3 obtido através de ionizagéo por
eletrospray.

OH HO o

32

31 29 27 25 23 21 19

CasHgoNaG; Na©  0O° 10
m/z617.439324 (calculado)
m/z 617.423Gobservado)

32

31

m/z595 18 17 e @]
H,O [
H

29

29

OH HO o

32

27 25 23 21 19

C35H6106 HO” 1 O
m/z577.446815 (calculado) H;0

m/z 577.4313observado)

Esquema 18. Proposta mecanistica de fragmentacdo postuladas para justificar as perdas de
moléculas de agua da AcF-2325-P3 no espectrometro de massas (EM-ES).

OContinua na péagina seguinte
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Continuacao do esquema 18.

32 30 28 26 24 22

31

Cs5H5¢05
(@]

27
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32

29 23 21 19

C3sHs570,
m/z541,425685 (calculado H,O
m/z 541,4185observado)

32

29

C35Hs503
m/z523,415120 (calculado) O+
m/z 523,4156 observado)

27

35

EE a7 41,768

L

307
a0q 71

E49

353 418 451471491 515 541

100 200 200 400 500 GO0
Figura 98. Espectro de massas da AcF-2325eB8do através de ionizacdo por impacto de
elétrons.
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H0 H,0
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C18H2905 O O OH 2~3
/2 225 (8,6% 0]
m/z 325 (96,5%) HO m/z 225 (8,6%)
2
Koo
*OH o)
, N +O\\\ ! ° 8 %
2
9 8 6 % 9 f - ) 7 _— .
34
m/z 307 (52%) o703 g
l\_,_, H,0 m/z207(155%) O

m/z 289 (24%)
Esquema 19. Proposta mecanistica de fragmentacdo da AcF-2325-P3 no espectrometro de
massas operando por impacto eletrénico.

6.8.2 Caracterizacdo estrutural da acetogenina cacansin-9-ona (AcF-2325-P5)

A acetogenina codificada de AcF-2325-P5 foi obtida como um sélido amorfo branco, que
reagiu positivamente com os reagentes de Dragendoff e Kedde em analise por CCD, sendo este
altimo resultado um diagndéstico partagtonasa-f-insaturada (RUPPRECHT et a1990).

O espectro na regido do IV (Figura 99, p. 126) obtido em pastilha de KBr apresentou
bandas de absorcdo ewax 3438, 1076 (OH), 2920 e 2850 (CH) 1764 — 1755 (@sup
carbonilicos) e 1699 chfligacdo dupla).
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Figura 99. Espectro na regido do infravermelho (V) da AcF-2325-P5, obtido em KBr.

A andlise dos espectros de RMN (Figura 100, p. 128) &C APT de AcF-2325-P3
(Figuras 101, p. 128; 102 e 103, p. 129) revelou semelhancas estruturais com AcF-2325-P3
(Tabela 21, p. 115).

Os sinais observados no espectro de RNMiNom deslocamentos quimicos &m 7,20
(H-33), 5,06 (H-34) e 1,43 (d, 3H-35) (Tabela 30, p. 128) sugeriram que as acetogeninas contém
uma unidadeg-lactonae-f3-insaturada com hidroxila em C-4. Estes dados em conjunto com o0s
sinais observados nos espectros de RMNAPT, em & 174,61 (C-1), 131,11 (C-2), 151,91
(CH-33) e 78,00 (CH-34) confirmam a tal unidade estrutural. A banda de absorgge&7b5
cm™ no espectro na regido do IV (Figura 99) revelotasebém em acordo com esta dedugéo
estrutural. A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono
envolveu também a comparagdo com valores descritos na literatura @&AYHE997; HOPRet
al, 1997).

As informacdes adicionais obtidas pela andlise nas regi6es.c8r84 (H-4), 3,82 (H-14
e H-17) e 3,40 (H-13 e H-18) no espectro de RMNFigura 100) e os sinais edg 82,73 (CH-

14), 82,36 (CH-17) e 73,70 (CH-13) e 74,17 (CH-18) nos espectros de"BRMIRT (Figuras

101, 102 e 103) indicaram a presenca de um anel tetraidrofuranico com duas hidroxilas
adjacentes. Nestes ultimos observa-se também a presenca de sinal correspondente a um grupt
carbonilico cetdnico em¢ 211,16 (C-9), permitindo também justificar os ssnde carbonos
metilénicos localizados em posicéoa carbonila, pelos deslocamentos quimicosdem2,57

(CH»-8) e 42,43 (CKH#10). A localizacdo da carbonila no atomo de casbGr® e o anel THF
envolvendo o atomo de carbono C-14 foi sugerida pelo deslocamento quimico-d eiddc

19,93 (Tabela 30), revelando-se compativel com a influéncia dos efeitos de pydgséa) do

atomo de oxigénio da carbonila em C-9 e do grupo hidroxila em C-13. Esta deducéo apoiou-se
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também na andlise dos picos eme 297, 279, 225 e 207 observados no espectro de massas
obtido através de ionizagdo por impacto eletrénico (EM-IE, Figura 104, p.130), que foram
atribuidos aos fragmentos B, C e D, respectivamente (Esquema 20, p. 131).

Os espectros de correlacbées HMQC (Figura 105, p. 134), HMBC (Figura 106, p. 135) e
COSY (Figura 107, p. 136) foram também usados no trabalho de elucidac&o estrutural desta
substancia e permitiram a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénios e carbonos (Tabela 23, p. 132).

A andlise do espectro de massas de alta resolucdo obtido através de ionizagdo por
electrospray (Figura 108, p. 137) revelou a presenca do ion [M+&a]jmvz 617,4248
compativel com acetogenina de massa moleaular594 {n/z 617 -23 = 594) e formula
molecular GsHe0O7 (GU, et al, 1997). Este espectro de massas permitiu também confirmar a
presenca de hidroxilas pela observacio de pitp577,4048 ([M+H-HO]"), 559,4041 ( [M+H-

2 H,O] ") e 541,3835 ([M+H-3 kD] ), justificados por reacdes de fragmentacéo correspues
a perda de moléculas de agua (Esquema 21, p. 137).

Os principais picos observados no espectro de massas obtido através de ionizacdo por
impacto eletrénico (Figura 104, p. 130) foram justificados pelos ions fragmentéarios relativos as
clivagens entre os carbonos C-13/C-t#z(297), C-18/C-191(/z 379, correspondente a 397-

H,0), C-9/C-10 vz 225 e 207, este ultimo corresponde a 22690HEsquema 20, p. 131).

A interpretacdo dos espectros de massas permitiu justificar as diferencas estruturais entre
AcF-2325-P5 e AcF-2325-P3 pela posi¢cdo dos anéis THF em cada substancia localizados nos
carbonos C-14 e C-16 respectivamente.

Através de comparac¢do com dados da literatura (FUGIMEED 1994; RUPPRECHT
et al, 1990; CAVE,et al,l1997 e HOPRt al, 1997) foi possivel atribuir & configuracao relativa
de AcF-2325-P5 como sendo treand/treo.

De acordo com revisao na literatura, até o0 momento a AcF-2325-P5 aparece como uma
acetogenina inédita denominada cacansin-9-ona.

Cacansin-9-ona
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Figura 100. Espectro de RMAH (400 MHz) da AcF-2325-P5, em CDCI

Figura 101. Espectro de RMNC APT (100 MHz) da AcF-2325-P5, em CRCI
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Figura 102. Expansdo do espectro de RMNAPT (100 MHz) da AcF-2325-P5 na regido de
dc 67-85, em CDGI

Figura 103. Expanséo do espectro de RMINAPT (100 MHz) da AcF-2325-P5 na regido de
Oc 13-44, em CDGI
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Figura 104. Espectro de massas de AcF-2BZbobtido através de ionizagcdo por impacto de
elétrons.
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Esquema 20. Proposta mecanistica de fragmentagdo da AcF-2325-P5no espectrometro de
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Tabela 23. Dados de RMRH e *3C da AcF-2325-P5, incluindo se resultados obtidmsvés de
espectros 2D HMQC e HMBC. Deslocamentos quimidper ppm e valores de constantes de
acoplamentoJ) em Hz*.

OH g
ACF-2325-P5 ACF-2325-P3
Sc ¥ “JeH JeH Sc S
C
1 174,61 - - 2H-3; H- 174,58 -
33
2 131,10 - 2H-3; H-33 H-34 131,04 -
9 211,16 - 2H-8; 2H-10 2H-7; 2H-11 211,31 -
CH
4 69,65 3,84 (m) 2H-3 - 69,58 3,84 (m)
13 73,70 3,40 (m) 2H-12 H-11a; H- - -
15b
14 82,73 3,82 (m) 2H-15 2H-16 - -
15 - - - - 74,04 3,40 (m)
16 - - - - 82,66 3,80 (m)
17 82,36 3,82 (m) 2H-16 2H-15 - -
18 74,17 3,40 (m) 2H-19 H-16b - -
19 - - - - 82,58 3,80 (m)
20 - - - - 73,89 3,40 (m)
33 151,91 7,20 (s) H-34 2H-3; 3H-35 151,87 7,21 (s)
34 78,00 5,06 (dg) H-33; 3H-35 - 77,96 5,08 (q, 7,0)
CH,
3 33,46 2,50 (m), H-33 3341  2,50-2,44 (m)
2,40 (m)
5 36,99 1,48 2H-6 H-3b 36,99 1,47
6 23,43 1,49 2H-8 25,13 1,60-1,30
7 25,11 1,48 2H-8 23,65 1,58 (qd; 7,3)
8 4257 2,43, 7,7) 2H-7 42,63 2,42 (t; 6,6)
10 4243 243 (t, 7,7) 2H-11 42,49 2,40 (t; 6,9)
11 19,93 1,80 (m), 2H-10; H-13 23,46 1,58 (qd; 7,3)
1,70 (m) 2H-12
12 32,82 1.39 2H-11 2H-10 29,67-29,29 1,25 (m)
13 - - - - 25,25 1,60-1,30
14 - - - - 33,31 1,38 (M)
15 28,72 1,98 (m)- - - - -
1,66 (m)

Continua na préxima pagina

132



Continuacao da tabela 23.

16 28,71 1,98 (m)- - - - -
1,66 (m)

17 - - - - 28,71 1,98-1,66 (M)
18 - - - - 28,71 1,98-1,66 (M)
19 33,38 1,37 - - - -

20 25,59 1,45, 1,36 2H-19 H-18 - -

21 29,67-29,33 1,30-1,20 33,13 1,38 (m)
22  29,67-29,33 1,30-1,20 25,54 1,60 -1,30
23- 29,67-29,33 1,30-1,20 29,67- 1,25 (m)
29 29,29

30 31,91 1,25 3H-32 31,86 1,25 (m)
31 22,67 1,25 2H-30;3H-32 22,62 1,25 (m)
CHs,

32 14,09 0,88 (t, 6,6) 2H-31 2H-30 14,05 0,87 (t; 6,6)
35 19,08 1,43(d, 7,4) H-34 19,04 1,43(d;7,0)

*O espectro 20H-"H-COSY também foi usado nesta interpretacéo detaelms experimentais.
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Figura 105. Mapa de correlacdes HMQC da AcF-2325-P5, em ¢€DCI
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Figura 106. Mapa de correlagbes HMBC da AcF-2325-P5, em ¢DCI
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Figura 107. Mapa de correlagbes COSY da AcF-232P5, em £DCI
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Figura 108 Espectro de massas de alta resolucdo da AcFR326btido através de ionizacao
por eletrospray.
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m/z 599.4095 observado)

Esquema 21 Proposta mecanistica de fragmentacédo postulaalia@s jpstificar as perdas de
moléculas de 4gua da AcF-2325+REespectrometro de massa (EM-ES).

Continua na proxima péagina
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Continuacao Esquema 21.
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6.8.3 Caracterizacdo estrutural das substanciagjs-Rbrazilinona-A (AcF-0214A) etrans-
Rbrazilinona-B (AcF-0214B)

A mistura isomérica (AcF-0214) constituida das acetogeninas, AcF-02144&igP &-
AcF-0214B (2,4trans) (Tabela 24, pl141) foi isolada como uma graxa branca amorfa. Este
sélido néo reagiu em CCD com o reagente de Kedde, sugerindo a auséncia dey4$atEma
a,B-insaturada (RUPPRECHEt al, 1990), e mostrou-se transparente quando submetido a
revelagdo usando radiagdo UV na faixa de 254-366 nm, também em acordo com a auséncia de tal
cromoforo. O resultadaa]p = +9 (c = 0,20600 g/100 mL; CH4g}lé indicativo da presenca de
carbono assimétrico na molécula (SOLOMONS & FRYHLE, 2006).

O espectro na regido do infravermelho (Figura 109, p. 142) mostrou absor¢cbgs.em
3419 e 1070 cf, correspondentes respectivamente a estiramentligagées O-H de &lcool e
C-O; emvmax 2920 e 2850 de estiramento simétrico e assimétiec€H e/ou CH; em Vyax
1467 e 1409 ci de deformagdo angular de gruposz@HCH alifaticos e envma, 1747 cni e
1714 cm' correspondentes a estiramentos C=0 de duas carbadistintas, sugerindo a presenca
de carbonilag-lactdnica Vmax 1747 cnt) e cetdnicaVmax 1714 cnit).

O espectro de massas da AcF-0214 obtido através de ionizacdo por eletrospray (Figura
110, p. 142) revelou o pico correspondente ao ion [MiWajvz 647 (M + 23]), permitindo
deduzir massa moleculan/z 624 (GU,et al, 1997) e, consequentemente, a férmula molecular
Cs7Hgg0; para as duas acetogeninas. Esta férmula molecgiidgdO; revela-se com menos oito
atomos hidrogénio (&H7607- C37HesO7 = Hg) €, assim, deficiéncia igual a quatro.

A andlise dos espectros de RM® da AcF-0214 (Figura 111, p. 143; Tabela 24, p),141
revelou a presenca de pares de sinais com deslocamentos quimide4d 8,78 e 179,32 (C-1);
37,09 e 34,85 (C-2); 79,28 e 79,70 (C-4); 44,40 e 44,59 (C337)6,11 e 206,05 (C-36) e 30,35
e 30,41 (37), cuja as atribuicdes foram feitas por comparacdo com dados da literaturagfALALI
al., 1999).

O espectro de RMNH (Figura 112, p143) revelou sinais ey 4,42 e 4,57 (m, H-4);
3,01 e 3,04 (m, H-2); 2,02 e 1,98 (m, H-3a e H-3b); 3,05 e 2,73 (m, H-35a e 35b) e um sinpleto
emdy 2,21 (3H-37) atribuido a grupo metila carbonila. Estes dados séo caracteristicos para a
presenca de duas unidades cetolactgfssaturada (2,4is e 2,4trans) (Tabela 20, p. 112).

Os espectros HMQC da AcF-0214 (Figuras 113, 114, p. 144 e 115,)dodats usados
para confirmar as correlacdes entre carbonos e hidrogénios das subupldattesms. Observa-
se que para o isdbmenis C-2 absorve endc 37,09 e otrans em d¢c 34,85. A blindagem de
Ac = 3,14 ppm observada no isbmdrans em relacdo aais pode ser atribuida ao efeito de

protecdo gamay( envolvendo trés ligacdes) do CiB (e V).
5 5

%/—, efeitoy
o
(@] 2 ‘ 36

3 37 Vi 35 37

7
)
2,4<cis 2,44rans 3 34,85
[l v

O 37,09

A comparacédo destes dados com os valores correspondentes descritos na literatura para a
mistura isomeérica de 2@s- e 2,4trans-xylomaticinona (Tabela 20) permitiu assegurar que a
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cacanse foram denominadas de Rbrazilinona A (AcF-0214A) e Rbrazilinona B (AcF-0214B) em
homenagem ao Professor Raimundo Braz-Filho.

Tabela 24. Dados de RMNH (500 MHz), e ®C (125 MHz) da mistura AcF-0214
(Rbrazilinonas A e B, em CDC}. Deslocamentos quimico®)Eem ppm e constantes de

acoplamentoJ) em Hz*.

Cis Trans Cis Trans
Oc Oc (o o “Jen “Jon
C
1 178,78 179,32 2H-35; 2H-3
36 206,11 206,05 2H-35; 3H-37
CH
2 37,09 34,85 3,08 3,04 2H-3; 2H-35
4 79,72 79,28 4,42 (m) 4,57 (m) H-3b
9 71,94 3,55-3,65
13 74,66 3,45-3,40
14 83,02 3,83-3,70 2H-15
17 83,16 3,83-3,70 2H-16 2H-15; H-14
18 74,48 3,45-3,40 2H-16
CH,
3 33,65 33,76 2,02-1,98 2H-35
5 35,84 35,81 1,70-1,60
6 25,79-25,99 1,60-1,30
7-8 30,13-29,73 1,50-1,20
10 33,59-33,44 1,50-1,20
11 21,99-22,51 1,60-1,30 H-13
12 33,59-33,44 1,65-1,55 H-13 H-14
15 29,24 2,02-1,98/1,61-1,50 H-14 H-13
16 29,21 2,02-1,98/1,61-1,50 H-17 H-18
19 33,59-33-44 1,65-1,55 H-18 H-17
20 25,79-25,99 1,50-1,20
21-31 30,13-29,73 1,50-1,20
32 32,32 1,65-1,55
33 23,09 1,28 3H-34 3H-34
35 44,40 44,59 3,05 2,73 H-2 H-3b; 3H-37
CH3
34 14,53 0,89 (t, 7,0 Hz)
37 30,35 30,41 2,21 (s)

*A presenca do isdbmeitoansem AcF-0214 é a maior percentagem. Valores de deslocamentos
quimicos inter-cambiavei& f. O niimero de atomos de hidrogénio ligado a cada atomo de
carbono foi deduzido pela comparacéo dos espectros dé'RMN} e RMNC-DEPT-135°.

Os espectros COSY e NOESY foram utilizados.
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Figura 109. Espectro na regido danfravermelho daAcF-0214, obtido em KBr

Figura 110. Espectro denassa daAcF-0214 obtido através de ionizagdo por eletrospray.
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Figura 111. Espectro de RMAC (125 MHz) da AcF-0214, em CDLI

Figura 112. Espectro de RMRH (500 MHz) da AcF-0214, em CDLI
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Figura 113. Mapa de correlacées HMQC da AcF-0214, em gDCI

Figura 114. Expansao dmapa de correlagbes HMQC da AcF-0214 na regidx @5 a 45, em
CDCls.
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Figura 115. Expansao do mapa de correlacbes HMQ®Baka0214 na regido d&: 70 a 85, em
CDdls.

Figura 116. Espectro de DEPT 135° (125 MHz) da AcF-0214, em ¢€DCI
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Figura 117. Expanséo do espectro de DEPT 135° (125 MHz) da AcF-0214 na re@géd@la
50, emCDCl.

Figura 118. Mapa de correlagdes COSY da AcF-0214, em DCI
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Figura 119. Expansao do mapa de correlacdes COSY da AcF-0214 na redigb,8a 2,4, em
CDCls.

Figura 120. Mapa de correlacdes HMBC da AcF-0214, em GDCI
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Figura 121. Mapa de correlagbes NOESY da AcF-0214, em €DCI

Figura 122. Espectro de massas da AcF-0214 realizado através de impacto de elétron.
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34 2

Ca7Hgg07

m/z624 CS7H6807 + Na* (m/Z 624 +23 = 647)
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CH2O O 37 CO2
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_>) m/z351 (14.2 %) H0
CooHaiOs /2289 (35.0 %), C1gHyg0,

/ 369 4 /0) Co 06 m/z 307 (41.8 % C 704
m/z . 3 1
( 20" '33 /z ( . /) ’ g2

l\» H,0
m/Z 289 (35 0 0/0) C18H2503
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Esquema 22. Proposta mecanistica de fragmentacao no EM-IE com valores diagnésticos da
AcF-0214.
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Esquema23. Proposta mecanistica de fragmentacdo no EM-IE para a mistura (2,4-cis/-trans)-
xylomaticinonas conforme dados registrados na literatura (AleAll, 1999).
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6.8.4 Caracterizacao estrutural dos derivados acetilados, dibrazilinona-Al
(AcF-0214A1) e transRbrazilinona-B1 (AcF-0214B1)

Os dados espectrais de RMN (Figura 123, p152), RMN™C (Figura 124, p. 152) da
mistura isomérica acetilada, denominada AcF-0214AcF-0214A1 e AcF-0214B1), foram
usados para confirmacdo das estruturas deduzida. Os deslocamentos quimicos dos sinais
referentes aos hidrogénios carbindlicos, de AcF-0214, G3-9,65-3,55, m), CH-13¥ 3,45-

3,40, m) e CH-18d&, 3,45-3,40, m) (Tabela 24, p. 141), foram deslocadoso previstos, para

menor campo (menor densidade eletronica promovida pelo efeito retirador de eletrons do grupo
carbonila da funcéo éster acetoxila — efeito indutivo) (SILVERSTéIAL, 2000):0y 4,98/4,99

(m, H-9) e 4,88 (m, H-13 e H-18). Os sinais correspondentes aos grupos metilicos das funcdes
acetoxilicas, foram observados como simpletos g1 e 2,06 (Tabela 25, p. 153).

A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono carbindlicos
observados nos espectros de Rf#Ne DEPT 135° de AcF-0214 com os de RN da AcF-
0214Ac (Figura 124, p. 152¢velou as modificagcdes nos deslocamentos quimicos previstas pela
acetilacdo dos grupos hidroxilicos: desprotecédo dos carbonos CH-9, CH-13 e CH-18 e protecéo
(efeitoy do oxigénio acetoxilico) dos carbonos £31 CH-10, CH-12, CH-14, CH-17 e CH19
(MAHATO and KUNDU, 1994). O espectro de RMRC da mistura acetilada mostrou ainda a
presenca sinais das unidades acetoxilicas com deslocamentos quim&o$7dn84 (C=0cis)

e 171,02 (C=0, trans dos grupos metilicas-carbonilicos endy 21,56 e 21,65.

Os espectros em 2D HMQC (Figura 125, p. 16400SY da AcF-0214A(Figura 126, p.
154) foram também utilizados na interpretacdo dos espectros em 1D.

Apoés andlises destes dados pode-se propor a estrutura das substancias acitiladas:
Rbrazilinona-Al e tran®kbrazilinona-B1.

37 x—%
36
S
34 3 2
33 518 .I 11 9 7 O “‘{/40? O
ococh  OCOCH &l 3 y ©
Cis Trans

A preparacdo dos ésteres de Mosher para determinagcdo das configuracdes absolutas
através dos diastereoisbmeros, envolvendo a utilizacdo dos adRlose ((S)-metoxi-
trifluorometil-fenil acético (MTPA), consta da préxima etapa a ser cumprida.
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Figura 125. Mapa de correlacdes HMQC da mistura acetilada AcF-0214Ac, eny.CDCI

Figura 126. Mapa de correlacdes COSY da mistura acetilada AcF-0214Ac, em.CDCI
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7 TESTES DE ATIVIDADES BIOLOGICAS

O estudo de plantas direcionado por teste de atividades bioldgicas dos extratos e fracfes
obtidas nas diferentes etapas de purificacdo, tem importancia bastante significativa na busca de
principios ativos. Quanto mais apurados forem os testes, mais significativos serdo os resultados
ja que as substancias biologicamente ativas estdo na maioria das vezes em baixas concentracdes
Contudo nem sempre este monitoramento apurado € possivel devido & necessidade de atuacao d
outros profissionais em outros centros de pesquisa. Os testes devem ser altamente sensiveis
faceis de realizar (HOSTETTMANN e outros, 2003) e de baixo custo preferencialmente.

Crustaceos, moluscos e insetos séo invertebrados que fazem parte de grupos alvos para
realizacdo de teste de atividade biologica (HOSTETTMANN e outros, 2003). Neste trabalho foi
possivel realizar testes com alguns invertebrados.

O ensaio da toxidez para o crustasiemia salina L, tem sido utilizado como modelo
para se detectar a presenca de substancias bioativas em extratos (M§&aBSUGHLIN et
al, 1991) e tem mostrado uma boa relagdo com teste de citotoxicidade em células cancerigenas
(P-388). A busca de acetogeninas em extratos de plantas da familia Annonaceae também tem
sido guiada por estes ensaios, que sado simples e de baixo custo (PIMENTA, 1999).

7.1 Avaliagdo da toxidez de extratos de A. cacalwarming frente a Artemia salina Leach

Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de
Quimica — CCEN da Universidade Federal de Alagoas com a colaboragédo do Prof. Dr. Antonio
Euzeébio G. Sant’/Ana e Dra. Aldenir Feitosa dos Santos.

A) Experimental

Foram usadas larvas detemia salina Leach apos 48 horas de eclosédo, obtidas a partir de
duas incubacdes sucessivas de 24 horas sob iluminacgao parcial.

O ensaio de toxicidez sobfatemia salinafoi realizado conforme a metodologia citada
por McLaughlin (MACLAUGHLIN et al, 1991). Foram testados os extratos e particbes em
hexano e etanol das folhas; em hexano, cloroférmio e etanol da madeira; metanol e acetato de
etila dos frutos.

Na fase preliminar do teste, foram feitas diluicbes das amostras pelo método de diluigbes
aritméticas em agua do mar a 1% de DMSO (v/v). Cada experimento foi realizado pelo menos
duas vezes (Tabela 26, p.156).

Na fase apurada cada amostra foi avaliada em funcédo dos resultados apresentados no
ensaio preliminar e cada concentracao foi quadruplicada (Tabela 27, p 156). Utilizou-se para
analise das doses letais o programa Finney.
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Tabela 26. Resultados preliminares da toxicidade sobre Artemia sallacdeasn Warm.

Extratos de A. cacan®/arm % de Mortos

1000ppm | 100ppm| 10ppm 1ppm
Hexanico das folhas 100 100 80
Etandlico das folhas 100 95 86 2
Cloroférmio da madeira 100 100 83,5 5
Etandlico da madeira 100 95,6 92 10
Hexanico da madeira 100 90,5 48 36,2
Metandlico dos frutos 100 94,74 44,83 28,95
Acetato de etila dos frutos 100 100 73 20

Tabela 27. Os resultados da anali$A$) em fase apurada de A. cacasn Warm.

Conc. |% de |Concentracao Letal — ppm
Annona cacan¥Varm. ppm Mortos | Intervalo de confianga -1C
Extratos CLlo [|C95] CL50 CLgo
[1C o [ICos]
Acetato de etila dos frutos 30 (100 2,426 7,534 [5,017;23,390
20 97,5 [0,842; 3,859] 12,098] [13,953;
10 95 81,198]
8 20
6 18,6
4 17,5
2 13
1 0
Hexanico das folhas 2 100 0,171 [0,057;0,486 [0,303;1,379 [0,923
1 85 0,280] 0,697] 3,043]
0,5 35
0,1 7,6
Etandlico das folhas 6 100 1,346 [1,110;2,430 [2,164}4,389 [3,731
4 75 1,54 9] 2,754] 5,534]
2 55
15 5
1 2,5
0,8 0

Continua proxima pagina
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Continuacao da Tabela 27.

Cloroférmio da madeira 2 100 0,0390 0,181 [0,134;0,843 [0,563
1 83,3 [0,0196; 0,243] 1,599]
0,5 82,9 0,060]
0,2 83
0,1 28,57
0,08 19,5
0,06 9
Etandlico da madeira 0,6 |100 0,111 [0,089;0,176 [0,157;0,279 [0,241
0,4 100 0,128] 0,199] 0,353]
0,2 60
0,1 7,1
Metandlico dos frutos 1 73 0,039 0,181 [0,134;0,843 [0,563
0,8 61 [0,0196; 0,243] 1,599]
0,6 58,53 |0,060]
0,4 53
0,3 50
0,2 30
0,1 0
Hexanico da madeira 0,8 |100 0,052 0,205; [0,151;0,810 [0,551
0,6 90 [0,0245; 0,271] 1,557]
0,4 45,9 0,080]
0,2 47,5
0,1 32,5
0,05 10

Valores de Dky <a 1000 ppm séo considerados ativos para extratos.

Os extratos e particdes foram considerados muito téxicos sobre A. salina L. DL 90 < 25 ppm.

7.2 Avaliacéo da atividade moluscicida com o caramujo biomphalaria glabrata de extratos e
particbes de Annona cacans

A esquistossomose é uma doenca parasitidica que afeta milhdes de pessoas no mundo hé
mais de 3500 anos. O caram@mmphalaria glabrata € considerado o principal hospedeiro
intermediério susceptivel achistosoma mansonio Brasil, sendo considerado o vetor mais
importante (SANTOS, 1977).

A busca de controle da esquistossomiase é uma preocupacdo mundial o que torna
relevante a busca de resultados satisfatorios com uso de plantas ou substancias nelas encontradas

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Bioensaios do Departamento de Quimica —

CCEN da Universidade Federal de Alagoas, pelos professores Antonio Euzébio G. Sant’Ana e
Aldenir Feitosa dos Santos.
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METODOS

A) Organismo usado

Para realizacdo dos ensaios utilizou-se de exemplarBgouhgphalaria glabrata criados
em laboratério e descendentes de caramujos originarios da regido de Barreiro de Cima zona
periférica de Belo Horizonte, Minas Gerais. Nestes foram utilizados exemplares adultos de
tamanho uniforme (didmetro médio da concha — 22 mm) e suas desovas.

B) Preparo das solugdes teste

Nos ensaios com o caramujo adulto 0,025 g de cada amostra foi solubilizada,
separadamente, em 250 mL de agua desclorada a 0,15% de DMSO para obtencdo da
concentracdo de 100 ppm. Aliquotas desta solucdo foram adicionadas a agua desclorada para
obtencgéo das concentracdes de 50 e 10 ppm, nos ensaios preliminares. Nos ensaios apurados 15
mg das amostras foram solubilizadas em 1,5 L de agua desclorada a 0,15% de DMSO, para
obtenc¢éo das solugdes testes a 100 e 80 ppm.

Para avaliacdo da atividade frente aos embrides do caramujo 1,2 mg de cada amostra foi
solubilizada em 12 mL de agua desclorada a 0,15% de DMSO, para obtencao das solucdes teste ¢
100 ppm. Aliquotas foram adicionadas a agua desclorada para obtencéo das solucdes teste a 10
1 ppm.

C) Bioensaio preliminar para atividade moluscicida

Os ensaios bioldgicos envolvem basicamente a imersdo dos organismos alvo nas solucdes
teste por 24 horas e, a observacdo da mortalidade dos mesmos no maximo 96 horas.

Em cada solucéo teste foram introduzidos 5 caramujos, nos bioensaios com o caramujo
adulto e, uma desova nos realizados com embrides de caramujo. A temperatura da agua foi
registrada no inicio e no fim de cada experimento, variando de 24 — 28°C, tendo um pH constante
igual a 6. Paralelo a cada experimento foi realizado controle (+) com carbonato cuprico a 50 ppm
e controle (-) com agua desclorada (Tabelas 28 e 29). Ndo foram realizados os calculgs de CL
CLso e Clgo conforme metodologia citada pela Organizacdo MurakaSaude (Who, 1965),
devido a problemas com as col6nias de caramujos da UFAL.

Tabela 28. Ensaio preliminar da atividade moluscicida sobre B. glabrata (adulto).

Extrato Vegetal deAnnonagParte testada Mortalidade (%)

cacans 100 ppm 50 ppm 10 ppm
Acetato de Etila Frutos 100 100 60
Hexano Madeira 100 100 80
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Tabela 29. Ensaio preliminar da atividade moluscicida sobre B. glabrata (desova).

Mortalidade a (%)
Extrato e partices de Parte testada
Annona cacans 100 ppm 10 ppm 1 ppm
Metanolico Frutos 1,8 0 0
Acetato de Etila Frutos 0 0 0
Hexanico Madeira 0 0 0
Cloroférmico Madeira 0 0 0
Etanodlico Madeira 0 0 0
Hexanico Folha 0 0 0
Etanodlico Folha 0 0 0

Nos ensaios preliminares para avaliagdo da atividade moluscicida frente ao caramujo
adulto destaca-se apenas os extratos dos frutos em acetato de etila e hexanico da madeira, qu
foram selecionados para avaliacdo em fase apurada, o que possibilita o calculo das concentracdes
letais Clyo, CLso € Clgo conforme metodologia citada pela Organizacdo Muindiéa Saude
(WHO, 1965).

Nos ensaios preliminares para avaliagdo da atividade moluscicida frente a desova os
extratos e particbes avaliados ndo foram considerados ativos.

Os testes em fase apurada nao foram realizados devido a problemas com a colonia dos
caramujos na UFAL. Tao logo a colonia seja restabelecida sera dado prosseguimento aos testes.

7.3 Avaliacdo da atividade inseticida contra Musca domestica de extratos e particdes de
Annona cacans

Dentre os dipteros terrestres mais importantes estdo as espécies de moscas que vivem
intimamente associadas as atividades humanas.

A Musca domestica € uma mosca ndo hematéfaga cosmopolita e abundante, que vive
habitualmente nos domicilios e peridomicilios humano. E um inseto que tem uma associa¢io
muito estreita com o homem e seu alimento, bebidas e lixo. Pelo seu habito de regurgitar e
depositar suas fezes nos alimentos, ela é a responsavel pela transmissdo de uma variedade d
doencas (GEDENet al 1990,apud SANTOS, 2003), sendo causadora de doencas, como 0S
virus, bactérias, protozoarios e ovos de parasitos (vermes) (JACKSON,apQ89SANTOS,

2003).

As moscas podem carregar os agentes causadores das feridas purulentas, das diarréias
(como a diarréia dos leitbes, da célera humana e outras desinterias bacterianas e as causadas pc
protozoarios) e também os causadores das viroses (como o0 virus da doenca de Aujeszky),
verminose e ovos da mosca do berne. Ainda entre as bactérias, as moscas transmitem o virus
causador da meningite estreptococica dos su8tosptococcus syigjue também podem infectar
humanos (KHIN, 1989, apud SANTOS, 2003).

Estes fatores negativos citados justificam a adoc¢éo de todas as medidas de controle destes
insetos.
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Os testes foram realizados na UFRRJ com a colaboracdo do prof. Dr.Gonzalo Efrain
Moya Borja e Dra. Viviane Martins Rebello dos Santos.

Metodologia

As moscas foram coletadas no campus da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
mantidas em gaiolas e alimentadas com agua e leite em p6. Os seus ovos sdo depositados en
meio de cultura, contendo farelo de trigo e farinha de soja na mesma propor¢cdo, em seguida
foram colocados em potes contendo dieta larval (50% de farelo de soja e 50% de farelo de trigo)
para o desenvolvimento das larvas e finalmente obter as moscas na fase adulta.

Aplicacao toépica dos extratos: Com auxilio de um aspirador foram retirados os mucideos
e transferidos para o sistema de anestesia pos @ata realizar a imobilizacdo por
aproximadamente por 10 minutos. A aplicacao foi feita no dorso do inseto com uma microseringa
(Hamilton).

No teste foram utilizadas 20 moscas, sendo que cada uma foi tratada cpmdg0
amostra (diluida numa solucado de 70% de etanol/30% de agua) e com 4 repeticbes para cada
concentracdo, neste trabalho foram preparadas 5 concentracfes e a observacédo da mortalidade fc
feita apOs 24 horas. Apds a aplicacdo do extrato, as moscas sdo mantidas em vidros pequenos ¢
alimentadas com glicose.

Foi feitos o testemunho com 80 moscas, onde a aplicacdo é feita somente com o solvente
e 100% das moscas permaneciam vivas.

No ensaio conMusca domestica o extrato etandlico da madeirA.dm@cansapresentou
atividade inseticida nas seguintes concentracdes: C (solucdo estoque) = 20 mg#iml5 C
mg/mL, G = 10 mg/mL, G=5,0 mg/mL, G=1 mg/mL. Para o extrato etandlico das folhas, as
concentracbes que apresentaram maior atividade inseticida foram: C (solucdo estoque) = 30
mg/mL, G = 20 mg/mL, G= 15 mg/mL, G= 10 mg/mL, G=5 mg/mL . Para o extrato acetato
de etila dos frutos as concentracdes foram: C (solucéo estoque) = 50 mgaMQ @ig/mL, G
=25 mg/mL, G= 15 mg/mL, G= 10 mg/mL. As médias foram calculadas somandadeside
moscas mortas e vivas nas 4 repeticdes realizadas com cada concentracdo contendo grupo de 2
moscas para cada repeticdo. Com os dados obtidos de moscas mortas e vivas, determinou-se :
dose letal 50 (Dig) (Tabelas 30 e 31, p. 161), pelo método de regrgasiit, utilizando-se o
programa computacional Pélo-PC.
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Tabela 30. Dados de concentracdes(M) e nUmero de moscas vivas e mortas.

Extrato Moscas Extrato Moscas Extrato Moscas
Acetato| Vivas Mortas | Etandlico Vivas
Etandlico| Vivas Mortas | de etila | (média) (média)|da madeira(média) Mortas
das folhaq (média) (média) dos (média)
frutos
C (estoque) 1 19 C (estoqus 3 17 C (estoque 0 20
C: 5 15 G 8 12 G 4 16
C, 9 11 G 15 5 G 8 12
Cs 15 5 G 18 2 G 15 5
C, 20 0 0] 20 0 (0] 18 2
Tabela 31. Valores de Bk dos extratos derfhona cacan¥Varm.
Extratos DL s0(mg/mL)
Etandlico da madeira 8
Etandlico das folhas 13
Acetato de etila dos frutos 20

N&o foi possivel realizar o ensaio com os extratos em hexano devido & dificuldade de
solubilizacdo das amostras em DMSO e TUWIN e pelo fato do solvente matar os organismos

mesmo sem o extrato.
Os extratos avaliados quando compara com o testemunho revelou possivel atividade

inseticida contra a Musca domestica com doses letais conforme dados da tabela acima.
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8 CONCLUSOES

Como se pode constatar a espégiraona cacan®Varming, segue o perfil fitoquimico
da familia (Annonaceae). Mostrou-se rica em uma variedade de estruturas que em sua maioria
apresentam atividades bioldigicas conhecidas.

Os diterpenos cauranicos, as acetogeninas, os esterbides, os derivados benzilicos e
cindmico bem como os alcaldides, oxolaurelina, lanugindsiwmina e @metilmoscatolina,
estdo sendo descritos pela primeira nesta planta.

O estudo fitoquimico dessa espécie levou ao isolamento de seis substancias inéditas: um
caurano: Acidoent17-formil —cauran-19-6ico e trés acetogeninas naturais: Cacansin-9-ona,
(cis)-Rbrazilinona A(trang)- Rbrazilinona B e dois produtos de derivacdcRbsazilinona-Al e
trans-Rbrazilinona-B1.

Devido a alta toxicidade de seus extratos fremie@mia salina e uma possivel atividade
inseticida contraMusca domestica, por si, justifica-se dar continuidade ao estudo dos extratos da
planta, bem como, dos seus constituintes isolados.

Devem-se realizar também, o estudo da atividade biologica das acetogeninas isoladas, em
virtude de serem conhecidas atividades anticancer dessa classe de substancias.

Nesta planta identificou-se, através de testes com reagentes especificos e analise por
CLAE, misturas de acetogeninas que nao tiverdo suas estruturas definidas e que serao
investigadas estruturalmente apds suas purificacdes.
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Cromatograma 3: Obtido por CLAE para a mistura de acetogeninas codificadas de AcF-189X.
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Cromatograma 4: Obtido por CLAE para a mistura de acetogeninas codificadas de AcF-189X.
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Cromatograma 5: Obtido por CLAE para a mistura de acetogeninas codificadas de AcF-1892,

Cromatograma 6: Obtido por CLAE para a mistura de acetogeninas codificadas de AcF-189A.
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