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RESUMO

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo, com indices de
casos crescentes a cada ano nos estados brasileiros, especialmente na regido Centro-
Oeste. Estudos na busca de novas substéncias de origem vegetal com atividade
inseticida tém sido amplamente realizados nos ultimos anos, assim como 0 uso de
extratos vegetais como um método alternativo no controle do mosquito vetor, Aedes
aegypti. A familia Annonaceae tem destaque no Cerrado brasileiro por possuir uma classe
de substancias que apresentam diversas atividades bioldgicas como citotoxica, fungicida,
dentre outras; algumas espécies desta familia apresentaram atividade inseticida sobre
larvas e adultos de A. aegypti. Esse trabalho envolveu o estudo fitoquimico biomonitorado
de sementes de Annona coriacea do Cerrado mato-grossense através de ensaios de
atividade larvicida frente a A. aegypti. Os testes bioldégicos de extratos e fracdes
mostraram que a espécie é promissora como fonte de compostos inseticidas, além de
diversas amostras terem apresentado elevado potencial larvicida com resultados
superiores aos de outras espécies do género Annona. Os resultados da atividade larvicida
dos extratos e fracbes mostraram um aumento direto no potencial biolégico com a
purificacdo cromatogréafica das amostras. O estudo quimico dos extratos ativos hexanico e
metandlico de A. coriacea permitiu o isolamento/elucidacdo de trés substancias, sendo
duas inéditas: as acetogeninas mono-THF a,a-diidroxiladas denominadas coriapentocina
A e B; e uma acetogenina bis-THF a,a-diidroxiladas ja descrita na literatura denominada
bullacina. Dentre essas, a bullacina mostrou possuir alto potencial larvicida frente A.
aegypti (100% mortalidade) sendo pela primeira vez relatada tal atividade bioldgica. Ja
coriapentocina A apresentou atividade larvicida significativa (75% mortalidade). As
atividades encontradas para bullacina e coriapentocina A corroboram com a atividade
biolégica descrita para acetogeninas e sdo associadas com a presenca de grupo bis-THF

e mono-THF nas estruturas.

Palavras-chave: Atividade larvicida, acetogeninas, Annona coriacea, bullacina,

coriapentocina A, coriapentocina B.
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ABSTRACT

Dengue is a major public health problem worldwide, with increasing rates of cases each
year in the Brazilian states, especially in the Midwest. Studies in search of new substances
from plant with insecticidal activity have been extensively realized in recent years, such as
the use of plant extracts as an alternative method to control the mosquito vector, Aedes
aegypti. The Annonaceae family has featured the Brazilian Cerrado for possessing a class
of substances that exhibit various biological activities such as cytotoxic, fungicidal among
others and some species of this family showed insecticidal activity against larvae and
adults of A. aegypti. This work describe the biomonitored study of phytochemical seeds of
Annona coriacea from the Cerrado of Mato Grosso through testing larvicidal activity
against the A. aegypti. The biologicals testing of extracts and fractions showed that the
species is as promising source of compounds insecticides, because several samples have
shown high larvicide potential with superior results to those of other species of the Annona
genus. The results of the larvicidal activity of extracts and fractions showed a direct
increase in the biological potential with chromatographic purification of the samples. The
chemical study of A. coriacea hexane and methanol active extracts allowed to the
isolation/elucidation of three substances, including two novel: the mono-THF acetogenins
a,a-dihydroxylated, named coriapentocina A and B, and a bis-THF a,a-dihydroxylated
acetogenin already described in literature and known as bullacina. Among these, the
bullacina acetogenin showed high larvicide potential against A. aegypti (100% mortality) a
biological activity reported for the first time for this acetogenin. Already coriapentocina A
showed significant larvicidal activity (75% mortalidade). The activities found for bullacina
and coriapentocina A corroborate to the biological activity described for acetogenins which

are associated with the presence of bis-THF and mono-THF group.

Keywords: Larvicidal activity, acetogenins, Annona coriacea, bullacina, coriapentocina A,

coriapentocina B.
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1. INTRODUCAO

O cerrado € um dos 25 sitios de maior biodiversidade do mundo e por esse motivo,
possui 0 reconhecimento de bioma mundialmente mais rico (MYERS et al., 2000). E o
segundo maior bioma no Brasil em area, ocupando 21% do territério nacional, localizado
principalmente na regido central do pais (KLINK & MACHADO, 2005; RATTER et al.,
2006). No entanto, cerca de 67% da cobertura original tem sido retirada nas ultimas
décadas em decorréncia da intensiva e acelerada expansdo da producdo agricola,
acarretando em perda dos recursos naturais, biodiversidade e viabilidade das espécies a
longo prazo (IBGE, 2012; COUTINHO, 2002; RATTER et al., 2006). Apenas uma area de
33 mil km? deste montante é destinada & conservacdo, no qual estima-se que 20% das
espécies endémicas e ameacadas ndo se encontram nessas areas protegidas legalmente
(KLINK & MACHADO, 2005).

Dentre as familias botanicas mais representativas no Cerrado, a Annonaceae Sao
conhecidas por ocupar o nono lugar em abundancia e tem sido apontada por possuir
grande valor de riqueza floristica em todo pais (ALMEIDA et al., 1998b) e por apresentar
uma classe de substancias denominada “acetogeninas de Annonaceae”, que apresentam
diversas atividades bioldgicas como citotdxica, antitumoral, antimicrobiana, entre outras
(NASCIMENTO et al., 2003). Esse grande potencial farmacoldgico tem incentivado nos
altimos anos estudos quimicos e biologicos de diversas espécies desta familia.

Algumas espécies de Annonaceae sao reconhecidas por apresentarem propriedade
inseticida no controle do mosquito vetor da dengue, Aedes aegypti, doenca tropical que
possui maior ocorréncia no Centro-Oeste do pais (MONZON et al., 1994; GOSWAMI &
RABHA, 2007; LIMA, 2005, MENDONCA et al., 2005; BOBADILLA et al., 2005; HENAO et
al.,, 2007; MORAES, 2009). O combate ao mosquito transmissor é realizado
principalmente com uso de inseticidas sintéticos. No entanto, visto as desvantagens da
contaminacdo ambiental, & salde do homem e formagéo de populacdes resistentes, ha
necessidade na busca de alternativas mais sustentaveis e seguras.

Neste contexto, o presente trabalho possui a perspectiva de realizar estudo
quimico biodirigido da espécie Annona coriacea a fim de isolar substancias bioativas
frente a larvas de Aedes aegypti e obter perfil cromatografico dos extratos/fracdes

bioativas na busca da determinacdo da presenca de acetogeninas nos mesmos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Dengue

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo e é
considerada a mais importante arbovirose que afeta o ser humano. As epidemias da
doenca ocorrem geralmente no verdo (MORAIS & CAVALCANTI, 2007). Até o0 momento
sdo conhecidos quatro sorotipos da doenca: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (BRASIL,
2007).

Os paises tropicais sdo o0s principais locais em que ocorre e dissemina-se a
doenca, devido as condicbes do meio ambiente que acabam favorecendo o
desenvolvimento e proliferacdo do mosquito transmissor (BRASIL, 2005). As areas de
distribuicdo de maior risco da dengue no mundo séo paises da América Central, América
do Sul (exceto Chile e Argentina), México, Africa, Australia, Caribe, China, llhas do
Pacifico, india, Sudeste Asiatico e Taiwan (Figura 1).

o s e raprind,

Figura 1 - Ocorréncia e distribuicdo da dengue no mundo - 2010
Fonte: WHO, International Travel and Health - http://www.wpro.who.int/health_topics/dengue

No Brasil, 0 mosquito vetor se faz presente em cerca de 3600 municipios brasileiros,
com destaque para as regides Central, Sudeste e Nordeste (MORAIS E CAVALCANTI,
2007).

2.1.1. Mosquito transmissor Aedes aegypti

Diversas doencas que afetam a saude humana como a dengue, febre amarela,
leishmaniose, malaria e filariose apresentam como vetores algumas espécies de
mosquitos. No caso da dengue, a transmissdo da doenca € realizada por mosquito do
género Aedes, tendo como principal vetor o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culidae), embora outras espécies como Aedes albopictus (Skuse, 1894) e Aedes
polynesiensis (Marksem, 1951) também possam transmitir a doenga (GUZMAN & KOURI,
2001; BRASIL, 2005).

O Aedes aegypti, da ordem Dipterae e familia Culicidae, também vetor da febre

amarela urbana, € considerado um mosquito doméstico, antropofilico, com atividade
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hematofagica diurna e utiliza-se de agua limpa para colocar seus ovos (FURTADO et al.,
2005). Distinguem-se de outros mosquitos por possuirem cor preta com pequenos riscos
brancos no dorso, na cabeca e nas pernas, as asas sao translicidas, emitem ruido
praticamente imperceptivel ao ser humano e sdo de menor porte que 0S mosquitos
comuns.

O macho se alimenta de frutas, ja a fémea busca sangue para suprir suas
necessidades protéicas no periodo de ovoposicdo. Os ovos sdo depositados
separadamente nas paredes internas de objetos em locais proximos a extensas
superficies de agua limpa, no entanto mesmo que ndo haja 4gua no local, os ovos néo
morrem e eclodirdo logo ao primeiro contato com a dgua. Se os ovos forem colocados por
uma fémea contaminada pelo virus do género Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae, os mesmos apdés completarem seu ciclo evolutivo irdo transmitir a dengue
(TEIXEIRA et al., 2006).

Essa espécie se desenvolve por metamorfose completa (cerca de dez a quinze
dias), tendo seu ciclo de vida basicamente quatro fases que sdo ovo (A), larva (B), pupa
(C) e mosquito adulto (D) (Figura 2). O periodo de eclosdo dos ovos apds contato com
agua varia de um a trés dias, o periodo de fase larval varia de cinco a dez dias,
compreendem quatro etapas chamadas instar, possuindo em todos os instares grande
mobilidade, alimentando-se de materiais organicos e microrganicos (fungos, bactérias e
protozoarios) presentes na agua. A pupa também possui mobilidade, possui duracdo de
aproximadamente dois dias e 0 mosquito adulto tem tempo de vida entre trinta a quarenta
e cinco dias (TEIXEIRA et al., 2006; WHO, 1997).

2.1.2. Prevencao e combate ao Aedes aegypti
Pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina contra o virus da dengue tiveram
inicio durante a Il Guerra Mundial, no entanto fatores como a falta de informacdo dos

mecanismos patogénicos, a ocorréncia de quatro sorotipos (DEN 1, 2, 3, 4) e falta de
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incentivos econdmicos dificultaram os avancos nessa area (HOMBACH, 2007). Embora
atualmente, as vacinas para dengue estejam em varios estagios de desenvolvimento, até
o0 momento ndo ha uma vacina validada para a utilizacao.

Visto isso, a prevencao da dengue baseia-se em alguns programas integrados de
vigilancia epidemioldgica (eliminagéo de criadouros naturais, aplicacdo de inseticida para
larvas e adultos), educacdo ambiental e principalmente a integracdo com a sociedade em
acOes voltadas na reducado de potenciais locais de desenvolvimento de formas imaturas
(larvas) (GUBLER, 1998).

Esses controles acima citados sao classificados como mecéanicos que consistem
em medidas direcionadas a vasilhames providenciando a remocdao/alteracdo de suas
condi¢cBes para que ndo possam acumular agua e proliferar formas imaturas do mosquito,
além do controle quimico que consiste na aplicagdo de produtos quimicos em locais e
arredores de criacdo, abrigo e/ou repouso do vetor, sendo ainda dividido em duas
classes, larvicida e adulticida (MARCONDES, 2001; TAUIL, 2001).

Sdo também utilizados alguns repelentes a base de DEET (N,N-dietil-3-
metilbenzamida), a base de mistura de 6leo da semente de andiroba com parafina e a
base de 6leo de citronela. No entanto o uso em larga escala de inseticidas sintéticos tem
sido utilizado para reduzir a populacdo de mosquitos adultos, como no uso do “fumacé”
(MORAIS & CAVALCANTI, 2007).

2.2. Inseticidas sintéticos

Os inseticidas tradicionalmente mais utilizados tem sido os piretroides sintéticos,
organofosforados, seguidos pelos carbamatos e organoclorados que tiveram seu uso
descontinuado e séo proibidos em varios paises, embora o0 seu uso ainda permaneca até
os dias atuais (AUGUSTO & NETO, 2005; BRAGA & VALLE, 2007).

2.2.1. Consequéncias no uso de inseticidas sintéticos

O amplo espectro de atividade dos inseticidas sintéticos, a acéo rapida e eficiente
no combate do mosquito Aedes aegypti sdo algumas das principais vantagens em seu
uso no pais, poréem o uso frequente acarreta uma seérie de desvantagens, como a
contaminagcdo ambiental, alta toxicidade para a saude do homem e da formacgéo de
populacdes resistentes, processo que ocorre com frequéncia, pois morrem os individuos
suscetiveis, mas sobrevivem o0s resistentes o que aumenta a sua populacdo (BRAGA et
al., 2004; MORAIS & CAVALCANTI, 2007).
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A velocidade de formacdo de populacdes resistentes € influenciada por diversos
mecanismos como fatores genéticos, biologico-ecoldgicos e operacionais, sendo que
somente esses Ultimos o homem pode controlar com intuito de reduzir o aparecimento da
resisténcia, significando que para o inseticida continuar eficiente faz-se necessario a
aplicacao de dosagens cada vez maiores (VIEIRA et al., 2001).

A selecdo de populacdo de mosquitos resistentes aos atuais inseticidas ja foi
registrada em varios paises como Tailandia, Panama, Cuba, Peru, Venezuela e em
diversos estados brasileiros, como Paraiba, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Sergipe, Alagoas,
Cear4, no Distrito Federal e na cidade de Campo Grande (JIRAKANJANAKIT et al., 2007,
BISSET et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2007; BESERRA et al., 2007; LUNA et al., 2004;
CARVALHO et al., 2004; BRAGA et al., 2004; LIMA et al., 2006a; CAMPOS & ANDRADE,
2001).

As diversas consequéncias causadas pelo uso de inseticidas quimicos justificam a
necessidade de alternativas mais sustentaveis (menos agressivas ao meio ambiente e a
saude humana) e do desenvolvimento de inseticidas mais seguros com novos modos de
acao (VIEIRA & FERNANDES, 1999; WHO, 2003).

2.3. Inseticidas de origem vegetal

As plantas produzem diversos metabdlitos especiais como um mecanismo de
defesa contra predacdo e infeccdo, adquirindo diversas atividades biol6gicas como
repeléncia, fagoinibidora e inseticida. Esta observacéo incentivou a procura de novos
inseticidas de origem vegetal (VIEIRA & FERNANDES, 1999). Em meados de 1940, o uso
de inseticidas derivados de produtos naturais foi amplamente utilizado no combate aos
insetos da agricultura, no entanto, a partir da Il Guerra Mundial, o surgimento dos
inseticidas sintéticos substituiu por completo o uso de agentes naturais (MORAIS &
CAVALCANTI, 2007; VIEIRA et al., 2001).

A busca de compostos de origem vegetal com acao inseticida tem sido interesse
em diversos grupos de pesquisa de todo o mundo, pois fatores como a viabilidade
econbmica, aliada ao panorama politico global e a menor toxicidade em relacdo aos
inseticidas sintéticos fez com que esta tendéncia tenha criado grandes oportunidades
para o desenvolvimento de inseticidas naturais em laboratérios de pesquisas em
universidades e industrias (MORAIS & CAVALCANTI, 2007).

Os inseticidas derivados de produtos naturais ndo sdo persistentes, ou seja,

degradam-se com maior velocidade que os sintéticos, ndo deixando residuos no alimento
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ou no meio ambiente. Sdo considerados menos toxicos ao meio ambiente e eficaz contra
as pragas domesticas, moscas e mosquitos (MORAIS & CAVALCANTI, 2007).

Para ser comercialmente viavel, uma substancia com potencial inseticida deve
preencher uma série de requisitos, como seletividade contra inimigos naturais, baixa
toxicidade em mamiferos, biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade. Além de
preencher alguns critérios como ser originada de matéria-prima abundante, baixo custo,
facilidade para caracterizacdo e padronizacdo dos compostos ativos em variedades
naturais da planta-fonte e potencial para patentear a tecnologia de obtencdo dos
compostos inseticidas (MORAIS & CAVALCANTI, 2007).

Alguns praguicidas naturais também vém sendo usados como compostos
protétipos para sintese de analogos sintéticos, como os piretroides, rotendides e riandides
(Figura 3).

Br
— CHy coz//// CN
s,
B o
' H H
H
CHs

Deltametrina

MeO

(A) OMe

Rotenona

(B)

Rianodina
©
Figura 3 - Exemplos de piretroides (A), rotenoides (B) e rianoides (C)

2.3.1. Inseticida vegetal contra Aedes aegypti

E crescente o estudo de extratos vegetais ativos eficientes no combate ao
mosquito vetor da dengue (VIEIRA & FERNANDES, 1999). Estudo realizado em 1950
apresentou que de 2500 espécies de plantas analisadas, 180 mostraram atividade
larvicida contra Aedes aegypti (MORAIS & CAVALCANTI, 2007).

Familias botanicas como Asteraceae (GREEN et al., 1991), Annonaceae
(SANCHEZ et al., 1997), Boraginaceae (IOSET et al., 2000), Caesalpiniaceae (SANCHEZ
et al., 1997), Curpressaceae (CHENG et al., 2003), Fabaceae (SANTIAGO et al., 2005),
Flaviviridae (SIMAS et al., 2004), Labiatae (CICCIA et al., 2000), Lauraceae (CHENG et
al., 2003), Lamiaceae (ARIVOLI & TENNYSON, 2011), Leguminosae (GUSMAO et al.,
2002), Meliaceae (SANCHEZ et al., 1997; SIDDIQUI et al., 2000; WANDSCHEER et al.,
2004), Menispernaceae (CICCIA et al., 2000), Piperaceae (SIDDIQUI et al., 2004),
Papaveraceae (SAKTHIVADIVEL; THILAGAVATHY., 2003), Rutaceae (SIVAGNANAME

& KALYYANASUNDARAM, 2004), Sapindaceae (ARRUDA et al., 2003), Solanaceae
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(SANCHEZ et al.,, 1997) e Taxodiaceae (CHENG et al.,, 2003) se destacaram por
apresentarem grande potencial larvicida ao vetor da dengue.

Das familias acima citadas, Annonaceae vém sendo amplamente estudada, pois
possuem substancias potencialmente ativas e € amplamente distribuida pelo territorio
brasileiro (NASCIMENTO et al., 2003; BERMEJO et al., 2005). Algumas espécies desta
familia ja tiveram comprovadas sua atividade inseticida sobre o mosquito Aedes aegypti,
como A. squamosa (MONZON et al., 1994; GOSWAMI e RABHA, 2007; KAUSSHIK e
SAINI, 2009; SANT'ANA et al., 2007), A. crassiflora (SANT'ANA et al., 2007), A. coriacea
(DILL, 2011), A. muricata (BOBADILLA et al., 2005; HENAO et al., 2007; MAGADULA et
al., 2009; SANT'ANA et al.,, 2005; SANCHEZ et al., 1997; DOMINGUEZ-MARTINEZ,
2003; SANT'ANA et al., 2007), A. glabra (MENDONCGCA et al., 2005; SANT'ANA, et al.,
2007), A. cherimola, A. bullata e A. densicoma (SANABRIA et al., 2009).

2.4. Aspectos Quimicos e Farmacologicos
2.4.1. Generalidades sobre a familia Annonaceae e género Annona

Annonaceae é uma das maiores familias da Ordem Magnoliales e entre as
Angiospermas, com cerca de 135 géneros e 2.500 espécies, com distribuicdo pantropical,
constando de arvores, arbustos e lianas (PONTES et al., 2004). Amplamente encontrada
no Brasil, com registro de 26 géneros e cerca de 260 espécies distribuidas nas regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (CHATROU et al., 2004; MAAS et al.,
2010). Engloba uma grande variedade de frutos comestiveis que possuem intensa
semelhanca entre si (ALMEIDA et al., 1998a).

A familia se destaca pela grande variedade de constituintes quimicos pertencentes
a varios grupos fitoquimicos como amidas (LIMA, 2005; SANTOS et al., 1996a), terpenos
(CHANG et al.,, 1998), esteroides (MOREIRA et al., 2003), taninos, flavonoides
(LEBOEUF et al, 1982; PRADO et al., 2008), 6leos volateis, resinas, ligninas (FERREIRA
et al., 2009; BRITO et al., 2008), principalmente alcaloides (SIQUEIRA et al., 2007) e
acetogeninas (MCLAUGHLIN et al., 1999). Os maiores géneros da familia sdo Guatteria
(250 sp), Uvaria (175 sp), Xylopia (160 sp), Polyalthia (150 sp) e Annona considerado o
mais importante com cerca de 150 espécies (NASCIMENTO, 2008).

O género Annona possui ampla distribuicho em paises tropicais (Figura 4)
estendendo-se desde o norte do México, sul da Florida, ilhas do Caribe, Africa tropical,
oeste da India, Madagascar, com maior concentracdo no continente americano, ocorrendo
praticamente em todo o Brasil (LORENZI & SOUZA, 2008; MAAS et al., 2010).
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Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map&kind=Annona&guide=Dicotyledoneae

Diversas espécies desse género séo utilizadas na medicina popular no tratamento
de diabetes, febre, doencas dos olhos, estbmago e intestino, aftas, dermatoses e outras
doencas de pele de criancas e animais, irritacbes, malaria, Ulcera péptica, colicas,
diarreias, doencas venéreas, furdnculos, ulceracfes, para induzir a supuracdo, como
vermifugo, inseticida, abortivo e em acidentes ofidicos (SONNET et al., 1971; SANTOS,
1993; LORENZI, 2002; CORREA, 1984; LEAMAN et al., 1995). Ainda séo atribuidas a
estas as propriedades adstringentes, antidiarreicas, antitumoral, esterilizante, reumatica,
anti-helmintica, parasiticida, carminativas, entre outras (CORREA, 1984; SHIRWAIKAR et
al., 2004).

As principais substancias encontradas no género Annona sao alcaloides
(SIQUEIRA et al., 2007), esteroides (CHEN & WU, 2001), terpenos (CHANG et al., 1998),
flavonoides (SANTOS & SALATINO, 2000; DESAI et al., 2011) e acetogeninas (ACGS)
(MCLAUGHLIN et al., 1999). Nesse género € apresentado o maior niumero de ACGs
isoladas, ja foram relatados mais de 700 ACGs desde 1982 até os dias atuais em apenas
37 espécies estudadas.

No ano de 2005 foi publicado na literatura o ultimo artigo de revisdo de ACGs de
Annonaceae (BERMEJO et al., 2005), partindo-se dessa informacao, foi realizado um
levantamento bibliografico utilizando-se como ferramenta de busca o Portal de Periodicos
Capes e Scifinder™ com varredura de 2006 & 2012. Nesta busca foram relatados
isolamento de mais de 62 ACGs no género Annona e diversas atividades biolégicas como
antioxidante in vitro, citotoxica in vitro, inibitéria do complexo mitocondrial I, antitumoral in
vivo, nematicida, antifingica e antimicrobiana (BARDON et al., 2009-2010;
BOAVENTURA et al., 2010; CHAMPY et al., 2009a-b; CORTES et al., 2006; FENG et al.,
2011; LI et al., 2008; 2009; 2011; LIMA et al., 2009; NASCIMENTO, 2008; PIMENTA et
al.,2006; RAHMAN et al., 2005; SANTOS et al., 2007; SCHLIE-GUZMAN et al., 2009; KIM
et al., 2011; WU et al., 2005; 2008; YANG et al., 2009).
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S&o escassos relatos de ACGs com atividade inseticida frente a larvas e mosquitos
adultos de Aedes aegypti, sendo descrita apenas a acetogenina rolinicina (Figura 7)
isolada de sementes de A. crassiflora que apresentou 100% de mortalidade das larvas
com 10 ppm (LIMA, 2005).

2.4.2. A espécie Annona coriacea Mart

Popularmente conhecida por marolinho e cabeca-de-negro, a espécie Annona
coriacea (Figura 5) é uma arvore nativa que ocorre em fisionomias campestres de
Cerrado, podendo ser encontrada no DF e nos estados da BA, PA, TO, RO, MA, PI, CE,

PB, PE, SP, MG, GO, MT e MS (ALMEIDA et al.,1998a-b; MASS et al., 2010).

-

Figura 5— Arvore e fruto de Annona coriacea
Fonte: Material fotogréfico cedido pela equipe de coleta UNEMAT — Tangara da Serra
E uma espécie arborea com altura de 3 a 7 metros, com folhas simples e grandes

pétalas carnosas. Sua madeira € leve e mole, utilizada em ornamentacéo e paisagismo. O
fruto é globoso ou alongado, polpa branca, aquosa, mole, envolvida por uma casca lisa ou
recoberta por escamas carnosas. Sao apreciados pela fauna e consumidos in natura e na
forma de suco pela populacdo. O periodo de floracéo e frutificagdo ocorre nos meses de
novembro e dezembro (LORENZI, 1992).

Na medicina popular, a espécie é utilizada no tratamento de diarreia, furinculo,
Ulceras, parasitoses, inflamacfes, dores no estomago, gases intestinais, nevralgias,
cefaleia, estomatite, reumatismo, em compressas e bochechos, como anti-helmintico e
antirreumatico (AGRA, 1977; CRUZ, 1985; VALADARES et al., 2005; BERMEJO et al.,
2005; SOUZA et al., 2007).

2.4.2.1. Fitoquimica de Annona coriacea
Desta espécie foi isolado um diterpenoide com esqueleto clerodano que
apresentou atividade citotoxica contra linhagem celular de cancer de ovario humano e

mostrou atividade (ICso 25 pg.mL™) contra fungos fitopatogénicos como Leptospharia
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nodurum, Phytophthora infestans, Saccharomyces cerevisiae, Septoria tritici entre outros

(ORSINI & PELLIZONI, 1977; ADOU et al., 2005).

Sao descritos o isolamento de 11 acetogeninas nesta espécie, sendo a primeira

isolada em 1994, das quais apenas duas apresentaram atividade biolégica significativa

(Quadro 1).
Quadro 1 — Acetogeninas isoladas de A. coriacea
Parte da
Estrutura planta/ Atividade Referéncia
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etandlico tumorais
humanas

gigantecina (7)

OH OH ‘s\\\
\/\/\/‘CMWO raiz/
etandlico

OH OH OH OH OH o

coriaheptocina A (8)

CAVE et al., 1997a

OH

N o raiz/
on oM oW om oH d etandlico
coriaheptocina B (9)

NN (R,

CAVE et al., 1997a

\/(CW\/\/E/\W\/\/\/QO raiz/
i etanolico

coriaciclodienina (10)

MENESES DA
SILVA et al., 1997

\/(CH\Z))/\/\/\/\/MO I’aIZ/
etandlico

OH o

coriacicloenina (11)

MENESES DA
SILVA et al., 1997

H OH OH
A - — \ S raiz/
OH etandlico
coriadienina (12)

citotoxicidade
celular
tumorais
humanas e
animais

CAVE et al., 1996

OH OH H

ol OH
trans
0.
[ R ¢ raiz/
oH  on o ° etandlico

annoheptocina A (13)

LAPREVOTE et al.,
1998

OH OH OH

trans
0.
/ .
S lhre/: \ewmm raI,Z/
oH  on or ° etanolico
o

LAPREVOTE et al.,
1998.

annoheptocina B (14)

coriacina (16)

raiz/ ; CAVE et al., 1995
metanolico

raiz/ i CAVE et al., 1995
metanolico

31



raiz/ i CAVE et al., 1996

etanolico

gigantetronenina (17)
- Nao apresentaram atividade biolégica significativa

Também foi isolado uma proteina lectina das sementes de A. coriacea, que
provocou processo inflamatério em camundongos (COELHO et al., 2006) e atividade
inseticida contra larvas de Anagasta kuehniella (traca da farinha) e Corcyra cephalonica
(traca do arroz), sendo que para A. kuehniella promoveu aproximadamente 50% de
mortalidade (COELHO et al., 2007).

Trabalho recente apresentou os constituintes quimicos presentes no 6leo essencial
das folhas de A. coriacea, analisados por cromatofrafia gasosa acoplada a detector de
massas por ionizacdo quimica (CG-EM) e de ionizacdo de chama (CG-FID), sessenta
compostos foram identificados em uma mistura complexa de sesquiterpenos
monoterpenos. O Oleo volatil apresentou atividade anti-leishmania (promastigotas para
quatro espécies de Leishmania) e tripanocida (tripomastigotas de T. cruzi), mostrando ser
mais ativo contra Leishmania chagasi com ICsp 39.93 ug.mL™ (FISCHER et al., 2011).

2.4.2.2. Estudo bioldgico de extratos de Annona coriacea

Apesar de muito recente, estudo de extratos de A. coriacea (Quadro 2) apontam
grande potencial bioldégico, como mutagénico, antiplasmodial in vitro, alelopatico,
antimicrobiano, citotoxico, analgésico e anti-inflamatério (SOUZA et al., 2007,
VALADARES, et al., 2005; FISCHER et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2011; FORMAGIO et
al.,, 2010; TEMPONE et al., 2005).

A espécie apresenta atividade inseticida sobre ovos e ninfas do barbeiro (Rhodnius
neglectus) vetor da doenca de Chagas (CARNEIRO et al., 2011), sobre ninfas do
percevejo de milho Dichelops melacanthu (SOUZA et al., 2007) e alto potencial larvicida
em Aedes aegypti (100% de mortalidade na concentragdo de 50 ppm) (DILL, 2011).

Quadro 2 - Atividades biologicas de extratos de Annona coriacea

Parte da Solvent% de Atividade biolégica Referéncia
planta extracao
Inseticida SOUZA et al., 2007
CARNEIRO et al., 2011
EtOH Citotoxica OLIVEIRA et al., 2011
Sementes Larvicida DILL, 2011
Mutagénico VALADARES, et al., 2005
MeOH Inseticida SOUZA et al., 2007
Hexano Inseticida SOUZA et al., 2007
Folhas MeOH analgésica e SOUZA et al., 2007
anti-inflamatéria
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Alelopatico FORMAGIO et al., 2010
antiplasmodial in vitro FISCHER et al., 2004
EtOH Antimicrobiano TEMPONE et al., 2005
Citotoxica OLIVEIRA et al., 2011
Fracéo Antimicrobiano TEMPONE et al., 2005
alcaloidica antiplasmodial in vitro FISCHER et al., 2004
Polpa do fruto EtOH Citotoxica OLIVEIRA et al., 2011
Caule MeOH Alelopatico FORMAGIO et al., 2010

2.5. Acetogeninas de Annonaceae

A partir dos anos 80, o estudo fitoquimico da familia foi amplamente difundido
devido ao isolamento da acetogenina (ACG) uvaricina (Figura 6) que apresentou
excelente potencial antitumoral in vivo sobre a leucemia linfocitica em ratos (JOLAD et al.,
1982), despertando grande interesse mundial por essa nova classe de compostos

bioativos, denominada “acetogeninas de anonaceas”.

Figura 6 — Estrutura da acetogenina uvaricina

Estas substancias apresentam-se como uma série de produtos naturais
caracterizados por conter estrutura basica de 35 a 37 atomos de carbono. S0 compostos
de origem policetidica, derivados de &cido graxo com cadeias contendo C-32/C-34 que
combinados com uma unidade de 2-propanol em C-2 formam um anel metil-substituido
a,B-insaturado y-lacténico terminal.

Apesar de ndo haver relatos de trabalhos experimentais sobre a biossintese de
ACGs, andlise retrossintética de substancias conhecidas revelou que as acetogeninas sao
biossintetizadas através de mecanismos semelhantes a rota biossintéica de &cidos
graxos, com combinacdes lineares de duas ou trés unidades de carbono (acido acético e
propandico) via Acetil-CoA, malonil CoA e propanil-CoA.

Os anéis tetraidrofuranicos (THF) adjacentes ou ndo podem ser formados devido
epoxidacao de intermediarios insaturados dieno, trieno e cetotrienona ao longo da cadeis
de acido graxo, com subsequente ciclizacdo para formar de uma a trés unidades de
(Figura 7).

A estereoquimica dos anéis THF e dos grupos hidroxilas adjacentes sao
dependentes da posicédo das ligagbes duplas, da forma de abertura e fechamento dos
anéis epodxidos e dos anéis THF e da face da epoxidacdo. (1990, 1997, 1999). Em relagéo
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ao anel lactdnico, a proposta refere a sua formacédo devido a uma condensacédo do tipo
alddlica e um precursor contendo trés atomos de carbono.

Ao longo da cadeia alifatica podem ser encontrados grupos oxigenados como
hidroxila, cetona e anel epoxido, algumas podem apresentar anéis tetraidropiranicos
(THP), além de ligacdo dupla e tripla. A presenca de acetogeninas de cadeias lineares
com ligacdes duplas, anéis epoxidos e duplas e com mais de um anel epoxido, indica que

estas podem ser precursoras das demais existentes (MCLAUGHLIN et al., 1999; 1990).
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\ / \_/ \ / \ /_\ / \ / \_/ \_/_Y
o " o o o o b \o/

Flgura 7 - Hipdtese para a biossintese de anéis tetraidrofurénicos em acetogeninas de
Annonaceae.

As ACGs podem possuir diversas polaridades, que variam das muito polares como
as extraidas em agua (PEREZ-PACHECO et al, 2004), etanol (SANTOS et al., 1996b),
acetona (KHALEQUZZAMAN & SULTANA, 2006), até as né&o-polares extraidas em
cloroférmio (PARVIN et al.,, 2003), hexano (FONTANA et al., 1998) e éter de petréleo
(OLIVEIRA et al., 1994).

Diversas ACGs ja foram identificadas nos géneros Annona, Anomianthus,
Artabotrys, Asimina, Dasymaschalon, Disepalum, Goniothalamus, Ophrypetalum,
Polyalthia, Porcelia, Rollinia, Saccopetalum, Sassopetalum, Uvaria e Xylopia, sendo
isoladas em diversas partes das plantas, como folhas, ramos e principalmente em
sementes (MCLAUGHLIN et al.,, 1999; BERMEJO et al., 2005); podem apresentar
diferentes caracteristicas fisicas como solido ceroso esbranquicado; cristais; cera incolor
e amarelo-palido; pd branco, cristalino e amorfo; e nas formas de 6leo branco, amarelo e
transparente (MCLAUGHLIN et al., 1999).
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2.5.1. Classificagao estrutural das ACGs

As ACGs sdao caracterizadas com base em sua estrutura quimica. Sao
classificadas quanto ao numero, presenca e/ou auséncia de anéis (THF), de subunidades
de y-lactonas e de anel epoxido (BERMEJO et al., 2005).

Em relacédo ao anel THF, as acetogeninas podem se apresentar como mono-THF,
bis-THF adjacentes, bis-THF ndo adjacentes, tri-THF adjacentes, as que ndo possuem
anel THF e as nao classicas. Os anéis THF e/ou THP podem ser a,a’-dihidroxilados ou a-
hidroxilados (MCLAUGHLIN et al., 1999) (Quadro 3).

Quadro 3 — Classificacdo das acetogeninas em relacdo ao anel THF.

Classes de _ B _ _ _
_ Tipos de anéis THF e THP em sistemas a-hidroxilados
acetogeninas

H

mono — THF «371 © 55;; ;\Q)\;
adjacente

bis — THF N P Ko

nao adjacente 0 o

adjacente

tri— THF Sfj 0 o} o {j

Sem anel yrc{\/(R) \/‘/LLL

THF R=-(CH,)-; epdxido; cetona; alcool
OH
N&o-classicas o ‘1%_ OH
(THP) R K v K y

OH OH OH OH

Em relacdo ao anel lactdnico (Quadro 4), o padrdo de substituicdo do anel pode
variar nas estruturas, podendo apresentar y-lactona substituida, variagdes de cetolactona
ou anel hidroxilado (MCLAUGHLIN et al., 1999).
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Quadro 4 - Classificacdo das acetogeninas em relacdo ao anel y-lactonico.

lactona Anel hidroxilado HO///,,
substituida a,B-insaturado ° 1
0" O R=HouOH

a- acetonila-a,3-

insaturada-y- y- hidroxi metil-y-

lactona saturado

lactona HOH,C

o” 1o
cis ou trans o
cetolactona /'3%‘ B-metoxi-y- HsCO,
o1 © metileno-
: : a,B-insaturado-y- A
Anel hidroxilado = .| butirolactona
“, H,C o)

2.5.2. Elucidacéo estrutural e padrdo de fragmentacédo de ACGs

A elucidagéo estrutural de ACGs ¢€ realizada através da combinagdo de varios
métodos espectroscopicos, principalmente ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EI-EM, ESI-EM, MS/MS e/ou FAB-EM) (LAPREVOTE et al.,
1998). De forma particular, o estudo da espectrometria de massas fornece diversos dados
importantes como formula molecular e massa molecular exatos em casos de
multihidroxilas incluindo uso de derivados tetrametilsilano, estabelecer a posicao do anel
THF com presenca/auséncia de grupo(s) OH adjacentes, verificar a presenca de OH no
C4, quando houver e ainda verificar outros grupos funcionais adicionais como hidroxilas
individuais, didis vicinais e ligagdes dupla na cadeia alifatica (BERMEJO et al., 2005;
TOUBOUL et al., 2010).

Verifica-se nas andlises das fragmentacdes de ACG que € comum a perda de H,O
da molécula (a partir do [MH]"); perda de H,O nas fragmenta¢des quando houver grupo
hidroxila; quebra na ligacdo adjacente ao anel-THF; fragmentacédo entre o anel THF com a
cadeia lateral alquilica terminal; quebra nas ligagées a com C-OH na cadeia alifatica.

A andlise de fragmentacdes de ACG é complexa, pois um grande numero de ACGs
pode ser encontrado com a mesma massa molecular [MH] e, além disso, essas ACG
podem ser de classes diferentes. Como por exemplo, para o ion molecular 638 m/z séao
encontrados mais de 64 ACGs de diferentes classes como mono-THF com OH em C4;
bis-THF adjacente com e sem OH em C4, bis-THF adjacente a-monohidroxilado; bis-THF
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nao-adjacente com e sem OH em C4; com ceto-lactona; anel THP e THF n&o adjacentes;
sem THF, com grupo cetona na cadeia alifatica, tetrahidroxilada com e sem OH em C4;
tetraidroxilada com OH em C5 (MCLAUGHLIN et al., 1996; BERMEJO et al., 2005).

2.5.3. Atividade biolégica e Mecanismo de acéo

As ACGs apresentam uma gama de atividades biolégicas importantes como
antitumorais, pesticidas, antimicrobianas, citotoxicas, antiparasitaria, vermicidas,
imunossupressoras, anti-helminticas, abortivas, antiprotozoarias, fago inibidora do apetite,
antimaléricas, antieméticas, dentre outras (MCLAUGHLIN et al., 1999; ZENG et al., 1996;
NASCIMENTO et al., 2003; BERMEJO et al., 2005).

Estudos apontam que as ACGs atuam como potentes inibidores da NADH
mitocondrial: ubiquinona oxidoredutase (enzima essencial no complexo | do sistema
transportador de elétrons) e da ubiquinona oxidase peculiar da NADH (enzima que
permite as funcdes de fosforilacdo citosodlica) para as membranas plasmaticas de células
tumorais humanas, no qual ocorre para ambos a privacdo de ATP, com resultado
esperado a apoptose (morte celular programada) (WU et al., 1997; GALLARDO et
al.,1998; McLAUGHLIN et al.,1999; BERMEJO et al., 2006; ZENG et al.,1996).

2.5.4. Propriedades inseticidas

Quanto ao seu uso em insetos, inicialmente foi observado que as toxicidades
causadas pelas ACGs resultavam em letargia. Insetos tratados apresentaram niveis
substancialmente inferiores de adenosina trifosfato (ATP), semelhantes aos efeitos da
antimicina A (conhecido inibidor do sistema de transportador de elétrons mitocondrial), por
induzirem o processo de apoptose em células tumorais com concentragdo muito baixa e
por sua capacidade de inibir complexo mitocondrial I, as ACGs sd0 compostos citotoxicos
gue encontram-se em expansdo no uso como inseticidas (MCLAUGHLIN, 2008;
BERMEJO et al., 2006).

Algumas apresentaram atividade mais potente que os inseticidas comerciais, como
as ACGs bullatacina e trilobacina com 2,5 a 5 vezes maior potencial inseticida que a
rotenona inibindo o complexo | mitocondrial, sobre larvas do mosquito da febre amarela e
sobre baratas (segundo e quinto instar). A fragcdo metanolica do extrato etanolico da casca
de Asimila triloba (Annonaceaea) apresentou 30% mais eficaz do que a rotenona em um
ensaio de larvas do mosquito da febre amarela. Em um ensaio com o nematoide

(Caenorhabditis elegans), a mesma fracdo mostrou letalidade de 100% a 10 ppm apés 72
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h, enquanto que as piretrinas ndo apresentaram nenhuma atividade nematocida nas
mesmas condi¢cbes (GUPTA et al., 2011).

De uma maneira geral, as ACGs tém acdo de intoxicacdo sobre os insetos via
ingestao alimentar, inibicAo de crescimento, oviposicdo, inclusive acéo repelente.
Compostos citotdxicos que agem sobre a cadeia respiratéria celular provocam 70% de
mortalidade em alguns insetos como o Aedes aegypti (CORDEIRO et al., 2000). Estudos
gue elucidam o mecanismo de acdo de ACGs em larvas de Aedes aegypti sdo escassos,
mas recentemente um trabalho verificou alterac6es morfoldgicas das células epiteliais do
intestino médio de larvas de Aedes aegypti causadas pela exposi¢cdo de extrato hexanico
de sementes de A. coriacea, confirmando a via de acesso desses compostos pelo trato
digestivo nas larvas (COSTA, 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho visa realizar estudos relacionados aos aspectos quimicos e
atividade larvicida sobre Aedes aegypti de extratos de sementes de Annona coriacea
contribuindo para o conhecimento da biodiversidade mato-grossense sobretudo na busca

de potenciais biocidas.

3.2. Objetivos especificos

o Obter extratos hexanicos e metanodlicos de sementes de Annona coriacea;

o Avaliar o potencial inseticida dos extratos de A. coriacea frente as larvas do
mosquito Aedes aegypti;

o Realizar o fracionamento cromatografico biodirigido dos extratos biologicamente
ativos utilizando particao liquido/liquido, técnicas cromatograficas como adsorcdo em gel
de silica, exclusdo por volume, liguida de alta eficiéncia (CLAE), além de cristalizacao
visando o isolamento e purificacdo das substancias que os compdem.

o Isolar e realizar elucidacdo estrutural de substancias/acetogeninas com potencial
inseticida frente larvas de A. aegypti, por meio de técnicas espectrométricas
convencionais como IV-FT, EM, RMN *H e de **C usando técnicas uni e bi-dimensionais.
o Obter perfil cromatografico via CLAE com detector de ELSD e massas (EM) dos

extratos e fracdes bioativos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Equipamentos e reagentes
a) Solventes

Os solventes utilizados na preparacdo dos extratos, fracionamentos
cromatograficos, purificacbes das amostras e reacdes de acetilacbes foram de grau PA
das marcas Vetec, Tedia, Dinamica, Quimex, Isofar, Grupo Quimica, Merck e Sigma
Aldrich.

b) Material Cromatografico

Nas analises comparativas através de cromatografia em camada delgada (CCDA)
foram utilizadas cromatoplacas de aluminio de gel de silica F2s4 da Merck e/ou placas de
vidro preparadas com 9 g de Silica Gel 60 PF,5, da marca Merck e 4 g de Silica Gel 60 G
Fos4 das marcas Merck e Vetec, ativadas por 2h a 110°C em estufa. Nas separacdes
cromatograficas em coluna foram utilizados como adsorvente gel de silica 60 (70-230
mesh - 0,063-0,200 mm) das marcas Sorbent Tecnologies, Macherey- Nagel e gel de
silica 60 (230-400 mesh-0,04-0,063 mm) das marcas Vetec e Macherey-Nagel. O
Sephadex™ LH-20 utilizado foi da marca GE Healthcare e a Celite 545 da marca
Dinamica. As colunas de vidro utilizadas foram de varios tamanhos e diametros, eluidas a
pressdo ambiente. A quantidade de fase estacionaria utilizada foi de 20 a 30 vezes a
quantidade de amostra a ser cromatografada. Os critérios de pureza adotados foram a

verificagdo de uma Unica mancha em CCD, variando-se a fase movel.

c) Reveladores

As placas cromatograficas foram visualizadas por irradiagdo com luz no ultravioleta,
nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm em equipamento Spectroline Model CC-80
e/ou uso de reveladores quimicos e/ou por imersao em cuba com vapores de iodo. Como
reveladores quimicos foram utilizados, Reagente de Dragendorff (NASCIMENTO et al.,
2003; SANTOS et al., 2007; LIAW et al., 2008) e de Kedde (SANTOS et al., 2007; WU et

al., 2008) para o diagndstico para y-lactona a,B-insaturada (coloracdo rosa avermelhada).

d) Equipamentos

Na trituracdo das sementes foi utilizado moinho de facas TECNAL modelo Willye
TE—650 e Willye TE-648. A secagem de extratos e fracOes foi realizada em estufa COLE-
PARMER modelo C05053-22 e em estufa a vacuo MARCONI modelo MA 030/12, ambas
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em temperatura de 35°C. A ativacdo das placas cromatograficas de silica foi realizada
em estufa FANEM. Para a evaporacdo/recuperacdo de solventes utilizou-se o
equipamento rota-evaporador dos modelos BUCHI R-210 com bomba a vacuo BUCHI V-
700 e GEHAKA IKA RV 10. A secagem de amostras aquosas foi realizada em liofilizador
TERRONI modelo LS3000. A pesagem de amostras foi realizada em balanca analitica da
GEHAKA modelo BG400 com capacidade de 400g e balanca analitica SHIMADZU
modelo AEG-220G com capacidade de 220g. Os espectros na regidao do infravermelho
foram obtidos em espectrofotometro FT-IR BOMEM, modelo MB 100, utilizando pastilhas
de KBr. As bandas de absorcéo foram expressas em unidades de nimero de onda (cm™).
Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C foram obtidos em
espectrometro da marca BRUKER AVANCE-500 (*H: 500 e *C: 125 MHz) realizados no
Laboratorio de Produtos Naturais da UFRRJ, utilizando como padrdo interno o
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em ppm e as
constantes de acoplamento (J) em Hz. Os solventes deuterados utilizados (CDCl3, CD30D

e D,0) foram das marcas Merck e Tedia.

4.2. Reagdo de acetilagcdo com anidrido acético

As amostras foram solubilizadas em anidrido acético e piridina (1:1) e a solucao
deixada em agitacdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente (26°C). Apds esse
tempo foram adicionados 10 mL de &gua ultrapura gelada, colocada em funil de
separacdo para extracao da fase organica com cloroférmio (3x10 mL). A fase organica
assim obtida foi lavada com solu¢édo de HCI 10% (3x10 mL) e seca com sulfato de sédio

anidro (Na,S0O,). ApoOs evaporacédo do solvente obtiveram-se as amostras acetiladas.

4.3. Teste bioldgico e prospeccao fitoquimica
a) Atividade inseticida frente a larvas de Aedes aegypti

Os ensaios bioldgicos foram realizados na Universidade do Estado de Mato Grosso
campus Tangara da Serra, no Laboratério de Entomologia, sob a responsabilidade da
Profa. Dr2, M6nica Josene Barbosa. Os insetos para criagdo massal do mosquito foram
obtidos de acordo com a metodologia de SILVA et al. (1998) e para os bioensaios foi
utilizado metodologia seguindo o protocolo padronizado pela Organizagdo Mundial de
Saude - WHO (2005). Todos os bioensaios foram realizados em quadruplicata e
acompanhados de uma série controle, contendo o mesmo numero de larvas em DMSO

(2%) ou Tween (2%) e agua. O solvente solubilizante (2% em agua) das amostras nao
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apresenta mortalidade das larvas. O tempo de exposi¢cdo da amostra para realizagdo da

leitura das larvas foi de 24 horas.

b) Prospeccao fitoquimica

Os testes de prospeccao fitoquimica foram realizados utilizando metodologia
descrita por Matos (1988), visando a deteccdo de possiveis grupos quimicos presentes
nos extratos hexanico e metandlico das sementes de A. coriacea. Foram verificadas,
através de reacdes quimicas, as seguintes classes de metabdlitos especiais: flavonoides,
alcaloides, esteroides, fendis simples, taninos, flavondis, flavononas, flavononois,

xantonas, triterpenoides, saponinas, catequinas, antraguinonas e cumarinas.

4.4. Perfil Cromatogréfico via CLAE
Para a obtencdo de perfil cromatogréfico dos extratos/fragbes bioativos, foram
variadas as fases estacionarias e moveis, fluxos e parametros especificos dos detectores

a fim se detectar acetogeninas nos mesmos.

a) Solventes e amostras

Os solventes espectroscopicos (CLAE) utilizados nas analises cromatograficas de
alta eficiéncia foram das marcas Tedia e Vetec e 4gua ultrapura deionizada utilizada foi
obtida através do sistema de filtracdo em aparelho Milli-Q (Millipore). As fases moveis
utiizadas em CLAE-EM foram acidificadas com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA;
CF3CO;H) grau espectroscopico da Tedia. As amostras injetadas foram previamente
filtradas com seringa 1000 pL Hamilton e filtro com membrana de nylon de 13 mm de
diametro e 0,45 um de tamanho de poro. As solu¢cdes com extratos hexanicos de Annona
coriacea e Annona crassiflora foram preparados utilizando 1 pL da amostra solubilizados
em 10 mL de diclorometano (DCM).

b) Material cromatografico

As colunas analiticas utilizadas nas analises por CLAE foram C18 Gemini (5 pm,
250x4,60 mm, 110A°, Phenomenex), Microsorb-MV 100CN (5 pm, 250x4,6 mm, 110°,
Varian), Microsorb-MV C18 (5 um, 250x4,60 mm, 110A°, Varian), Microsorb-MV C4 (5 um,
250x4,60 mm, 300 A°, Varian). Foram utilizados holder com cartuchos de pré-coluna C18
Gemini (5 pm, 3x4,6 mm, 110 A°, Phenomenex) e C18 (5 um, 10x4,6 mm, 100 A®°,

Kromasil).
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c) Equipamentos

CLAE-EM alta resolucdo: Cromatografo liquido da marca Shimadzu, composto de duas
bombas modelo LC-20AD, degaseificador da marca Shimadzu modelo DGU-20A-3,
detector modelo micrOTOFq Il — ESI-TOF da Bruker e fonte de ionizacdo eletrospray,
operando em modo positivo. Calibragéo interna realizada com solugdo de NA-TFA 10
mg/mL (TOF). A voltagem do cone foi de 120 V, com varredura na faixa de 50-1500 m-z.
Gas nebulizador: Nitrogénio; Pressdo do nebulizador: 4,5 Bar (65,3 psi); Fluxo do gas de
secagem: 0,6 mL/min; Temperatura de gas secagem: 250 °C; Voltagem do cone
(referéncia): 500.0 volts; Tensao da agulha: (+) 4500 volts. Aparelho pertencente ao
Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos da USP-Ribeirdo Preto sob

coordenacao do Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes.

CLAE-EM baixa resolucdo: Cromatografo liquido da marca Varian, auto injetor ProStar
410, composto de duas bombas modelo ProStar 210, degaseificador da marca
MetaChem, detector de massas Varian modelo 500-MS, com analisador ion trap e fonte
de ionizag&o eletrospray, operando em modo positivo. A voltagem do cone foi de 80 V,
com varredura na faixa de 50-700 m/z e 50-2000 m/z. Com o0s parametros: Temperatura
da fonte: 50°C; Géas nebulizador: Nitrogénio; Pressdo do nebulizador: 35 psi; Gas de
secagem (auxiliar): Gas sintético (O, Air Liquide); Pressdo do gas secagem: 10.0 psi;
Fluxo do gas de secagem: 0,8 mL/min; Temperatura de gas secagem: 350 °C; Voltagem
do cone (referéncia): 600.0 volts; Tensédo da agulha: (+) 5000 volts; Seringa (Hamilton):
250 pL; Volume do loop: 100 pL; Volume de injecdo de amostra: 10 puL. O equipamento foi
gerenciado pelo software Varian MSWorkstation versdo 6.9.2. Aparelho pertencente a
Central Analitica do LPQPN da UFMT.

CLAE-ELSD: Cromatografo liquido da marca Varian, modelo ProStar 210 injecdo manual,
loop e volume de injecao de 20 pL, composto de duas bombas modelo Prepstar 218 com
detector ProStar 325 UV-Vis da Varian com comprimento de onda de 220 nm (analises
com coluna semi-preparativa) e detector por Espalhamento de Luz (ELSD) da Varian,
modelo PL-ELS 2100, com parametros de analise: Temperatura do Evaporador de 50°C,
Temperatura do Nebulizador de 30°C e Fluxo de Gas (N,) de 1,4 SLM. O equipamento foi
gerenciado pelo software Varian MSWorkstation versdo 6.9. Aparelho pertencente a
Central Analitica do LPQPN da UFMT.
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4.4.1. Perfil cromatogréfico dos extratos hexanicos

Foram realizadas diversas injecdes do extrato hexanico de sementes de A.
coriacea coletadas em MS (EHex-cl) variando-se a fase moével, o modo de eluicdo
(gradiente e isocratico), fluxo da fase movel e fase estacionaria com colunas analiticas
C4, CN e C18 (marca Varian e Gemini), para obtencéo de perfil cromatografico utilizando
o equipamento CLAE com detectores ELSD e EM (Quadro 5).
Quadro 5 — Testes utilizados para obtencdo de perfil cromatografico por CLAE.

Sistema
. Tempo Proporcéo Fluxo
Fase Movel (min) (A:B) (mL/min) Coluna Detector
_ 0-10 100% A
g‘_ﬁi)'t' 20-40 100% B 1,0° c4 ELSD
- 50-60 100% A
0-60 80:20 1,0
A= ACN +0,1% TFA 0-60 90:10 c18v ELSD
B=Hex + 0,1% TFA 0-60 80:20 05
0-60 75:25
0-60 70:30
0-30 15:85
40 100% B 1,0°
50-60 100% A c4
0-60 2,5:97,5 |
A= H,0 +0,1% TFA 0-60 11 1,0 ELSD
B= ACN + 0,1% TFA 0-40 15:85 10°
50 100% B ' < Cc18V
60 100% A 0,5
0-60 10:90 0,5
0-60 3.97 0.8 C18 G EM
0 100% B .
40 100% A 1,0 (o7}
60 100% B ELSD
0-60 70:30 1,0' C18V
0-60 98:2
A= ACN + 0,1% TFA 8:28 9865-:1065 C18G
= 0, =
B=DCM +0,1% TFA 0-60 90:10 Ci8V
0-60 80:20 0,5 C18G CLAE-EM
0-60 70:30
0-60 60:40 Cc18G
0-60 50:50
0 100% B
A= ACN 40 100% A 1,0° c4
B= DCM 60 100% B
0-60 70:30 1,0' C18V
0-5 20:80 ELSD
A= H,0 +0,1% TFA 38:4218 igfgg 0,9° cis Vv
B= MeOH + 0,1% TFA 50 505
0-60 10:90 0,5
0-5 100% A
A= MeOH + 0,1% TFA _ G
B=DCM + 0.19% TFA ;g 9905-'150 0,5 C18G CLAE-EM
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30 5050
40-50 100%A
0 100%A
50 90:10
60 100%A
0-60 99.01
0-60 98:2
0-60 97.03
0-60 95:05 0,5
0-60 90:10
0-60 80:20
0-60 50:50
) 016 05 98:2 s
AT MeOR » 00 TPA 55-60 2:98 8 c18 Vv
: 0-60 90:10 0.5
0 99.5:05 ELSD
10-25 99:1 1,08 on
A MeOH 40 955
~ Meo 60 90:10
0-10 100%A
20-30 70:30 C18G | CLAE-EM
40'-60 100%A
0-10 99,5:0,5 0,5°
25 99:1
40 95:5
A= MeOH 60 90:10
B= Hept 0-25 70:30 CN ELSD
50-60 100% A o8
0-20 90:10 :
50-60 100% A
0 100%A
e eHCl 1 00t T 50 90:10 0,5° C18G | CLAE-EM
: 60 100%A
0 5:95
A= IPA + 0.1% TFA 60 100% A oS
B= ACOEL + 0.1% TFA 0 100% A : ci8 Vv £LsD
50-60 100% B
A= MeOH 0-60 90:10 Lo
B= ACN 0-60 10:90 :
0-60 90:10 |
> 24y 05 C18G | CLAE-EM
0 100% A 0.6
60 100% B :
A= MeOH + 0,1% TFA 0 100% A
B= ACN + 0,1% TFA 60 100% B .
> o 05 c18V
50 100% B
0-20 100% B
60 100% A
100% B;
A= IPA 0-60 100% A ELSD
B= DCM 100% A.
0-60 100% B ]
05995 1,0
0-60 10:90 CN
A= IPA 0-60 0,01,99,9
B= Hex 2.98
0-10 100%B
30 1:99
60 100% A
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0-10 0.1:99.9
25 0.3:99.7
40 2:98
60 10:90
80 90:10
0 05:995
10-25 1:99
40 5:95
60 10:90
0-60 0,5:99,5 1,0
0-60 9555
0-60 90:10 0,5'
A= ACN +0,1% TFA 0-60 80:20 |
B=CHCl; + 0,1% TFA 0-60 90:10 08 C18 G
0-60 90:10 0,6' CLAE-EM
0-60 90:10 0,4'
A= MeOH + 0.1% TFA 0-60 100% A 0,5
A= MeOH 100% 0-60 100% A 1,0 Cis8 Vv ELSD
A= ACN + 0.1% TFA 0-60 100% A 05 C18G | CLAE-EM
A= ACN 100% 0-60 100% A 1,0 Ci8 Vv ELSD
B= DCM + 0,1% TFA 0-60 100% B 05 C18G | CLAE-EM
B= Hexano 100% 0-60 100%B Lo on
B= Heptano100% 0-60 100%B ’
A= H,0 + 0,1% TFA _
B= ACN:MeOH:DCM (32:29:29) + Oéf)o 1%8;208
0,1% TFA
A= H,0 + 0,1% TFA _
B= ACN:MeOH:DCM (32:29:20) + 205;_2600 1%3;218 Lo®
0,1% TFA '
A=H,0:MeOH:ACN (19:29:32) + 3062600 1(2)8'50
- o B
0.1% TFA 020 80:20
B= DCM + 0.1% TFA o o
B= ACN:MeOH:DCM:H,0 060 100% B 0
(32:29:25:14) ELSD
0 20:80
A= H,0 +0.1% TFA 2 o ci8 Vv
B= MeOH:ACN (98:2) + 0,1% TFA | o0 Lo s
0 5050
40 90:10
A= H,0 +0.1% TFA 0‘_555 590;20 ]
B= MeOH:ACN (80:20) + 0,1% ; 1,0
TEA 20 955
25 90:10
30 80:20
50-60 35:65
A= MeOH+ 0,1% TFA 205 100% B
B= ACN:DCM (3:7) + 0,1% TFA o 1:99
030 100% A _
A= MeOH: H,0 (9:1) + 0,1% TFA - 188:50A 05
B= DCM + 0.1% TFA b
560 = | C18G | CLAE-EM
A= H,O-ACN + 0.1% TFA _ 05
B= DCM + 0,1% TFA 0-60 90:10
A= ACN: MeOH: H,0 (17:3:80) + 0-60 100% A 1,0
0,1% TFA ca ELSD
A= IPA 100% 0-15 5:95 Lo°
B= ACN:DCM (1:1) + 0,1% TFA 40-60 955 '
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A= ACN: MeOH (8:2); B= DCM 0-20 100% A
100% 30-60 100% B
A= ACN: MeOH (1:1); B= DCM 0-10 100% A
100% 50-60 100% B
A= H,0 + 0,1% TFA .
B= ACN:CHCl; (9:1) + 0,1% TFA 0-60 10:90 CI18G
A= MeOH:ACN (90:10) + 0,1%
TFA 0-60 98:2
= 0,
B= DCM + 0,1% TFA 05 CLAE-EM
A= MeOH:ACN (98:2) + 0,1% TFA _
B= DCM + 0.1% TFA 0-60 98:2 C18G
A= MeOH:ACN (96:4) + 0,1% TFA ) _
B= DCM + 0,1% TFA 0-60 98:2
0-60 30:70
0-60 50:50
. |
A=H,0 +0,1% TFA 8'28 28;28 L0 ca
= . 0 - :
B=ACN/MeOH (1:1) + 0,1% TFA 060 3565 ELSD
0-50 30:70 10°
50-60 100% B ’
A= MeOH + 0,1% TFA 0-60 2:98 1,0 ci8V
B= ACN:DCM (70:30) + 0,1% TFA 0-60 10:90 0,5 C18G CLAE-EM
= . 0,
A MeOH/Hz_(I._)F('AB\S.lS) +0,1% 0-35 100% A
- 0,
B= ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA 4575 100% B
A= MeOH/H,0 (1:1) + 0,1% TFA 0 70:30
B= ACN:DCM (1:1) + 0,1% TFA 60 100% B
A= MeOH/H,0 (7:3) + 0,1% TFA 0 40:60
B= ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA 60 100% B
A= MeOH/H,0 (6:4) + 0,1% TFA 0 40:60
= - - 0 0
B= ACN:DCM (4:6) + 0,1% TFA 60 100% B 10° Ci8V
A= MeOH:ACN (1:1) + 0,1% TFA 0-25 100% B
B= ACN:DCM (1:1) + 0,1% TFA 60 100% A ELSD
A= MeOH:ACN (1:9) + 0,1% TFA 0-25 100% B
B= ACN:DCM (6:4) + 0,1% TFA 40-60 100% A
0,
A= MeOH:ACN (2:8) + 0,1% TFA 500 10299/°8 B
B= ACN:DCM (6:4) + 0,1% TFA 20 100% A
- 0,
A= MeOH:ACN (1:1) + 0,1% TFA 400_3500 1552/"
B= ACN:DCM (3:7) + 0,1% TFA 60 100% B
A= ACN:MeOH (9:1) 0-50 100% B ca
B= ACN: DCM (7:3) 60-70 100% A
A= MeOH:H,0 (85:15) + 0,1% ] .
TEA 0-60 100% A 10 c18V
A= ACN: DCM (7:3) + 0,1% TFA 0-60 100% A
A= ACN:DCM (8:2) + 0,1% TFA 0-60 100% A 0,5 C18G CLAE-EM
0-60 100% B 1,0 ci8Vv ELSD
A= ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA 0-60 100% A 0,5 C18G CLAE-EM
0-60 100% A 1,0 [ ELSD
A= ACN:DCM (6:4) + 0,1% TFA 0-60 100% A 0,5 C18G CLAE-EM
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A= ACN: CHCl, (9:1) + 0,1% TFA 0-60 100% A
B= ACN:DCM (6:4) + 0,1% TFA 0-60 100% B 1,0 C18V ELSD
A= H,O:ACN (2:8) + 0,1% TFA 0-60 100% A 0,8 C18G | CLAE-EM
A= H,O:ACN (15:85) + 0,1% TFA 0-60 100% A 0,8 C18G | CLAE-EM
B= MeOH:ACN (98:2) 0-60 100% B 1,0 Cc18V ELSD

G=gradiente; I=isocratico; IPA=isopropanol; TFA=acido trifluoroacético; C18 V=C18 Varian; C18 G=C18 Gemini.

4.5. Material Botanico

A identificacdo da espécie foi realizada pela Prof?2 Msc. Aline Fernandes Pontes do
Instituto de Ciéncias Naturais, Humanas e Sociais da UFMT campus Sinop. Amostras-
testemunho estdo depositadas no Laboratério de Botanica do Centro de Pesquisas,
Estudos e Desenvolvimento Agro-Ambiental (CPEDA) da Universidade do Estado de Mato
Grosso (UNEMAT) campus Tangara da Serra. Foram realizadas duas coletas para a
espécie Annona coriacea. A primeira foi na chacara S&o Sebastido localizado no
municipio de Bela Vista - MS, em dezembro de 2009 e a segunda coleta foi realizada em
estradas vicinais no municipio de Tangar4 da Serra - MT, nos meses de outubro a
dezembro 2010, com numero de exsicata 269, ambos por equipe de coleta UNEMAT

(Tangara da Serra).

4.6. Secagem e pulverizagcao das sementes

Apbs a coleta, os frutos foram despolpados e as sementes das espécies foram
secas a sombra, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram transferidos para
estufa com circulacéo de ar, a temperatura de 40°C, onde permaneceram por 3 dias. O
material seco foi triturado em moinho de facas (30-45° C) obtendo-se as sementes
trituradas.

4.7. Obtencéao, particdo e fracionamento dos extratos de sementes de A. coriacea
4.7.1. Coleta 1 — sementes A. coriacea MS

As sementes trituradas (1200 g) foram divididas em duas partes para realizacao de
diferentes extragbes (Esquema 1). Uma parte das sementes trituradas (526,0 g) foi
submetida a extracdo em temperatura ambiente com hexano, posteriormente foram
extraidas com metanol. Foram obtidos 77,18 g (14,67% rendimento) de extrato hexanico
(EHex-c1) e 46,129 (8,76%) de extrato metandlico (EMet-cl).

A outra parte das sementes trituradas (374,39 g) foi submetida a extragdo com
diclorometano e posteriormente com metanol. Foram obtidos 60,41 g (16,13%) de extrato
diclorometano (EDCM) e 12,38 g (3,30%) de extrato metandlico (EMet2-c1). Aliquotas
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dos quatro extratos foram encaminhadas para teste de atividade larvicida frente Aedes

aegypti.

Semente tritur. (1200 g)

526,00 ¢ 374,39 g sementes

- Extragdo com hexano

- Destilacéo do solvente - Extragdo com DEM

- Destilagéo do solvente

Extrato hexanico Sementes extraidas -
EHex-cl com hexano Fracdo diclorometano Sementes extraidas
77,18 g (14,67%) EDCM com DCM
- Extracdo com metanol 60,419 (16,13%) -
- Destilacéo do solvente - Extragdo com metanol
- Destilagdo do solvente
Extrato metanélico ] . Extrato metandlico ] j
EMet-cl Residuo (torta) EMet2-cl R((taglr(ti;o
46,12 g (8,76%) J 12,384 (3,30%) J

Esquema 1 - Obtencédo dos extratos de A. coriacea - coleta 1

4.7.2. Coleta 2 — sementes A. coriacea MT

No processo de trituragcdo das sementes em moinho de facas, notou-se a
ocorréncia de aquecimento do equipamento (30-45 °C), entdo a fim de constatar se esse
evento altera o rendimento de extracdo e/ou os resultados de atividade larvicida dos
extratos, foram realizados extracdo hexanica e metandlica em sementes trituradas e
inteiras de A. coriacea (Esquema 2).

As sementes inteiras (10,40 g) e trituradas (10,15 g) foram extraidas em
temperatura ambiente com hexano e posteriormente com metanol. Da extracdo de
sementes inteiras, foram obtidos 0,37 g (3,55% rendimento) de extrato hexanico (EHTICo)
e 0,69 g (6,96%) de extrato metanolico (EMTICo0). Da extracdo de sementes trituradas,
foram obtidos 2,84 g (27,96% rendimento) de extrato hexéanico (EHTTCo) e 0,84 ¢
(8,33%) de extrato metandlico (EMTTCo). Aliquotas dos quatro extratos foram

encaminhadas para teste de atividade larvicida frente Aedes aegypti.
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Semente A. coriacea

Coleta2 - MT
[ |
Semente inteira Semente triturada
10,40 g 10,159
- Extracdo com hexano - Extragdo com hexano

- Destilacéo do solvente - Destilacéo do solvente

Extrato hexanico Sementes ]
EHTICo extraidas Extrato Hexano Sementets] extraidas

0,379 (3,55%) com hexano EHTTCo com hexano

2,84g (27,96%)

- Extragdo com metanol
- Destilagao do solvente - Extracdo com metanol
- Destilagao do solvente

Extrato metanolico Residuo L .
EMTICo semente Extrato metandlico Residuo
0,699 (6,96%) inteira EMTTCo semente

0,84g (8,33%) triturada

Esquema 2 - Obtencéo dos extratos de A. coriacea - coleta 2

Apos verificacdo do rendimento das extracdes e dos resultados dos testes de
atividade larvicida dos extratos, realizou-se a trituracdo das sementes restantes (701,04 g)
e preparou-se 0s extratos totais hexanico e metandlico de sementes de A. coriacea
utilizando-se os mesmos procedimentos descritos anteriormente. Foram obtidos 207,07 g
(29,53%) de extrato bruto hexanico (EHex-c2) e 51,06 g (7,28%) de extrato metandlico
desengordurado com hexano (EMet-c2). Apos testes de atividade biolégica, os extratos
hexanico (Esquema 3) e metandlico (Esquema 5) foram submetidos a particdo liquido-
liguido com hexano e MeOH-H,O (9:1) e suas respectivas fracbes metandlicas foram
submetidas a cromatografia em coluna com gel de silica 60, utilizando-se como eluentes
cloroférmio e metanol em ordem crescente de polaridade. As fracdes coletadas apos
evaporacao dos solventes a pressao reduzida foram analisadas por CCDA e reunidas em
grupos com base na semelhanca de perfil observado.

Os grupos de subfragcdes foram submetidos a sucessivas recromatografias em
coluna gel de silica 60 (70-230 e 230-400 mesh) com gradiente de solventes, Sephadex
LH-20. Os procedimentos para o fracionamento cromatografico das subfracdes analisadas
estao representados nos Esquemas 3-11.

A purificacdo da fracdo metandlica (FMEHCo;15,34 g) forneceu os grupos M-2, M-
3 e M-4. De M-2, a fragdo 30 forneceu um precipitado branco amorfo que foi lavado com

metanol, fornecendo as amostras M1-30A (ACG1, 31,2 mg) e M1-30B (6 mg) (Esquema
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3). E de M-3 as fragdes M3-20 (34,9 mg) e M3-22 (ACG2, 28 mg) se apresentaram como
sélidos brancos (Esquema 4).

A purificacdo da fracdo metanolica (FMEMCo; 27,88 g) forneceu oito grupos
(Esquemas 5-11). Do grupo B, a fracdo B3 apresentou precipitado branco graxo
denominado B3-f1 (8 mg) (Esquema 5). Do grupo D, a fracdo D8 apresentou cristal
incolor e foi encaminhado para teste de atividade larvicida em Aedes aegypti (Esquema
7). No grupo E, da fracdo E3 obteve-se um precipitado cristalino denominado E3-ppt (7
mg) (Esquema 8). Do grupo F, a fracdo F2-C apresentou um precipitado branco amorfo
(ACG3; 0,41 mg) (Esquema 9). O grupo H forneceu dois sélidos amarelos graxos, ppt52-
56C (1,7 mg) que foi encaminhado para teste de atividade biol6gica em Aedes aegypti e o
ppt52-56M (2,2 mg) (Esquema 11). O cromatogramas das frac6es analisadas por CLAE-
EM séo encontrados em ANEXOS (Figuras 66-82).
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Semente triturada
(701,04 g)

- Extragdo com hexano
- Destilacdo do solvente

Extrato hexanico ] ( Sementes extraidas
EHex-c2 (111,15 g) J l com hexano
- Atividade bioldgica / - Abordadem fitoquimica - Extracdo com metanol
- Reagente de Kedde em CCD - Destilacéo do solvente
- Parti¢o liquido-liquido Hex-MeOH:H,0 (9:1)
p Extrato metanélico Residuo
FHEHCo (81,1 0) J FMEHCo (15,34 g)
\
- Atividade bioldgica - Atividade bioldgica / - Positivo para reagente de Kedde em CCD
- Negativo reagente de Kedde - Col. Si-60 (70-230 mesh): CHCI3:MeOH (gradiente)

- 92 fragBes ~ 100 mL = 5 grupos / - 3 grupos positivo para reagente de Kedde

*Purificacdo Esquema 4

Grupo M-2 (f27-31) *Grupo M-3 (f32-50) Grupo M-4 (f51-54)
(8,639) (0679) (0429)

- Col. Si-60 (230-400 mesh): Hex:CHCIa:AcOEt:MeOH (gradiente)

- 47 fragbes ~ 100 mL = 8 grupos / - 5 grupos positivo para reagente de Kedde
- Atividade biolégica / CLAE-EM (Anexo; Figura 66)

M2-B (5-16) M2-C (f17-20) M2-D (f21-25) M2-E (f26-29/31-34) M2-F (f35-39)
(2,30 g) (0,62 g) (0,59 g) (0,44 g) (3429)
,
M1-30A (ppt branco) 31,2 mg
Fragdo 30 -CLAE-EM ACG1
(ppt branco amorfo \
e cristalino)
-CLAE-EM M1-30B (ppt amorfo) 6 mg
(Anexo/ Fig. 67)

Esquema 3 - Purificacdo da fracdo metandlica (FMEHCo) do extrato hexanico de A. coriacea — Grupo M-2
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Grupo M-3 (f32-50)
(0,679)

- Col. Si-60 (230-400mesh): Hex:CHCI3:AcOEt:MeOH (gradiente)
- 39 fragbes ~ 100 mL = 10 grupos

- 7 grupos positivos para reagente de Kedde

- Atividade biol6aica

M3-G
(f28-31)
(29,4 mg)

M3-H
(f32-39)
(77 mg)

- Lavado com MeOH e CHCI3
- Positivo para teste Kedde

M3-H

sol. MeOH
(51 ma)

-Sephadex LH-20:
AcOEt:MeOH (1:9)
- 42 frag6es ~ 2 mL= 10 grupos

- 5 grupos positivo reagente Kedde
- CLAE-EM (Anexo; Fig. 70)

- Sephadex LH-20: MeOH 100%
- 30 fragbes ~ 2 mL = 10 grupos
- 1 grupo positivo para reagente Kedde

| | M3-H2
(f4-15)
M3-15 M3-16 M3-17 M3-18 M3-19 (67,3 mg)
(f33) (f34) ( £35) (36) (f37)
1.1 ma 2.4 ma 3.5 ma 3.4 ma 3.5 ma
| CLAE-EM (AnexojFig. 68-69)
M3-B M3-C M3-D M3-E M3-20 M3-22 M3-G
(f12-13) (f14-15) (f16-17) (f18-19) (34,9 mg) ACG2 (f23-27)
(16,5 mg) (1,8 mg) (18,3 mg) (21,8 mg) (28 mg) (13 mg)

Esquema 4 - Purificacdo da fracdo metandlica (FMEHCo) do extrato hexanico de A. coriacea — Grupo M-3
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Extrato metanélico
EMet-c2 (42,509 )

- Atividade bioldgica / - Abordadem fitoquimica
- Teste reagente de Kedde / - Particdo liquido-liquido MeOH:H,0 (9:1)

Frac&o hexanica ] (
FHEMCo(6,649)

Fracdo metandlica MEMCo
| pest.solvene Liofilizaco l (27,889)

- Atividade biol6gica L . .
- Teste reativo de Kedde - Atividade bioldgica / - Teste Reativo de Kedde

- Col Si-60 (230-400mesh): CHCIS-MeOH (gradiente até 100% MeOH)
- 159 fragBes ~ 125 mL = 18 grupos

- 8 grupos positivo para teste Reativo de Kedde

Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F Grupo G Grupo H Grupo |
(f13-15) 2,809 (f16-24) 1,83g (f25-34) 0,709 (f35-38) 0,269 (f39-42) 0,569 (f43-51) 0,419 (f52-56) 0,199 (f57-59) 0,049

- Col Si-60 (70-230 mesh): Hex/CHCI./AcOE/MeOH (gradiente crescente)

- 34 fragOes ~ 125 mL = 5 grupos / - 4 grupos positivo para teste Reativo de Kedde
- Atividade bioldgica

B1 B2 B3
(f1-9) (f10-17) (f18-24)
102 59,4'm 0,5372 B4 (f25-27)
02mg g g 0,684 g
- Sephadex LH-20 MeOH (100%) - Sephadex LH-20 MeOH - CLAE- - Lavado com AcOEt
- 94 fragdes ~ 10 mL = 6 grupos - 30 fragbes ~ 10 mL = 4 grupos -
- 3 grupos positivo para Kedde - 2 grupos positivo para Kedde B3-f1 ppt B3 — sol. AcOEt - Sephadex LH-20: MeOH 100%
- Injedo CLAE-EM (Anexo; Figura 71) - Injecéio CLAE-EM 8 mg 0,5292 g - 79 fragbes ~ 3 mL = 8 grupos
(Anexo; Figura 72) -4 grupos positivo Kedde o
T - Sephadex LH-20 AcOEt:MeOH (7-3) - Injecéo CLAE-EM (Anexo; Figura 74)
Atividade bioldgica - 57 fragBes ~ 3 mL = 5 grupos — - . -
B1-A 7 ~ - 3 grupos positivo para Kedde Atividade blolt*glca — Aedes aegypti
(f24-28) B2-A B2-B - CLAE-EM (Anexo ; Figura 73) -
21mg (f2-3) (f4-6) B4-D B4-E B4-F B4-G
29,3 mg 9,9 mg _ — (f22-26) (f27-32) (33-38) (£39-45)
| ] \ J Ativ. bloldgica D 39,5mg 2155 mg 187,8 mg 97,2 mg
\ _
B1-B B1-C B3-C (£35-40)
(f29-35) (36-39) (f16-34) 10,9mg
29 mg 16 mg 300,8mg
J

Esquema 5 — Purificacdo da fracdo metandlica (FMEMCo0) do extrato metandlico de A. coriacea — Grupo B
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Grupo C (f16-24)
1,83¢g

- Coluna Si-60 (70-230 mesh): CHCIB-MeOH (gradiente)
- 19 fragBes ~ 125 mL = 8 grupos
- 2 grupos positivos para teste reagente de Kedde

- CLAE-EM (Anexo; Figura 76)

C3 (f8-9)
85 mg

C2 (f4-7)
1,659

- Col Si-60 (70-230 mesh): Hex:CHCIs:AcOEt:MeOH (gradiente)
- 18 fragbes ~ 50 mL = 7 grupos

- 3 grupos positivo para reagente de Kedde

- Atividade bioldgica

- CLAE-EM (Anexo; figura 77)

C2-B c2-C C2-D
(f4-7) (f8-9) (f10-12)
0.82 a 0.11a 49.0 ma

Esquema 6 - Purificacdo da fragdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.
coriacea — Grupo C

Grupo D (f25-34)
0,696 g
- Coluna Si-60 (70-230 mesh): Hex:CHCIz:AcOEt:MeOH (gradiente)

- 36 fragbes ~ 50 mL = 11 grupos
- 3 grupos positivos para reagente de Kedde em CCD

Teste recristalizagéo:

AcOEt e MeOH D3 (f10-26) D4 (f27-28)
321 mg 26 mg
D2 (3-9)
17 mg - Sephadex LH-20: MeOH 100% - Sephadex LH-20: MeOH 100%

- 43 fragbes ~ 3 mL = 5 grupos

- 93 fragBes ~ 8 mL = 5 grupos
¢ grup - 3 grupos positivos reagente de Kedde em CCD

- 1 grupo positivo para reagente de Kedde

- CLAE-EM (Anexo; Figura 78) - CLAE-EM (Anexo; Figura 79)
D3-C (f32-65) | |
15 mg D4-C (f12-15) D4-B (f7-11) D4-A (f1-6)
4 ma 12 mg 10 mg

Esquema 7 - Purificacdo da fragdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.

coriacea — Grupo D
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Grupo E (f35-38)
260 mg

- Coluna Si-60 (70-230 mesh): Hex:CHCI3:AcOEt:MeOH (gradiente)
- 36 fragbes ~ 100 mL = 6 grupos

- Aliv. biologica - 3 grupos positivos para reagente de Kedde em CCD

- CLAE-EM
(Anexo 2.2; Fig. 20)

CLAE-EM (Anexo 2.2; Fig.20)

E2 (f9-12) E3 (f13-15) E4 (f16-22)
36,7 mg 98 mg 75 mg
- Lavado MeOH - Sephadex LH-20: MeOH 100%
- Positivo Kedde - 30 fragbes ~ 3 mL= - 4 grupos
- CLAE-EM (Anexo; Fig. 80) - 1 grupo positivo Kedde em CCD
- Ativ. blOléglCﬁ - Atividade blOlégICﬁ

E4-B (f12-16)
18,2 mg

Esquema 8 - Purificacdo da fracdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.

coriacea — Grupo E

Grupo F (f39-42)
0,56 g

- Coluna Si-60 (70-230 mesh): Hex:CHCI3:AcOEt:MeOH (gradiente)
- 22 fragbes ~ 150 mL = 5 grupos
- 2 grupos positivos para reagente de Kedde em CCD

| |
F2 (f4-6) F3 (f7-13)
0419 90,0 mg
- Sephadex LH-20: MeOH 100% - Sephadex LH-20: MeOH 100%
- 45 fragbes ~ 2 mL = 9 grupos - 60 fragbes ~ 3 mL= 4 grupos
- 2 grupo positivos para Kedde - 1 grupo positivoa reagente Kedde
- CLAE-EM (Anexo; Fig. 81)
- CLAE-EM - Ativ. bioldgica
F2-C ACG3 F2-D F3-B
(f13-16) (f17-24) (f17-24)
12,7 ma 0,30 ¢ 16,9 mg

Esquema 9 - Purificacdo da fragdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.

coriacea — Grupo F
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Grupo G (f43-51)
409,7 mg
- Coluna Si-60 (70-230 mesh) Hex:CHCIB:AcOEt:MeOH (gradiente)

- 23 fragBes ~ 50 mL = 8 grupos
- 3 grupos positivos para reagente de Kedde em CCD

G4 (f9-13) G6 (f16-17) G7 (f18-20)
224,2 mg 78,1 mg 42,3 mg

- Sephadex LH-20: DCM:MeOH (2:8)
- 104 fragBes ~ 8 mL = 7 grupos
- 1 grupo positivos reagente de Kedde

G4-D (f39-54)
70,2 mg

Esquema 10 - Purificacdo da fracdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.

coriacea — Grupo G

Grupo H (f52-56)
1,93 ¢

- Lavado com AcOEt

parte sol. ACOEt parte insol. AcOEt
180mg (ppt 52-56M)
2,2mg

- Coluna Si-60 (70-230 mesh): - CHCI3:AcOEt:MeOH (gradiente)
- 24 fragbes ~ 100 mL = 7 grupos
- 1 grupos positivos para reagente de Kedde em CCD

- Lavado com CHCI3
- Positivo teste Kedde
- Atividade bioldgica
H5 (f9-10) - CLAE-EM (Anexo; Fig. 82)

22,409 ppt 52-56C

1,7 mg

Esquema 11 - Purificacdo da fracdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico de A.

coriacea — Grupo H
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Prospeccéao fitoquimica

Nos ensaios de prospeccao fitoquimica (Quadro 6), alcaloides e cumarinas foram
identificados em ambos extratos testados de Annona coriacea. Os extratos metanolicos
apresentaram presenca de flavonoides, esteroides, taninos e antronas. Ja triterpenoides
foram identificados apenas no extrato hexanico de A. coriacea.

Quadro 6 — Prospeccao fitoquimica de extratos de A. coriacea

Annona coriacea
Metab é_l Iitos Extrato Extrato

especiails hexanico metandlico

(EHex-c2) | (EMet-c2)
Flavonoide - +
Alcaloide + +
Esteroide - +
Fenol simples - ‘
Tanino - +
Flavonois . -
Flavonona - -
Flavononois - -
Xantona - -
Triterpenoide + -
Saponina - -
Catequina - -

Antraquinona - + Antrona
Cumarina + +

As classes detectadas no ensaio de prospecc¢ao fitoquimica condizem com a
literatura do género Annona e familia Annonaceae (SIQUEIRA et al., 2007; CHEN & WU,
2001; SANTOS & SALATINO, 2000).

5.2. Atividade inseticida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti

Os resultados da avaliagdo da atividade inseticida dos extratos/fracbes das
sementes de A. coriacea podem ser verificados na Tabela 1 E os resultados para as
fragcbes e amostras purificadas estdo descritos na Tabela 2. O agente solubilizante das

amostras analisadas foi Tween20 a 2% em H-0.
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Tabela 1 — Atividade larvicida de extratos e fracdes de A. coriacea frente a Aedes aegypti

Solvente . _
_ - Concentragdo | Mortalidade
Espécie | Extrato/Fracdo | Sigla | solubilizante (opm) %)
(2% em H,0)
Extrato hexanico
o EHTICo Tween20 1000 100
sem. inteira
Extrato metandlico
o EMTICo DMSO 100 100
sem. inteira
Extrato hexanico
) EHTTCo Tween20 100 98,75
sem. triturada
Annona Extrato metanolico EMTTC DMSO 100 100
i o}
coriacea sem. triturada
Extrato hexanico EHex-c2 Tween20 100 100
Fragcéo hexanica FHEHCo Tween20 1000 92,5
Fracdo metandlica | FMEHCo DMSO 10 100
Extrato metandlico EMet-c2 DMSO 200 100
Fragcéo hexanica FHEMCo Tween20 1000 40
Fracdo metandlica | FMEMCo DMSO 100 58,75

* tempo de exposi¢ao 5 horas; # tempo exposi¢do 10 horas

Tabela 2 - Atividade larvicida de fracdes e amostras purificadas de A. coriacea frente a

Aedes aegypti
Espécie Extrato Amostra Concentragéo (ppm) Mortalidade (%)
M2-B 253,12 75
M2-C 10 100
M2-D 10 100
M2-E 19 100
M2-F 10 100
M1-30A* 19 100
Annona EHex-c2
coriacea M3-C 11 88,8
M3-D 53 97,5
M3-E 20 100
M3-22* 195 75
M3-G 216 66,25
Bl 10 100
EMet-c2
B1-B 1,8 100
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B2 80 100
B2-A 7 73,75
B2-B 3,75 48,75

B3 18 100
B3-C 15 100

B4 10 100
B4-E 2,75 100
B4-F 1,8 100
B4-G 1.4 100
C2-B 14 100
Cc2-C 7 86,25
C2-D 23 100

D2 95 97,5

D3 42 98,75

D4 5 100

D8 40,62 0

E2 20 100

E3 7 82,5

E4 8 78,75
F2-D 5 86,25

ppt52-56C 4 0

* Fragdes contendo acetogeninas elucidadas.

O extrato hexéanico de A. coriacea obtidos de sementes coletadas em MS
apresentou (EHex-cl) atividade inseticida de 100% mortalidade das larvas com 100 ppm
em tempo de exposicdo de 5 horas, jA 0 extrato metandlico (EMHDCo) necessitou de
maior concentracdo (1000 ppm) para eliminar as larvas.

Os extratos hexanicos (EHex-c2) e metanolicos (EMet-c2) obtidos de sementes
coletadas de MT também apresentaram atividade larvicida com 100% de mortalidade das
larvas necessitando de 100 ppm e 200 ppm respectivamente, ambos com tempo de
exposicdo de 24h. Esses resultados de atividade larvicida encontrados para os extratos
de A. coriacea foram mais ativos que os encontrados em A. crassiflora e também sao
similares aos encontrados na literatura do género Annona (MAGADULA et al., 2009;
SANT’ANA et al., 2005; HENAO et al., 2007).

Devido a diferenca no potencial inseticida de EHex-c1 e EHex-c2 em relacdo ao
tempo de exposicao sobre as larvas, selecionou-se 0 extrato hexanico (EHex-cl) para

obtencao de perfil cromatografico via CLAE (Topico 5.3).
60



A fracdo metandlica (FMEHCo) do extrato hexanico apresentou alta atividade
larvicida, eliminando as larvas com apenas 10 ppm, isto €, necessitou de 90% menos
concentracdo da amostra para eliminar a mesma percentagem de mortalidade de larvas
(100%) do extrato bruto, sugerindo que com a purificacdo cromatografica ocorre um
aumento na atividade larvicida.

Na fracdo metandlica (FMEMCo) do extrato metandlico verificou-se o mesmo
comportamento, no qual apresentou 58,75% de mortalidade das larvas com 100 ppm,
mais ativo que o extrato bruto (EMet-c2).

Das fracbes de A. coriacea verificou-se que diversas amostras apresentaram
resultados de atividade larvicida similares, independentemente do extrato de origem
trabalhado, como as amostras dos grupos M2, M3, B1l, B3, B4, C2 e E2 que se
apresentaram muito ativas com 100% de mortalidade das larvas necessitando de 10 a 20
ppm de concentracdo (Tabela 2). Esses resultados obtidos foram proximos do
apresentado pela acetogenina rolinicina de A. crassiflora testadas frente a Aedes aegypti
(LIMA, 2005).

Desses grupos ativos, foi elucidada uma ACG mono-THF a-a-dihidroxilada
(amostra M3-22) e outra bis-THF adjacente a-a-dihidroxilada (amostra M1-30A), ambas
com grupo hidroxila na cadeia alifatica e subunidade do tipo y-lactona a,B-insaturada
(elucidacédo discutida em Toépico 5.5), no qual os resultados de atividade larvicida frente a
A. aegypti encontrados (Tabela 2) corroboram com dados de estrutura-atividade
encontrados na literatura relacionado ao potencial citotoxico das ACGs (MCLAUGHLIN et
al., 1990; 1999), visto que a ACG bis-THF apresentou maior potencial larvicida (100%
mortalidade com 19 ppm) que a ACG mono-THF (75% de mortalidade com 195 ppm); e
ainda para a ACG bis-THF (M1-30A) a literatura destaca sua alta seletividade e excelente
atividade citotoxica (um milhdo de vezes mais ativa que o controle Adriamicina)
confirmada em células tumorais humanas (MCLAUGHLIN et al., 1998).

Destas, as amostras purificadas do extrato metandélico apresentaram-se mais ativas
que a fracdo metandlica trabalhada (FMEMCo), comprovando que a purificacdo concentra
as ACGs, aumentando a atividade larvicida frente a Aedes aegypti.

No entando, dessas amostras as que foram purificadas do extrato hexanico
apresentaram-se com a mesma atividade larvicida que a fragdo metandlica trabalhada
(FMEHCo0), mostrando que apesar de maior purificacdo, as ACGs presentes nessas

amostras continuam ativas ha mesma concentra(;éo.
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Em outras fracbes purificadas de A. coriacea apresentaram excelente atividade
larvicida frente a larvas de Aedes aegypti, como B1-B, B4-E, B4-F, B4-G e D4 que
apresentaram 100% de mortalidade das larvas necessitando de apenas de 1,8, 2,75, 1,8,
1,4 e 5 ppm respectivamente. E notou-se que todas essas sdo do extrato metanolico de
A. coriacea. Esses resultados obtidos sdo melhores do que o apresentado pela
acetogenina Rolinicina (LIMA et al., 2005).

A andlise dos resultados de atividade larvicida frente a Aedes aegypti dos
extratos/fracdes de A. coriacea confirma que apesar da indicacédo de presenca de outros
metabdlitos secundarios nos extratos avaliados na prospeccao fitoquimica (Tépico 5.1), o
estudo fitoquimico biomonitorado comprovou que a purificacdo de amostras que
contenham ACGs (positivas ao reagente de Kedde) aumenta a atividade larvicida (mais
de 90%), comprovando que sdo as ACGs as responsaveis pelo imenso potencial biocida

da espécie Annona coriacea.

5.3. Perfil cromatografico via CLAE

Foram muitas as tentativas na obtencao de perfil cromatogréfico para o extrato
bruto hexanico de sementes de A. coriacea (EHex-c1) utilizando colunas cromatograficas
analiticas C4, CN e C18 com detectores ELSD e EM.

Foi obtido um bom perfil cromatogréafico do extrato hexanico de A. coriacea (EHex-
c1l) com a coluna C18 (Varian) em CLAE-ELSD com fluxo de 1,0 mL/min (Figura 8) e em
CLAE-EM com fluxo de 0,5 mL/min (Figura 9) em sistema isocratico de eluicdo ACN:DCM
(70:30) acidificado com 0,1% TFA. No qual apesar de apresentar sobreposicédo de alguns
picos no inicio do cromatograma, proporcionou melhor separacdo e resolu¢do dos picos

entre todos 0s outros sistemas testados.
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Figura 8 — Perfil cromatografico do extrato hexanico de A. coriacea (EHex-c1) em modo
isocratico com ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA com fluxo de 1,0 mL/min em CLAE-ELSD.
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Figura 9- Perfil cromatografico do extrato hexanico de A. coriacea (EHex-c1) com valores
de m/z em modo isocratico com ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA, fluxo de 0,5 mL/min em
CLAE-EM e faixa de m/z 50-2000.

Pdde-se verificar que os cromatogramas de EHex-c1 (Figura 8 e 9) apresentaram-
se semelhantes com picos majoritarios exibindo o mesmo perfil, no entanto com o
detector EM, houve aparecimento de alguns picos em torno de 45 min e auséncia dos
picos agrupados nos minutos iniciais do cromatograma.

Com o detector EM foi possivel verificar varios picos com alta massa molecular (<
m/z 600) presentes no cromatograma da amostra (Figura 9). Dos picos detectados,
apenas 0s com razdo m/z 661 e 645 apresentaram fragmentacdes-padrdo de
acetogeninas (ACGs) e sendo respectivamente m/z 638 e 623 adicionados ao ion sédio

[M+Na]*, esses valores de massa molecular e as fragmentacgdes verificadas s&o tipicos de
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ACGs encontradas na familia Annonaceae (McLAUGHLIN et al., 1996; YU et al., 1994).
Os valores de massa molecular superiores a razdo m/z 700 séo tipicos de triacilglicerois
(TAGs) adicionados ao ion sddio [TAG + Na]® (MURPHY et al., 2001; CAMPOS, 2010;
GROSS & HAN, 1994).

No entanto, com a realizacdo das analises para 0s extratos hexanico de A.
coriacea (EHex-c2) verificamos problemas com a coluna analitica C18 da marca Varian,
pois nao estava ocorrendo reprodutibilidade nos cromatogramas, sendo assim houve a
necessidade de obtencédo de nova coluna analitica C18.

Entdo, com nova coluna analitica C18 Gemini da marca Phenomenex foi injetado o
extrato hexéanico de A. coriacea (EHex-cl) em CLAE-EM mantendo-se 0s mesmos
parametros do detector em modo isocratico de ACN:DCM (7:3) acidificado com TFA 1% e

verificou-se que o perfil cromatogréfico da amostra foi muito diferente do resultado obtido

anteriormente (Figura 10).
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Figura 10 — Perfil cromatografico de EHex-c1 obtido em coluna analitica C18 Varian (A) e
C18 Gemini (B) com sistema isocratico ACN:DCM (7:3) + 0,1% TFA, f= 0,5 mL/min e faixa

de m/z 50-2000.
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Com essa brusca diferenca no perfil cromatogréfico, foi necessério a realizacéo de
novas tentativas de obtencéo de perfil de EHSC com a coluna analitica C18 Gemini. No
qual foram testados exaustivamente 49 sistemas de composicado de fase mével (Quadro
5), no entanto sem obtenc&do de cromatograma representativo para verificagdo de perfil
cromatografico do extrato hexanico de A. coriacea (EHex-cl) a fim de determinar

presenca de ACGs e analisar distin¢gdes entre os extratos analisados.

5.4. Analise quimica e perfil cromatografico das fragdes

As fracOes das espécies trabalhadas foram injetadas em CLAE-EM-ESI de baixa
resolucao utilizando MeOH:H,O (85:15) acidificada com 0,1% TFA com fluxo de 0.5
mL/min na coluna analitica C18 Gemini. Essa fase movel é descrita na literatura para
verificacdo de pureza de amostras de ACGs (LAPREVOTE, et al., 1998; CAVE et al.,
1997b).

Os cromatogramas dessas amostras de A. coriacea (ANEXO; Figuras 66-82)
indicaram de maneira geral, que apesar das etapas de purificacdo cromatografica
(Esquemas 3-11), foram detectados picos caracteristicos de triacilglicerois (TAGS) e
picos com massa molecular e fragmentacfes-padrao caracteristicas de ACGs nos

mesmaos.

5.4.1. Extrato hexanico (EHex-c2) de A. coriacea

a) Grupo M-2: Nos cromatogramas das amostras M2-B a M2-F (Anexo; Figuras 66-67)
foram detectados muitos picos caracteristicos de ACGs com razao m/z 622, 604, 606 e
580.

O cromatograma da amostra M1-30A em CLAE-EM-ESI de baixa resolugéo
(Figura 11) apresentou dois picos majoritarios caracteristicos de ACGs como mistura de
isdmeros de razdo m/z 623,3 (pico 1 detectado em 6,27min.) e 623,2 (pico 2 — majoritario
em 57,62 min.).

MCounts] Survey [49.6 - T00 4] [O[=]
1.254 m/z 623,2 E
1.00 7

] m/z 623,3
0.75
0.504
025
7] T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T
10 20 30 40 a0 i
minutes




Figura 11 — Cromatograma de M1-30A obtido em CLAE-EM-ESI baixa resolu¢cdo com
modo de ionizacao positivo.

Esta amostra também foi analisada em CLAE-EM-ESI de alta resolugdo (Figura

12) obtendo perfil similar, com picos de razdo m/z 623,48895 detectado em 19,9 min
(pico 1) e 623,49066 em 40,1 min. (pico 2 — majoritario)
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Figura 12 — Cromatograma de M1-30A obtido em CLAE-EM-ESI alta resolugao com
modo de ionizacao positivo.

Visto que essa amostra apresentou 6tima atividade larvicida (Tabela 2) e mostrou

possibilidade espectrométrica devido a relativa pureza verificada nos cromatogramas
(Figura 11 e 12), esta foi estudada, sendo discutida no Tépico 5.5

b) Grupo M-3: Nos cromatogramas das amostras M3-B a M3-E e M3-G6 a M3-G9
(Anexo; Figuras 68-69) foram detectados picos caracteristicos de ACGs com razdo m/z
622, 594, 612, 596, 638, 628, 656 e 640.

O cromatograma da amostra M3-22 obtido em CLAE-EM-ESI de baixa resolucao
(Figura 13) apresentou picos caracteristicos de ACGs como mistura de isbmeros de

razdo m/z 613,3 (pico 1 detectado em 22,84 min.) e 613,3 (pico 2 - majoritario em 26,94
min).
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Figura 13 — Cromatograma de M3-22 obtido em CLAE-EM-ESI baixa resolucdo com
modo de ionizagao positivo.

Esta amostra também foi analisada em CLAE-EM-ESI de alta resolugdo (Figura
14) obtendo perfil similar com os picos de razdo m/z 613,46926 em 32,8 min (pico 1) e 0
m/z 613,46960 em 40,2 min. (pico 2 — majoritario).
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Figura 14 — Cromatograma de M3-22 obtido em CLAE-EM-ESI alta resolugéo
A amostra (Figura 13 e 14) mostrou possibilidade de estudo espectrométrica,
sendo discutida no Topico 5.5.

5.4.2. Extrato metandlico (EMet-c2) de A. coriacea

a) Grupo B: Nos cromatogramas das amostras B1-A, B1-B e B1-C foram detectados
picos caracteristicos de ACGs com razdo m/z 638, 596, 622 e 606. Nos de B2-A e B2-B
verificou-se os de m/z 606, 638, 604, 596, 638, 622 e 581. Os grupos B3-B, B3-C e B3-D

com picos detectados de m/z 622, 650 e 596, nos grupos B3-C foram detectadas m/z 622
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e 596. E para os grupos B4-E, B4-F e B4-G foram verificados picos com m/z 638, 596,
622. Apenas o cromatograma da amostra B3-f1 apresentou maior purificacdo e confirmou
a presenca de picos majoritarios de ACGs como mistura de isdbmeros com razdo m/z 622.
Cromatogramas das amostras em ANEXO; Figuras 71-75.

b) Grupo C: No cromatograma da amostra C3 foram detectados picos caracteristicos de
ACG com razédo m/z 612, 638, 596 e 622 e nas amostras C2-C e C2-D os com razdo m/z
612, 638, 596, 622 e 640. Cromatogramas das amostras em ANEXO; Figuras 76.

c) Grupo D: No cromatograma da amostra D3-C foram detectados picos caracteristicos
de ACGs com razédo m/z 638 e 620 e nas amostras D4-A, D4-B e D4-C foram detectados
picos com razdo m/z 640 (comum entre os trés) e m/z 596, 612, 638. Cromatogramas das
amostras em ANEXO; Figuras 78-79.

d) Grupo E: Nos cromatogramas de E2, E3-A, E3-B e E4 foram detectados picos
caracteristicos de ACGs com razdo m/z 622, 620, 638, 596 e 640. Cromatogramas das

amostras em ANEXO; Figuras 80.

e) Grupo F: O grupo F3-B apresentou picos catacteristicos de ACGs com m/z 640, 628,
636, 596 e 638 ( ANEXO; Figuras 81).

O cromatograma da amostra F2-C obtido em CLAE-EM-ESI de baixa resolucao
(Figura 15) apresentou picos majoritarios de ACGs como mistura de isdmeros de razéo
m/z 613, 3 (pico 1 detectado em 24,43 min.) e 613, 3 (pico 2 — majoritario detectado em
29,19 min).
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Figura 15 — Cromatograma de F2-C em CLAE-EM-ESI baixa resolu¢gdo com modo de
ionizacao positivo
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Tendo em vista a relativa pureza desta amostra confirmada no cromatograma

(Figura 15), esta foi estudada espectrometricamente, sendo discutida no Tépico 5.5.

f) Grupo H: No cromatograma da amostra ppt52-56C foram verificados picos de ACGs
com m/z 558, 612 e 628 e para ppt52-56M foi verificado apenas um pico majoritario de
ACG com m/z 558 (ANEXO; Figura 82). No entanto, mesmo com pureza considerada e a
presenca de ACGs, a amostra testada ppt52-56C ndo apresentou atividade biologica
(Tabela 2).

Através dessas andlises do perfil cromatografico via CLAE-EM-ESI das amostras
de A. coriacea verificaram-se diversos picos caracteristicos de ACGs com mesma massa
molecular, destas as potencialmente ativas frente a Aedes aegypti foram detectados picos
com razdo m/z 622, 604, 606, 612, 638 e 596 comuns entre os extratos trabalhados.

Uma correlacdo entre a atividade larvicida e as massas moleculares das ACGs foi
verificadas nas fracdes ativas trabalhadas. No entanto, ndo € possivel fazer uma
correlacdo exata da atividade biolégica com formula molecular/classe das ACGs, pois
para uma determinada massa molecular podem ser encontrados diversos tipos de ACGs
em forma isomérica, como para m/z 638 no qual sdo encontrados mais de 64 ACGs de
diferentes classes (MCLAUGHLIN et al., 1996; BERMEJO et al., 2005).

5.5. Elucidagéao estrutural de acetogeninas de A. coriacea
5.5.1. Substancia ACG1 (amostra M1-30A)

A amostra M1-30A, foi obtida como um sélido branco amorfo que reagiu
positivamente quando revelada com o reagente Kedde em CCD. Essa amostra ao ser
injetada em equipamento CLAE-EM-ESI baixa resolugéo, forneceu um cromatograma que
apresentou dois picos, 0 primeiro em 6,27 minutos e o segundo em 57,62 minutos, sendo
este Ultimo majoritario na fracdo (Figura 11). Na andlise do espectro de massas de cada
um desses picos notou-se que ambos apresentavam o mesmo ion molecular na razéo
m/z 622,3 (Figuras 12). Portanto, a partir dessa analise foi possivel verificar que a
amostra M1-30A, era composta por uma mistura de isdmeros. Com o auxilio das diversas
técnicas espectrométricas disponiveis, como as analises por RMN *H e *3C (1D e 2D), IV
e massas de alta e baixa resolucéo foi possivel propor a estrutura que corresponde a
substancia majoritaria, codificada como ACG1, dentro da amostra M1-30A.

Pelo espectro na regidao do infravermelho (IV) (Figura 16) foram observadas

bandas de absorcdo emtg vmax 3.433 cm™ estiramento O-H, 2.921 e 2.851 cm™ (15 CHz e
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CH, alquilicos), 1.748 cm™ estiramento da carbonila de éster (O-C=0), 1.655 cm™
estiramento de dupla ligagdo a,B-insaturada, 1.464, 1.371 cm™ de deformacdo angular
(5sCH, e CHjs) e 1.052 cm™ de deformac&o axial C-O.
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Figura 16 — Espectro na regido do infravermelho (IV) de ACG1 em pastilha KBr.

O espectro de RMN de 'H (Figura 20) mostrou varios sinais na regido entre dy
0,91-2,26 referentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos, na regido entre 3,42-3,95
ppm relativos hidrogénios carbindlicos, além de um multipleto em 5,10 ppm e um singleto
em 7,29 ppm. Associando esses dados as informacdes obtidas pelo mapa de contornos
HMQC (Figura 23), foram verificados os acoplamentos diretos deste singleto em &4 7,29
ao um carbono vinilico em dcy 150,89 e do multipleto em &4 5,10 ao um carbono
carbinolico em d¢cn 79,54 correspondentes ao C-35 e C-36, respectivamente (Tabela 3).

Com o auxilio do espectro de **C-DEPT-Q (Figura 22), identificou-se o sinal do
outro carbono vinilico centrado em &¢ 133,14, o qual foi atribuido ao carbono C-2; outros
sinais no DEPT-Q, evidenciaram a presenca de outro carbono quaternario de carbonila
em O¢c 174,83 (C-1) e outro em campo alto dcyz 17,93 relativo a uma metila bastante
desblindada.

O mapa de contornos gCOSY [*Hx'H] (Figura 25), confirmou a conexdo da
metila em &cpz 17,93 (C-37) ao carbono carbindlico em &cy 79,54 (C-36), por isso seu
maior deslocamento, pelo acoplamento vicinal entre &y 1,40 (d, 6,85 Hz, H-37) e 5,10 (H-
36); assim como, a proximidade dos nucleos dos hidrogénios em &4 5,10 e 7,29, pelo
acoplamento vicinal entre H-36 e H-35 (Tabela 4). Esses dados corroboram com as
informacgdes registradas no mapa de contornos HMBC (Figura 24). Neste sédo observados
acoplamentos %J entre o carbono C-36 (79,54) e os hidrogénios em H-37 (1,40) e H-35
(7,29), 3J entre C-1 (174,83) e H-35 (7,29) que confirmam a uma porcéo y-lacténica a,B-

insaturada. Os dados relativos aos acoplamentos 2J entre o carbono vinilico quaternario
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C-2 (133,14) e H-3 (2,26) e um 3J entre a carbonila em C-1 (174,83) e H-3 (2,26),
determinaram o posicionamento de uma cadeia lateral alquilica conectada ao C-2

(Esquema 12). Todos esses dados podem ser verificados na Tabela 4.

Esquema 12 — Correlacdes verificadas no mapa de contornos COSY (A) e HMBC (B)
para substancia ACGL.

A atribuicdo do valor dos deslocamentos quimicos de todos os carbonos metinicos
oxigenados foi possivel pela analise dos acoplamentos diretos observados no mapa de
contornos HMQC (Figura 23). Os carbonos carbindlicos de alcool absorveram em regides
caractericticas do espectro, com deslocamentos em 8¢ 74,18 (C-15), 73,97 (C-24), 73,81
(C-6), estando acoplados aos hidrogénios do multipleto em &y 3,42 ppm; de forma
semelhante, os sinais dos carbonos em &¢ 82,52 (C-16) e 82,46 (C-23), 81,87 (C-19) e
81,77 (C-20), relacionados a carbonos ligados a grupamentos de éter, devido ao sua
maior desblindagem, foram correlacionados com os sinais dos multipletos em 6y 3,95 e
3,82, respectivamente, e os sinais dos carbonos C-15 (o 74,18) e C-24 (6 73,97) ligados
aos hidrogénios de grupo hidroxi com multipletos em & 3,42 (Tabela 4). Estes dados
estdo de acordo com valores descritos na literatura para sistema bis-THF (LI et al., 2011).

Para verificar o posicionamento desses carbonos oxigenados na estrutura proposta
para ACG1, foi feita uma andlise de todos os acoplamentos 2J,3J destes registrados no
mapa de contorno HMBC (Tabela 4) que permitiu inclusive confirmar a vizinhanca dos
hidrogénios dos carbonos metilénicos. A analise dos dados confirmaram os acoplamentos
entre os hidrogénios metilénicos H-17 (1,99) e os carbonos C-15 (74,18) 3J e C-16 (82,52)
23, 2J entre H-18 (1,99) e C-19 (81,77), 2J H-21 (1,99) e C-20 (81,87) e por fim os
acoplamentos entre H-22 (1,99) com os carbonos C-24 (73,97) 3J e C-23 (82,46) 2J
(Esquema 13), que permitiram definir dois anéis THF na molécula de ACGL1 (Figura 24,
Tabela 4).
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82,46 >o781,87 81,77 “0” 82,52

OH C12H2004 OH
Esquema 13 - Correlacdes %Jcy e 2Jcy verificados no HMBC de ACGL.

A presenca desse sistema foi confirmada nos fragmentos propostos m/z 357
(C20H3707, 0,8%), 497 (CasH4907, 0,1%), 281 (C17H2002,1,2%) , 215 (C11H1904, 1,1%) e
m/z 141 (CgH130,, 0,9%) (Esquema 19).

Verificou-se ainda pelo mapa de contorno HMBC, a conexédo do anel bis-THF as
unidades de cadeias alifaticas laterais pode ser justificadas pelos acoplamentos 3J entre
C-23 (82,46) e H-25 (1,76 m) e 3J entre C-16 (82,52) e H-14 (1,76). A cadeia alquilica
lateral, conectada ao C-23 teve seu tamanho confirmado pela espectrometria de massas
de baixa resolucdo com os fragmentos m/z 451 (Cz6H4306, 1,2%), 497 (C2sH4907, 0,1%),
481 (Cp7H4507, 0,1%), 371(CosH3902, 1,2%), 523 (C3sHs5403, 0,1%) € 493 (C33H4903, 0,1%)
que confirmam a existéncia de nove unidades CH; a metila terminal (Esquemas 17-19). A
auséncia de acoplamentos a longa distancia do HO-CH com o C-2 justifica descartar a
localizac&o deste terceiro grupo hidroxi ao C-3.

A andlise comparativa dos dados de RMN *H e *3C encontrados para a substancia
ACG1 com modelos naturais relatados na literatura, permitiu propor a configuracao
relativa para o anel bis-THF como sendo treo/trans/treo/trans/treo (Tabela 3, Esquema
14).

Tabela 3 — Dados de RMN 'H (500 MHz, CDCls) e **C (125 MHz, CDCls) de modelos
usados para comparacao na determinacéo estrutural e configuracao relativa das unidades
tetraidrofuranicas.

eritro

Posicao é;

A [ 3,40(m) 3,83(m) 3,83(m) 3,83(m) 3,83(m) 3,83(m)
Oc 74,11 83,30 82,48 82,14 82,78 71,35
B oy 3,39(m) 3,84(m) 3,84(m) 3,84(m) 3,84(m) 3,39(m)
&c 74,04 83,17 81,74 81,85 82,84 74,15
c 5y 3,38(m) 3,85(m) 3,94(m) 3,94(m) 3,85(m) 3,88(m)
(1S 74,06 83,21 82,44 82,69 82,10 71,27
ACGl &y 3,42(m) 3,95(m) 3,82(m) 3,82(m) 3,95(m) 3,42(m)
¢ 74,18 82,52 81,77 81,87 82,46 73,97

A= PIMENTA et al., 2006; B= SANTOS et al., 1996b; C= MATA et al., 1998.
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Esquema 14 — Proposta de configuracéo relativa do sistema bis-THF de ACG1 com base
em dados experimentais.

Além das unidades representadas nos Esquemas 13 e 14, pode-se propor a
presenca de outro grupo hidroxi representado pelo sinal no **C-DEPT-Q em ¢y 73,81
ligado ao hidrogénio com &y 3,42. A presenca trés grupos hidroxi na estrutura foi
confirmada pela preparacdo do derivado acetilado codificado como ACGla, no qual os
dados confirmaram a formacdo de trés grupos acetoxilicos com sinais no RMN de *H
(Figura 20) em dy 2,10, 2,09, 2,08 e no espectro de *C-DEPT-Q (Figura 21) em 8¢
171,02, 170,99 e 170,90 (sinais pouco intensos) correspondentes aos carbono
carboxilicos da acetoxila (Tabela 4).

Com esta informacdo e tendo todas as andlises espectrométricas discutidas
anteriormente, verificou-se que o terceiro grupamento hidroxi, se posicionava na cadeia
alquilica lateral entre a unidade bis-tetraidrofuranica a,a-diidroxilada e a porcdo y-
lactdnica a,B-insaturada. No mapa de contornos gCOSY [*Hx'H] (Figura 25), pode ser
observado o acoplamento vicinal entre o hidrogénio carbindlico em &y 3,42 (6-OH) e os
hidrogénios metilénicos centrados no multipleto em 1,32 ppm (H-5 e H-7) da cadeia lateral
(Esquema 15), porém o posicionamento inequivoco do grupamento (6-OH) foi confirmado
pelos fragmentos nas razdées m/z 169 (CgH1303, 1,0%) e 171 (CgH1503, 1,2%) observados
nos espectros de massas de baixa resolucao (Esquema 18-19).

OH

fdm‘&

1,32 1,32

Esquema 15 - Correlacdes verificadas no mapa de contornos COSY de ACGL1

Considerando o valor do ion quase molecular [M+Na]* em m/z 645,3 relativo ao ion
aduto sédico e [M+H]" em m/z 623, pode-se definir o valor do M* com m/z 622. Pode-se
propor a formula molecular expandida conforme a equacdo: [111 (CeH;O,) + 228
(C12H2004) + 30 (CHOH) + 14n (CH2)n + 1 (H)], temos: 370, fazendo a diferenca 622 —
370 = 14n, sendo n = 18. Desta forma pode-se propor a estrutura parcial de ACG1
(Figura 17), sendo n; + n, + ng=n = 18.
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C37Hg607
m/z 622

Figura 17 — Proposta estrutura parcial para ACG1

As andlises dos espectros de massas de baixa resolucdo (Figuras 26-27)
permitiram localizar as hidroxilas em 6, 15 e 24 (Figura 18), com base nos valores de m/z
detectados no espectro que podem ser justificados pelos ions originados pelas
fragmentacoes representadas abaixo entre outros representados nos Esquemas 16-20.

O tamanho da cadeia lateral alifatica conectada ao C-24, composta por nove
unidades CH, e a metila terminal foi confirmado pela espectrometria de massas com 0s
fragmentos m/z 451 (CzH4306, 0,3%) € m/z 497 (CysH4907 0,5%) (Esquema 19). Da
mesma forma, analisando os fragmentos m/z 357 (CyoH37;07, 0,6%) e 281 (Cy17H290s3,
1,4%), confirmou-se que a cadeia lateral conectada ao C-16 era composta por oito
unidades CH,, além das fragmentacdes descritas como a confirmacédo do posicionamento
6-OH, m/z 169,3 (CgH1303) e 171,0 (CgH;1503) e os fragmentos m/z 199 (C11H1903, 0,8%),
149 (CgHg0O3, 31,9%) da unidade lactbnica (Esquema 20).

34

m/z169 e 171

m/z 172 m/z 451 m/ z 282

Figura 18 — Proposta estrutural para ACG1 com fragmentacgdes verificadas no espectro
de massas (ESI-MS)

Outras andlises dos espectros de massas de baixa resolucdo (Figura 26-27)
confirmaram fragmentos relativos a perda de agua como m/z 605,2 [C37Hs7O7-1H,0], m/z
587,2 [C37H6506-1H20], m/z 569,2 [C37Hs305-1H,0], m/z 551,1 [C37H104-1H,0] € m/z 533
[C37H5903-1H,0] e m/z 457 (Cs31Hs30,, 0,9%) relativo a perda da unidade lactbnica
(Esquema 16-17).

Com a andlise de todos os dados espectrométricos, fundamentais para a
elucidacao estrutural da substancia ACG1, conclui-se que sua estrutura € compativel a

uma acetogenina bis-THF conhecida bullacina (Figura 19), cuja féormula molecular
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C37HgssO7 (calculado 623,9321) é compativel com o fragmento m/z 623,48935 [M+H]"
obtido em massas de alta resolucéo (Figura 28-29).

Esta acetogenina foi anteriormente isolada da casca do caule de Annona bullata
(McLAUGHLIN et al., 1993) e A. squamosa (McLAUGHLIN et al., 1998) sendo relatada

pela primeira vez em sementes do género Annona, assim como na espécie Annona

coriacea.

treo trans
treo tl’anS \ treo

OH o)

Figura 19 — Estrutura de ACGL - Bullacina
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Tabela 4 - Dados de RMN 'H (500MHz) e **C (125MHz) da fracdo M1-30A contendo
ACG1, incluindo-se resultados obtidos através de espectros 2D HMQC e HMBC.

Deslocamentos quimicos em & (ppm) e valores de constantes de acoplamentos (J) em

Hz*.
ACG1 ACGla
HMQC HMBC HMQC HMBC

C 8¢ K [ 5c [ [

1 174,83 - H-3; H-35 173,07 - H-3

2 133,14 - H-36; H-35; H-3 126,90 - H-3
OAc - - - 171,02 - 2,10 (s)
OAc - - - 170,99 - 2,09 (s)
OAc - - - 170,90 - 2,08 (s)

CH

6 73,81 3,42 (m)” - 74,37 3,86 (m) -

15 74,18 3,42 (m) H-17 74,82 4,84 (m) -

16 82,52 3,95 (m)” H-17; H-14 79,64 3,97 (m) -

19 81,77 3,82-3,88 (m)” H-18; H-17 78,91 3,97 (m) -

20 81,87 3,82-3,88 (M) H-21;H-22 79,22 3,97 (m) -

H-22; H-25
23 82,46 3,95 (m) 79,41 3.97 (m) -
24 73,97 3,42 (m) H-22 75,19 4,84 (m) -
H-36; 2H-3; ,
35 150,89 7,29 (s, 5H) 3137 148,97 7,01 (s) H-36; H-3
36 79,54 5,10 (m) H-35; H-37 77,49 5,01 (m) -
CH,

3 25,83 2,26 (m) H-35 25,39 2,27 (m) -

4 24,63 1,32 (m)” H-3 25,16 1,30 (m) -

5 35,49 1,32 (m) - 32,08 1,31 (m) -

7 35,09 1,32 (m) - 31,92 1,31 (m) -
8-13 | 29,01-29,52 1,32 (m) H-15 29,71-29,12 1,31 (m) -

14 32,91 1,75-1,77 (m)* H-16 35,44 1,60(m) -
17-18 | 27,20-28,29 1,99 (m)” H-16 28,11-28,21 1,95 (m) -
21-22 | 27,20-28,29 1,99 (m) H-23 25,16-28,21 1,95 (m) -

25 32,58 1,75-1,77 (m) - 30,8 1,60 (m) -
26-31 | 28,81-29,52 1,32 (m) - 29,71-29,12 1,31 (m) -

32 31,72 1,32 (m) H-34; H-31 31,92 1,26 (m) H-34

33 22,38 1,32 (m) H-34; H-31 25,16 1,26 (m) H-34

CH,

37 17,93 1,40 (d, 6,85) H-36 19,22 1,42 (d, 7,0) | H-36; H-35

34 13,16 0,93 (t, 7,0) H-33 14,14 0,89 (t, 6,75) H-33
OAc - - - 21,21 2,10 (s) -
OAc - - - 21,16 2,09 (s) -
OAc - - - 21,13 2,08 (s) -

*O espectro 2D "H-'H-COSY também foi usado nesta interpretacdo de resultados experimentais.
**Qutros valores em menor intensidade justificam a presenc¢a de outro componente na fragao.
* Os sinais estao sobrepostos.
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Figura 22 — Expansao do espectro de RMN *C-DEPT-Q (125MHz) de ACG1 em CD;0D
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Figura 23 - Espectro de 2D (=Mapa de contornos) HMQC (*H:500 e **C:125 MHz) de

ACG1 em CDsOD
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Figura 25 — Espectro de 2D (=Mapa de contornos) *H-'H-COSY (500MHz) de ACG1 em

CDs0OD
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Figura 26 — Espectro de massas de baixa resolucdo da ACG1 obtido através de

ionizacgao por eletrospray (EM-ESI)
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Figura 28 — Espectro de massas alta resolucdo de ACG1 obtido através de ionizacéo por
eletrospray (EM-ESI) em modo positivo
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Figura 29 — Espectros/ampliacdo de massas de ACG1 obtido em CLAE-EM-ESI alta
resolu¢cdo em modo positivo
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Figura 31 — Ampliacéio do espectro de RMN *H de ACG1a obtido em CDCl;
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Figura 32 — Espectro DEPT-Q-'3C (125 MHz) de ACG1a obtido em CDCls
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Figura 33 — Ampliacdo do espectro DEPT-Q-*C de ACG1a obtido em CDCl;
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Esquema 16 — Propostas de fragmentacdes de perdas de H,O para justificar alguns picos

detectados no espectro de massas (EM-ESI) de ACG1. Espectros em Figuras 26-29.
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Esquema 17 — Propostas de fragmentacdes para justificar os valores de picos detectados

no espectro de massas (EM-ESI) de ACGL1. Espectros em Figura 26-27.
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Esquema 18 - Proposta de fragmentacao para justificar os picos detectados no espectro

de massas (EM-ESI) de ACGL1. Espectros em Figura 26-29.
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Esquema 19 — Proposta de fragmentacéo para justificar os picos detectados no espectro

de massas (EM-ESI) de ACGL1. Espectros em Figura 26-27.
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Esquema 20 — Proposta de fragmentac&o para justificar os picos detectados no espectro
de massas (EM-ESI) de ACGL1. Espectros em Figura 26-29.

5.5.2. Substancias ACG2 e ACG3 (amostras M3-22 e F2-C)

No cromatograma da amostra M3-22 (Figura 13-14) obtido em CLAE-EM-ESI
baixa resolucédo foram detectados dois componentes com razdo m/z 613,3 (Figura 46);
utilizando a mesma técnica cromatografica para a amostra F2-C, cujo cromatograma
apresentou dois picos com a mesma razdo m/z 613,3 (Figura 60). Com o emprego dessa
técnica-hifenada, foi possivel verificar que essas amostras eram compostas por uma
mistura de isdbmeros constitucionais.

Na amostra M3-22 foram detectados, um pico majoritario no tempo de retencdo
26,94 min. (pico 2) e um minoritario em 22,84 min. (pico 1) (Figura 13), e no
cromatograma da amostra F2-C, foram detectados também dois picos, nos tempos de
retengcdo 24,50 min. (pico 1) e 29,19 min. (pico 2) (Figura 15) sendo este ultimo
majoritdrio na amostra. Mesmo em mistura, 0s componentes majoritarios dessas
amostras, denominados ACG2 em M3-22 e ACG3 em F2-C, tiveram sua estrutura
determinada pelas mesmas técnicas espectrométricas utilizadas sendo RMN *H e **C (1D

e 2D), IV, EM-ESI de baixa e alta resolucdo. A presenca de substancia minoritaria nas

92



amostras foi identificada nesses diversos experimentos, porém nao teve sua estrutura
determinada.

As amostras foram obtidas como um sélido branco, que reagiu positivamente com
o reagente Kedde quando reveladas em CCD. Os espectros na regido do infravermelho
das amostras M3-22 e F2-C (Figura 35) mostraram-se semelhantes, revelando a
presenca de bandas de absorcdo em vmax 3.420 cm™ estiramento O-H, 2.920 e 2.850 cm™
(vs CH3 e CH; alifaticos), 1.727 cm™ de estiramento da carbonila lactdnica (C=0), 1.649
cm™ de estiramento da dupla ligacdo a,B-insaturada, 1.460 e 1.377 cm™ de deformac&o
angular (8s CH, e CHs) e 1.071 cm™ de deformacéo axial C-O de &lcool secundario.

3420,8; 2920,5; 2850,4; 1727,6; 1649,7; 1460,1; 1377,2; 1284,8; 1202,1; 1119,2; 1071,7; 958,8; 720,5

=
4000 s000 Zooo 1000

3406,3; 2964,2; 2853,3; 1751,7; 1656,1; 1460,1; 1375,1; 1276; 1122,5; 1073,8; 735,2; 964,2; 721,0

4000 so000 2000 1000

Figura 35 — Espectro na regido do infravermelho (IV) de M3-22 (A) e F2-C (B) em pastilha
de KBr.

Os espectros de RMN de 'H das amostras M3-22 (Tabela 7, Figura 40) e F2-C
(Tabela 8, Figura 54) também mostraram semelhanca no padrdao do deslocamento
quimico dos sinais dos hidrogénios. Na amostra M3-22 observaram-se sinais na regiao de
On 0,91-2,47 referentes a hidrogénios metilicos e metilénicos, na regido de 6y 3,42-3,96
de hidrogénios carbindlicos, além de um multipleto em &4 5,11 e um sinal de singleto em
Oy 7,38. Esses dados foram analisados em conjunto com as informagcdes do mapa de
contornos HMQC (Figura 43) e permitiram verificar os acoplamentos diretos do singleto
em Oy 7,38 ao carbono vinilico em d¢cy 152,98 e do multipleto em &4 5,11 ao carbono
carbindlico em d¢y 78,37, atribuidos aos carbonos C-33 e C-34, respectivamente.

Com o auxilio do espectro de RMN **C-DEPT-Q (Figura 41-42) foi possivel
identificar a dupla vinilica entre os carbonos C-2/33, atribuidos aos carbonos &¢ 130,10 e

Ocn 152,98 respectivamente; outro sinal evidenciou a presenca de um carbono atribuido a
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uma carbonila em &¢ 175,05 (C-1), um sinal em d¢cns 17,78 atribuido a metila C-35 ligado
a carbono oxigenado (Tabela 7).

Com as informacbes de deslocamento quimico dos sinais de carbonos e
hidrogénios discutidos acima, a analise do mapa de contornos gCOSY [*Hx'H] (Figura
45), evidenciaram a conexdo da metila desblindada pelo acoplamento vicinal entre 1,42
(d, 6,85 Hz, H-35) e 5,11 ppm (m, H-34). Os dados encontrados no mapa de contornos de
HMBC permitiu verificar os acoplamentos a longa distancia 2J entre o carbono C-34 (&
78,37) e os hidrogénios em 8y 1,42 (H-35) e 5y 7,38 (H-33), 3J entre o carbono carbonilico
C-1 (6 175,05) e o sinal do vinilico em & 7,38 (H-33). Isto confirmou a presenca de uma
unidade y-lactona a,B-insaturada. Os acoplamentos 3J entre C-1 (5175,05) da carbonila e
os hidrogénios metilénicos em &y 2,36 (Ha-3) e 6y 2,47 (Hb-3) confirmou-se a vizinhanca
alquilica e a conexdo ao carbono em &¢ 130,10 (C-2). Vale ressaltar que nesta andlise do
HMBC, obteram-se os sinais de um carbono carbindlico 6¢c 69,0 acoplado com os
hidrogénios metilénicos Ha-3 (2,36) e Hb-3 (2,47) (3J) e ainda um acoplamento *J entre C-
5 (36,88) e Ha-3 (2,36) e Hb-3 (2,47), que definiram o posicionamento do grupamento
hidroxi em C-4 (Esquema 21).

C/HyO3 ¢
m/z 141

Esquema 21 - Correlacdes verificadas no mapa de contornos gCOSY (A) e HMBC (B) de
M3-22.

No mapa de contornos HMQC (Figura 43), foi possivel atribuir o valor dos
deslocamentos quimicos de todos os carbonos metinicos oxigenados com sinais
localizados em &¢ 73,82 (C-22) e 72,59 (C-17), 70,56 (C-10) e 70,97 (C-12) que foram
correlacionados por acoplamento direto aos hidrogénios do multipleto em &y 3,43 e 3,52-
3,63. De forma semelhante, os sinais dos carbonos em &¢ 82,97 (C-18) e 82,56 (C-21)
gue foram correlacionados com os sinais dos multipletos em dy 3,83 ppm.

O mapa de contorno HMBC (Figura 44) auxiliou no posicionamento de carbonos
metinicos oxigenados, inclusive permitiu atribuir o valor de deslocamento quimico dos
carbonos metilénicos sobrepostos em 6¢cp 28,20-28,30 (C-19 e C-20) correlacionados aos
hidrogénios do multipleto em &4 2,0 acoplados a estes.
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A anélise desses dados confirmaram os acoplamentos 3J entre C-21 (82,56) e H-23
(1,32), %J entre C-21 (82,56) e H-20 (2,00), °J entre C-18 (82,97) e H-16 (1,32) e 2J entre
C-18 (82,97) e H-19 (2,00) que indicaram um sistema mono-THF a, a’-diidroxilado
conectado entre duas cadeias alifatica laterais (Esquema 22). A presenca desse sistema
foi confirmada pelos fragmentos m/z 487 (CzsH470sg, 0,6%), 371 (CxoH3506, 0,4%), 299
(C22H4304, 0,3%), 271,1 (Ci1eH3103, 1,0%) e 245 (Ci3H2504, 2,2%) observados nos

espectros de massas baixa resolucédo (Esquema 28-29).

2,00 2,00

Ce6H1003
m/z 130

Esquema 22 — Correlagdes “Jcy e *Jcn verificadas no HMBC da amostra M3-22.

A andlise comparativa dos dados de RMN *H e *3C das amostras M3-22 e F2-C
com os modelos de acetogeninas naturais registradas na literatura (Tabela 5) permitiu
propor uma configuracado relativa para o anel mono-tetraidrofurdnico como sendo
treo/trans/treo (Esquema 23).

Tabela 5 — Dados de RMN *3C (500 MHz, CDCls) de modelos usados para comparacéo
na determinacao estrutural e configuragéo relativa (MCLAUGHLIN et al., 1999; BERMEJO
et al., 2005). Deslocamentos quimicos em & (ppm).

HO He Ho

HQ
/, > O, A
5 \ / 2 5 \ /1( 2
treo treo re0 eritro
cis

trans

HO

eritro
trans cis

squamoxinona mosina C squamoxina sootepensina-A
Posicdo  M3-22 F2-C A B C D
1 72,47 72,59 73,97 74,38 71,52 72,1
2 82,50 82,55 85,58 82,66 83,18 82,8
5 82,87 82,86 82,63 82,66 82,14 82,3
1” 73,74 73,81 74,02 74,28 74,28 74,2

trans

treo treo

%
OH OH

Esquema 23 — Proposta de configuragéo relativa do sistema mono-THF para as amostras
M3-22 e F2-C com base em dados experimentais.
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Além das hidroxilas pertencentes ao sistema do anel mono-THF a,a’-diidroxilado
(Esquema 22) e da em C-4, foram observados sinais nos espectros de RMN *H (Figura
40) e C-DEPT-Q (Figura 41), incluindo HMQC (Figura 43) compativeis para duas
hidroxilas adicionais (2xCHOH). Proposicdo que foi confirmada pelas analises dos
espectros dos produtos de acetilagdo de parte de M3-22 (Figuras 50-53) e F2-C (Figuras
62-65). Os grupamentos acetoxilas foram detectados no espectro de RMN *H com sinais
em 8y 2,10, 2,09, 2,07, 2,05 e 2,04, também confirmados pelos sinais no espectro de **C-
DEPT-Q em &¢ 170,96, 170,90, 170,75, 170,69 e 170,64 (Tabela 7) relativos a carbonila
do éster. Observados nos espectros de M3-22 e que foram semelhantes aos encontrados
em F2-C (Tabela 8).

Estes dados permitem fazer os célculos abaixo para definir a FM de ambas ACGs.
Considerando os valores de m/z detectados no espectro de massas, do ion quase
molecular [M+Na]* em m/z 635 do em relativo ao ion aduto sédico, m/z 613,3 relativo ao
[M+H]", definindo o fragmento [M*] como m/z 612,3. Pde-se propor a formula molecular
expandida conforme a equacéo: [141 (C;HgO3) + 130 (CgH1003) + 60 (2xCHOH) + 14n
(CH2)n + 1 (H)], obtendo: 362, fazendo a diferenca 612 — 362 = 14n, sendo n = 20. Esta
analise permitiu propor a estrutura parcial de ACG2 e ACG3 (Figura 36), sendo n; + n, +

N3 + ng=n = 20.

Figura 36 — Proposta estrutura parcial para ACG2 e ACG3

Os grupamentos 1,3 diol nas estruturas ACG2 e ACG3 foram identificados pelos
sinais observados no mapa de contornos HMQC (Figura 43), no qual verificou-se sinais
compativeis para dois carbonos carbindlicos em &6¢c 70,56 e 70,97 estdo ligados aos
hidrogénio dos multipletos em &4 3,66 e 3,56, respectivamente. Pelo mapa de contornos
gCOSY [*Hx'H] (Figura 45), observou-se que os sinais destes multipletos em 5y 3,66 e
3,56, referentes aos hidrogénios carbindlicos, acoplavam com os hidrogénios metilénicos
do multipletos em &y 1,55 ppm ligados ao & 40,45 (Esquema 24). A confirmacéo do
grupamento 1,3- diol também foi observada no mapa de contornos HMBC, com o
acoplamento 2J entre os hidrogénios metilénicos do multipleto em &y 1,55 com os
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carbonos em &¢ 70,56 e 70,97 ppm para ACG2 e os hidrogénios metilénicos do multipleto
em 0y 1,55 com os carbonos em &¢ 70,56 e 69,0 ppm em ACGS3.
ACG2 ACG3

OH OH

OH OH OH OH OH OH
M )}\///‘@ M VLLL o
3,56™~"3,66 (ej E 70,58~~70,97 ff “QL 3,67 3845 7055~B00Ns
it A\ ) \"1 55‘) \aes/
155 '

A B A B

Esquema 24 — Correlacdes verificadas para as posi¢cdes 1,3-diol no mapa de
contornos COSY (A) e HMBC (B) para as substancias ACG2 e ACG3.

Com as evidéncias mostradas nos experimentos de RMN 2D e através das
fragmentacdes obtidas nos experimentos de espectrometria de massas de baixa
resolucao por eletrospray, conclui-se que o posicionamento do grupamento 1,3-diol na
cadeia lateral hidroxilada, estdo localizados nos carbonos C-10 e C-12 para a estrutura
ACG2 e nos carbonos C-4 e C-6 para a estrutura ACG3.

As acetogeninas muricatocin A, B e C, isoladas de folhas de Annona muricata
(McLAUGHLIN et al., 1995b;c) apresentam sistema 1,3-dihidroxi na cadeia alifatica e séo
também descritos na literatura padrdes de oxidacdo na cadeia alifatica lateral ao anel
lactbnico nas posicbes C-5 a C-12 das acetogeninas (BERMEJO et al.,, 2006;
MCLAUGHLIN et al., 1999).

A andlise comparativa dos dados de RMN 'H e 3C encontrados para as
substancias propostas ACG2 e ACG3 com modelos naturais relatados na literatura
confirmaram a configuracdo pseudo-treo, do grupamento 1,3-diol em ambas propostas
estruturais (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados de RMN 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) das substituices
hidroxiladas na cadeia alifatica (MCLAUGHLIN et al., 1995b;c) em comparacdo com as
substancia ACG2 e ACG3.
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pseudo-treo pseudo-eritro

/o e

&

3

OH OH
OH OH
ACG2 ACG3 Muricatocin C Muricatocin A Muricatocin B
C Oc Oy Oc Oy Oc Oy Oc Oy Oc Oy

10/4 | 70,56 | 3,59 (m) | 69,0 | 3,84(m) | 69,62 | 3,94(m) | 72,88 | 3,94(m) | 72,87 | 3,94 (m)

11/5 | 40,45 | 1,55 (m) | 40,44 | 1,56 (m) | 42,67 | 2,01(m) | 42,94 | 2,00(m) | 42,95 | 2,01 (m)

12/6 | 70,97 | 3,80 (m) | 70,36 | 3,67 (m) | 69,23 3,86 (m) 72,60 | 3,86(m) | 72,63 | 3,86 (m)

A andlise de espectrometria de massas permitiu confirmar a proposta do
grupamento 1,3-diol nos carbonos C-10 e C-12 na estrutura de ACG2 (Figura 46-47),
pelos fragmentos observados nos espectros de baixa resolucdo m/z 255 (Ci4H2304,
0,2%), seu respectivo fragmento m/z 237 (C14H2103, 0,2%) de perda de H,O, 243
(C13H2304, 0,2%) referente a quebra da ligacdo C-10 e C-11 e m/z 199 (C11H1903, 2.4%)
referente a ligacado C-8 e C-9, que comprova a presenca de apenas uma hidroxila em C-4
(Esquema 25). Os sinais de interacdo dos hidrogénios H-3a e H-36 com o carbono C-4
justificam a posicao do HO-4, apesar da auséncia do fragmento m/z 141 correspondente a
quebra aC-7 em C-4/C-5.

Para a definicdo do posicionamento das trés hidroxilas remanescentes, 0s
experimentos dos espectrometros de massas de baixa resolucdo da amostra original
(Figura 46-47), foram analisados para propor dois modelos estruturais para as
substancias isoméricas em M3-22 e F2-C, pelo posicionamento dos grupamentos hidroxi
(1,3-diol) na cadeia lateral tetraidroxilada (Figura 37).

OH OH

ACG2 o

OH

ACG3 o

Figura 37 — Propostas estruturais da porcao alifatica a-lactona das posi¢cdes dos
grupamento hidroxi para as ACG2 e ACG3
Os espectros de massas também apresentaram fragmentos relativos a perda de

égua como m/z 595 [C35H6508-1H20], m/z 577 [C35H6307-1H20], m/z 559 [C35H5105-

98



1H,0], m/z 541 [C35H5905-1H,0] e m/z 523 [C3sHs704-1H20] (Esquema 27) e contragcao
do anel devido a perda ion acilio de razdo m/z 477 (Cs4Hs30, 0,1%) (Esquema 29).
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Esquema 25 — Proposta de fragmentacéo para justificar os picos detectados no espectro
de massas (EM-ESI) de ACG2. Espectros Figura 46-47.

OH

OH o)

o

Figura 38 — Estrutura de ACG2

H

A andlise de espectrometria de massas também permitiu posicionar o grupamento
1,3-diol nos carbonos C-4 e C-6 na estrutura de ACG3 (Figura 35). Os possiveis
fragmentos para os picos, com razdo m/z 199 (Cy1oH1504, 1,8%) referente a quebra da
ligacdo C-7 e C-8 e os respectivos fragmentos de perda de H,0, 181 [C10H1504-1H,0] e
163 [C10H1504-2H20], 0 m/z 227 (C12H1904, 0,5%), relativo ao rompimento da ligacdo C-9

e C-10, em m/z 185 (CgH1304, 1,0%) referente a quebra da ligacdo C-6 e C-7 pode

comprovar a presenca de duas hidroxilas sendo uma em C-4 (Esquema 30).
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Esquema 26 — Proposta de fragmentacao para justificar os picos detectados no espectro

de massas (EM-ESI) de ACG3. Espectros Figura 46-49.
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Figura 39 — Estrutura de ACG3

Com a andlise de todos os dados espectrométricos, fundamentados pelas
fragmentacdes propostas para justificar os picos observados nos espectros de massas de
baixa resolucéo, conclui-se que as substancias ACG2 e ACG3 sao duas acetogeninas do
tipo mono-THF, que até o momento sdo inéditas na familia Annonaceae, com formula
molecular C3sHesOg (calculado 613,8635) compativel com o fragmento m/z 613,46960
correspondendo ao [M+H]" obtido no espectrdmetro de massas de alta resolucdo (Figura
48-49).

Estas foram nomeadas com base em relatos na literatura para substancias
pertencentes & mesma classe de metabdlitos secundarios (BERMEJO et al., 2006;
McLAUGHLIN et al.,, 1996) como coriapentocina A e coriapentocina B,

respectivamente.
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Tabela 7 - Dados de RMN *H e **C da amostra M3-22 (ACG2), incluindo-se resultados
obtidos através de espectros 2D HMQC e HMBC. Deslocamentos quimicos em & (ppm) e
valores de constantes de acoplamentos (J) em Hz*.

M3-22 (ACG2) M3-22 acetilado (ACG2a)
HMQC HMBC HMQC HMBC
C 5 5 [ 5c [
1 175,05 - H-33; Ha-3; Hb-3 | 173.53 - -
H-34; Ha-3;

2 130,10 - Hb-3: H-5 130,14 - -
OAc - - - 170,96 - 2,10 (s)
OAc - - - 170,90 - 2,09 (s)
OAc - - - 170,75 - 2,07 (s)
OAc - - - 170,69 - 2,05 (s)
OAc - - - 170,64 - 2,04 (s)
CH

4 69,00 3,83 (m)” Ha-3; Hb-3 69,34 4,84 (m); -

10 70,97 3,52-3,63 (m)” H-11 71,84 4,84 (m); -

12 70,56 3,67-3,71 (m)” H-10; H-11 70,36 4,97 (m); -

17 73,82 3,43 (m)” - 74,95 4,84 (m)

18 82,97 3,83 (M) H-19/20; H-16 79,69 3,97 (m); -

21 82,56 3,83 (m) H-19/20; H-23 79,94 3,97 (m) -

22 72,59 3,43(m)” - 73,62 4,84(m) -

H-33; H-34

33 152,98 7,38 (s) Hb-3; Ha-3 151,01 7,10 (s) H-34
34 78,37 5,11 (m) H-33 77,59 5,03 (q, 7,0) -
CH,

2,36 (dd, Ha-3) _
3 32,57 2.45 (m, Hb-3) H-33; H-5 34,06 1,26 (m) -
5 36,88 1,32 (m)” Ha-3; Hb-3 35,36 1,26 (m) -
35,36-
6-9 22,38-37,03 1,32 (m) - 25 40 1,26 (m) -
11 40,45 1,55 (m)”
13-16 | 22,38-37,03 1,32 (m) - 35,36- 1,26 (m) ;
: : : 25,40 :
# 35,36-
19/20 | 28,30-28,20 2,00 (m) - 25 40 1,26 (m)
25,17-
23-31 | 22,38-37,03 1,32 (m) - 31,92- 1,26 (m) -
CHs

32 13,10 0,93 (t, 6,5) H-31 14,14 0,89 (d, 6,5) 22,70; 31,92
35 17,78 1,42 (d, 6,8) H-34 18,94 1,41 (d, 6,5) H-33; H-34
OAc - - - 21,24 2,09 (s) -
OAc - - - 21,18 2,07 (s) -
OAc - - - 21,16 2,05 (s) -
OAc - - - 21,13 2,04 (s) -
OAc - - - 21,00 2,10 (s) -

* O espectro 2D '"H-'H-COSY também foi usado nesta interpretacdo de resultados experimentais.

** Qutros valores em menor intensidade justificam a presencga de outro componente na fracao.
# Os sinais estdo sobrepostos
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Esquema 27 — Propostas de fragmentagdes de perdas de H,O para justificar alguns picos
detectados no espectro de massas (EM-ESI) de ACG2. Espectros em Figuras 46-49.
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Esquema 28 — Proposta de fragmentacéo para justificar os picos detectados no espectro
de massas (EM-ESI) de ACG2. Espectros em Figuras 46-49.
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de massas (EM-ESI) de ACG2. Espectros em Figura 46-47.
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Tabela 8 — Dados de RMN 'H (500MHz) e *C (125MHz) da amostra F2-C contendo
ACG3, incluindo-se resultados obtidos através de espectros 2D HMQC e HMBC.

Deslocamentos quimicos em & (ppm) e valores de constantes de acoplamentos (J) em

Hz*.

32

O I
I

OH

o )yunnnQ

F2-C (ACG3) F2-C acetilado (ACG3a)
HMQC HMBC
C **§e 3y By 5 dc
1 175,06 - H-34; Ha-3 175,37 -
H-34; H-35;
2 130,11 - Ha3: Hb-3 133,14 -
OAc - - - 175,34 -
OAc - - - 175,32 -
OAc - - - 175,22 -
OAc - - - 175,10 -
OAc - - - 175,06 -
CH
4 69,00 3,84 (m)” Ha-3; Hb-3; H-5 73,28 5,11 (m)
6 70,36 3,67 (m)* H-5; H-4 75,63 5,04 (m)
12 70,54 3,57 (m)” H-10 74,82 5,03 (m)
17 73,81 3,42 (m)” - 79,07 4,84-4,88 (m)
18 82,86 3,81-3,87 (m)” H-19; H-16 83,93 4,93 (m)
21 82,55 3,81-3,87 (m) H-20; H-23 83,71 4,93 (m)
22 73,81 3,42 (m) - 82,18 4,84-4,88 (m)
Ha-3; Hb-3; 7,28 (s)
33 152,97 7,38 (s) H-35: H-34 157,02
34 78,37 5,12 (g, 13) H-33; H-35 77,36 5,01 (m)
CH,
3 32,93 2,36(m); 2,46(m) 31,62 2,38 (m)
5 40,44 1,55 (m)” - 38,75 1,27 (m)
7-11 | 22,36-37,07 1,36 (m)” - 26,29-37,59 1,27 (m)
13-16 | 22,36-33,07 1,36 (m) - 26,29-37,59 1,87 (m)
19/20 | 28,27-28,17 2,00 (m)” H-18;H-21 28,63-28,93 1,87 (m)
23-31 | 22,36-33,07 1,36 (m) - 26,29-37,59 1,27 (m)
CH,4
32 13,05 0,92 (t, 6.5) - 17,01b 0,90 (t; 6,5)
35 17,74 1,42 (d, 6.5) - 21,47b 1,41 (d, 6.5)
AcO - - - 23,40 2,105
AcO - - - 23,61 2,097
AcO - - - 23,65 2,076
AcO - - - 23,69 2,064
AcO - - - 23,73 2,050

*O espectro 2D '"H-'H-COSY também foi usado nesta interpretacdo de resultados experimentais.

**Qutros valores em menor intensidade justificam a presencga de outro componente na fracdo.
* Os sinais estao sobrepostos
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resolu¢cdo em modo positivo.
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Figura 63 — Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz) de ACG3a obtido em CDCls
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6. CONCLUSOES

Em concordancia com as expectativas iniciais do trabalho, os resultados obtidos de
atividade larvicida frente a Aedes aegypti dos extratos e fragcbes mostraram que a espécie
A. coriacea € bastante promissora na busca de novos compostos biocidas, visto que
apresentaram alto potencial bioldgico, alguns superior aos encontrados na literatura do
género Annona.

Os extratos hexanicos (coletados em MT e MS) apresentaram grande potencial
larvicida e mais ativos que os respectivos extratos metanolicos. Do fracionamento dos
extratos de A. coriacea foram obtidas muitas fracdes potencialmente ativas, com destaque
as obtidas do extrato metandlico. Estas que apresentaram excelentes resultados de
atividade larvicida frente a Aedes aegypti (100% de mortalidade com 1,4 ppm); sendo
mais potente que acetogenina ativa relatada na literatura (10 ppm para eliminar 100%
larvas).

Foi verificada relacdo direta da purificacdo cromatografica das amostras que
continham acetogeninas, com aumento no potencial larvicida, comprovando que essas
substancias sdo as responsaveis pela alta atividade larvicida encontrados nos extratos
avaliados e sendo, entretanto fontes promissoras de compostos inseticidas frente a larvas
de Aedes aegypti.

As varias fracGes obtidas a partir dos extratos de A. coriacea, apresentaram-se
como mistura de ACGs isbmeras. No entanto, foi possivel propor estruturas para trés
ACGs, uma do tipo bis-THF conhecida como bullacina (ACG1), ja isolada em A. bullata e
outras duas mono-THF denominadas coriapentocina A (ACG2) e B (ACG3), sendo
relatadas pela primeira vez na familia Annonaceae.

Os resultados da atividade larvicida encontradas para as acetogeninas bullacina e
coriapentocina A corroboram com a atividade descrita na literatura, visto que a
acetogenina com unidade bis-THF apresentou maior potencial larvicida frente A. aegypti
gue a com unidade mono-THF, apesar de ter apresentado atividade larvicida significativa;
sendo pela primeira vez relatada tal atividade biologica.

As analises do perfil cromatografico via CLAE-EM-ESI das amostras A. coriacea
permitiram detectar picos caracteristicos de ACGs com mesma massa molecular nas
fracOes contendo esta classe de metabolitos. Das fragBes potencialmente ativas frente a
Aedes aegypti da espécie A. coriacea foram verificados picos com razdo m/z 596, 604,

606, 612, 622 e 638 comuns nos dois extratos.
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Através desta verificacdo, foi possivel sugerir apenas correlagdo da atividade
larvicida com as massas moleculares das ACGs verificadas nas fracfes ativas

trabalhadas, visto que € frequente a ocorréncia de isdbmeros constitucionais.
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ANEXOS
Cromatogramas A. coriacea

1) FracOes do extrato hexanico (EHex-c2) de A. coriacea
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Figura 66— Cromatogramas M2-B (A); M2-C (B); M2-D (C); M2-E (D); M2-F (E) em
CLAE-EM-ESI (baixa resolucéo).
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Figura 67 — Cromatograma de M1-30A (A) e M1-30B (B) em CLAE-EM-ESI (baixa
resolucao).
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i) Frag(")es do extrato metandlico (E13) de A. coriacea
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Figura 71 — Cromatograma de B1-A (A); B1-B (B); B1-C (C) em CLAE-EM-ESI (baixa
resolucao).
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Figura 72 — Cromatograma de B2-A (A); B2-B (B) em CLAE-EM-ESI (baixa resolucao).
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