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RESUMO

O estudo dos componentes de plantas guiado por bioensaios tem sido adotado por ser
um caminho rapido e seguro para a obtengdo dos principios ativos. A utilizagdo de produtos
naturais para o controle de pragas e para o tratamento e cura de doengas ndo ¢ uma técnica
recente, ja que seu uso era comum antes do advento dos produtos sintéticos.

No presente trabalho relatamos os resultados dos testes biologicos para a verificagdo
das atividades larvicida frente a larva do mosquito Aedes aegypti Linnaeus 1762, moluscicida
com 0 caramujo Biomphalaria glabrata Say e toxicidade frente a larva da Artemia salina
Linnaeus dos extratos brutos das seguintes plantas. Spondias mombin L. (Sementes), Annona
muricata L. (folhas), Marsdenia altissima Jacq. Dugand (casca do caule), Bauhinia cheilantha
Bong. Steud. (caule, folhas e raiz), Bursera leptophloeos Mart. (caule), Caesalpinia echinata
Lam. (folhas e caule), Caesalpinia ferrea Mart. (folhas), Caesalpinia pyramidalis Tul. (folhas
e caule), Operculina macrocarpa (Linn) Urb. (tubérculo), Anadenanthera macrocarpa
(Benth.) Brenan (casca do caule), Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (folhas), Ocotea
glomerata (Nees.) Mez. (casca do caule, caule e folhas), Eugenia uniflora L. (folhas e caule),
Piper arboreum Aublet. (folhas) e Zizyphus joazeiro Mart. (caule). O extrato das folhas da
espécie A. muricata mostrou a melhor atividade frente ao caramujo B. glabrata: CL1p = 6,16
ug.mL'l; Clso = 17,57 ug.mL'l; ClLgo = 73,04 ug.mL'l, as larvas do mosquito A. aegypti:
Clio = 11,13 pg.mL™; CLsgo = 28,52 ug.mL™; CLgo = 50,13 pg.mL™ e & 4. salina: CLig =
0,10 pg.mL™; Clsp = 0,48 ng.mL™; Clgp = 2,27 pg.mL™) e foi por isto selecionado para
estudo fitoquimico.

O estudo fitoquimico do extrato das folhas da A. muricata conduziu ao isolamento do
fitoesteroide B-sitosterol e das acetogeninas anossenegaling, xilomaticina, bulatanocina,
anomontacina, anonacina, goniotalamicina e isoanonacina. As acetogeninas isoladas foram
ativas no caramujo B. glabrata e nas larvas do mosquito 4. aegypti. A agdo moluscicida das
acetogeninas ¢ aqui descrita pela primeira vez.

Annona muricata foi testada ainda contra a traga-das-cruciferas Plutella xylostella
(Linnaeus) e sua avaliagdo sazonal foi determinada. O extrato da planta coletado no més de
outubro foi 0 mais ativo com 100% de mortalidade na concentragao de 5 mg/mL.

Numa segunda fase do trabalho foi realizada a reavaliagido estrutural dos compostos
denominados emotinas A, B, F, |, emotinol-1 e emotinol-2 obtidos da espécie Emmotum

nitens (Benth.) Miers utilizando dados de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
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Unidimensionais e bidimensionais. A emotina I foi ativa no frente as larvas do mosquito A.
aegypti e apresentou ainda aitividade antioxidante.

Na terceira parte do trabalho foi realizado o estudo fitoquimico com o extrato
etanolico da casca do caule da espécie Ximenia americana L.. Guiado pelo bioensaio da
atividade antioxidante com o radical DPPH. Esse extrato mostrou uma porcentagem de
inibicdo de 89,02% na concentracdo de 0,312 mg/mL. A epicatequina foi isolada como

sendo um dos responsaveis pela atividade.

Palavras-chave: bioensaios, estudo fitoquimico, atividade e avaliagéo estrutural.
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ABSTRACT

The use of naturally-occurring plant compounds in the control of pests and for treating
and curing diseases considerably pre-dates the use of their synthetic counterparts. Typically,
however, pant products have been employed in the form of crude or semi-purified extracts
containing a mixture of active components. The bioassay-guided fractionation of plant
extracts presents afacile and rapid strategy by which to isolate targeted active principles.

The present work described the results of biological assays conducted on crude
extracts of a variety of Brazilian plants. Three biological activities were screened, namely,
larvicidal activity against the mosquito Aedes aegypti Linnaeus 1762, molluscicidal activity
against Biomphalaria glabrata Say, and toxicity against Artemia salina Linnaeus. The plants
(and organs) investigated were: Spondias mombin L. (seeds), Annona muricata L. (leaves),
Marsdenia altissima Jacq. Dugand (stem bark), Bauhinia cheilantha Bong. Steud. (leaves,
roots and stems), Bursera leptophloeos Mart. (stem), Caesalpinia echinata Lam. (leaves and
stems), Caesalpinia ferrea Mart. (stems), Caesalpinia pyramidalis Tul. (leaves and stems),
Operculina macrocarpa (Linn) Urb. (tubers), Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan
(stem bark), Dioclea virgata (Rich.) Amshoff (leaves), Ocotea glomerata (Nees.) Mez.
(leaves, stem and stem bark), Eugenia uniflora L. (leaves and stems), Piper arboreum Aublet.
(leaves) and Zizyphus joazeiro Mart. (stems).

The most promising extract was that obtained from leaves of Annona muricata, which
showed high activities against adults of Biomphalaria glabrata (LCyo = 6.16 pg.mL™; LCsp =
17.57 pg.mL™; LCo = 73.04 ng.mL™), larvae of Aedes aegypti (LCyo = 11.13 pg.mL™; LCso
= 28.52 pg.mL™; LCqp = 50.13 pg.mL™) and the brine shrimp Artemia salina (LCyo = 0.10
ng.mL™; LCsp = 0.48 ug.mL™; LCgyp = 2.27 ng.mL™). The crude leaf extract of 4. muricata
was thus subjected to detailed phytochemical studies leading to the isolation of the
phytosteroid pB-sitosterol, and of the acetogenins annosenegalin, xylomaticin, bullatanocin,
annomontacin, annonacin, goniothalamicin and isoannonacin, each of which showed activity
against B. glabrata and A. aegypti. The molluscicidal activities of these acetogenins is
described for the first timein the present study.

Extracts of Annona muricata, collected during different seasons of the year, were
assayed for their activities against the Diamondback (or Cabbage) moth, Plutella xylostella
(Linnaeus), a major pest of Cruciferous plants. The crude extract obtained from leaves
harvested in October exhibited the highest activity with 100% mortality of the moth at a
concentration of 5 mg/mL.
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Together with the phytochemical studies described above, a structural re-evaluation of
emotins A, B, F, I, emotinol-1 and emotinol-2 obtained from Emmotum nitens (Benth.) Miers
was carried out using 1-and 2-D nuclear magnetic resonance techniques. Biological screening of
these compounds revealed that emotin | was active against larvae of Aedes aegypti and also
exhibited antioxidant activity as determined by the 1,1-diphenylpicrylhydrazy free radical
(DPPH) assay. Finally, the antioxidant activity of the ethanol extract of the stem bark of
Ximenia americana L. was investigated. At a concentration of 0.312 mg/mL, the extract
exhibited 89.02% inhibition in the DPPH assay, and epicatechin was isolated as one of the

compounds responsible for this activity.

Keywords: biological assays, biological activites, phytochemical studies.
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Capitulo L. Introducio

Desde a antiguidade o homem utiliza a natureza para promover 0 seu bem estar e
melhorar a sua qualidade de vida. Em decorréncia desta atividade, as plantas integraram-se as
culturas de varias civilizagoes, servindo-lhes dentre inimeros fins, como fonte de alimentos,
para o controle de pragas e para o tratamento e cura de doencas (SCHENKEL et al., 1999;
MARTINEZ, 2002).

O uso de plantas medicinais representou e ainda representa um recurso terapéutico de
muitas comunidades e grupos étnicos. As virtudes demonstradas por infimeras dessas espécies
de plantas foram adquiridas, muito provavelmente, na experimentagiao empirica e avaliagdo
das fontes naturais, em um tipo de pesquisa baseada em tentativa e erro (DI STASI, 1996).
Devido a alguns motivos, tais como insatisfagdo com a eficacia, o custo elevado e os efeitos
indesgjados dos medicamentos alopaticos, aliados a admiragdo pelos produtos naturais, as
plantas medicinais, apesar do emprego empirico, continuam sendo usadas pela populagio e
jamais foram completamente substituidas pelos farmacos sintéticos (BRESOLIN &
CECHINEL-FILHO, 2003). No inicio da década de 1990, a Organizagdo Mundial de Satude
(OMYS) divulgou que 65-80% da populagao dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como tnica forma de acesso aos cuidados basicos da saude (JUNIOR et
al., 2005). Muitas vezes, entretanto, as supostas propriedades terapéuticas dessas plantas nao
possuem validade cientifica, por ndo terem sido investigadas ou por ndo terem tido suas agdes
farmacol6gicas comprovadas em testes clinicos e pré-clinicos Essa pratica ocasionou um
crescimento na procura de provas cientificas sobre a seguranga e eficacia terapéutica dessas
plantas medicinais, e como resultado disso muitos farmacos da medicina ocidental sdo
baseados em compostos de ocorréncia natural em plantas da medicina tradicional
(VERPOORTE, 1999).

A utilizagao de produtos de origem vegetal para o controle de pragas e doengas na
agricultura ndo ¢ uma técnica recente, ja que seu uso era comum, principalmente nos paises
tropicais, antes do advento dos produtos sintéticos. Com o surgimento destes compostos,
entdo mais eficientes e de menor custo, os produtos de origem vegetal praticamente deixaram
de ser usados. Entretanto, nos tltimos anos, com o agravamento dos problemas provocados
pelo uso dos produtos sintéticos, a pesquisa tem novamente se voltado para o estudo dos
produtos vegetais, para atender a demanda proveniente, principalmente, do segmento
representado pela agricultura organica (MARTINEZ, 2002).

Josiane Luna
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A maioria das plantas do nosso planeta ainda ¢ desconhecida sob o ponto de vista
cientifico, onde entre 250-500 mil espécies estimadas, somente cerca de 5% foram estudadas
fitoguimicamente e uma porcentagem menor avaliadas sob 0s aspectos biologicos até meados
dos anos 90 (CECHINEL-FILHO & YUNES, 1998). Dessa forma, as plantas constituem
ainda uma fonte importante para a descoberta de novas substancias biologicamente ativas.
Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande avango cientifico na quimica de produtos
naturais com vistas a obteng¢ao de novos compostos com propriedades terapéuticas ¢ também
para o controle de pragas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de trabahos
publicados nesta area (ABELSON, 1990; BRESOLIN & CECHINEL-FILHO, 2001;
MARTINEZ, 2002).

Os compostos obtidos a partir de fontes naturais sio separados em dois grandes
grupos. compostos do metabolismo primario (ex: aminodcidos, lipidios, carboidratos e
macromoléculas) e compostos do metabolismo secundario ou metabolismo especial (ex:
flavonoides, alcaldides, terpenos, acetogeninas, etc.). Os metabolitos primarios sdo
amplamente distribuidos nos seres vivos e, certamente, sdo essenciais para a vida, enquanto os
metabolitos secundarios sdo de ocorréncia restrita e utilidade ndo evidente, embora essenciais
para o0s organismos que os produzem (MANN et al., 1994; MATOS, 1997).

O metabolismo secundario diferencia-se do primario basicamente por ndo apresentar
produtos comuns a maioria das plantas, sendo caracteristicos de grupos taxondmicos tais
como familia e género. Normalmente, os metabodlitos secundarios sdo produzidos em
pequenas quantidades pelos vegetais. Varios sdo os grupos de substancias formados pelo
metabolismo primario e usados para a biossintese dos metabolitos secundarios, e os principais
Sdo acetato, mevalonato, chiquimato e alguns aminoacidos, Figura 1 p. 4 (DI STASI et al.,
2002; MANN et al., 1994, MARTINS et al., 1995).

Os metabolitos secundarios sdo conhecidos por suas agdes repelentes ou atraentes nas
interacdes intraespécies e interespécies € na protecdo contra o estresse bidtico e abiotico.
Além disso, muitos s3o explorados como medicamentos, inseticidas, parasiticidas,
flavorizantes, pigmentos e fragrancias para perfumaria (BELL, 1981; WINK, 1990;
BUCKINGHAM, 1993; BONGAERTS, 1998). Entre os diversos exemplos de substancias de
uso terapéutico oriundas do metabolismo especial de plantas, podemos citar o diterpeno
Taxol, isolado do género Taxus, usado para o tratamento de cancer dos ovarios e pulmdes
(WANI et al., 1971) e que esta entre os agentes quimioterapéuticos mais eficazes
(FITZPATRICK & WHEELER, 2003), a Morfina, um alcaldide obtido do latex de Papaver

somniferum, € que ¢ um potente analgésico em uso clinico (SAMUELSSON, 1989) e o

Josiane Luna
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sesquiterpeno Artemisinina, presente em Artemisia annua, uma substancia que possui uma

longa histéria como um agente antimalarial e que possui ainda atividade imunossupressiva

(NOORI et al., 2004) e atividade esquitossomicida (CHEN et al., 1980).
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Figura 1 — Esquema simplificado de algumas rotas biossintéticas de classes de metabdlitos

secundarios (Martins et al., 1995)

Artemisinina Morfina
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Taxol

A fitoquimica interessa-Se em estudar os produtos decorrentes do metabolismo
secundario dos vegetais e compreende as etapas de isolamento, purificagdo e determinagdo
estrutural desses metabolitos (BRAZ-FILHO, 1994). Quando associada a ensaios especificos
de atividade biologica, a analise fitoquimica permite identificar, analisar e caracterizar fragdes
ou substancias bioativas presentes em uma determinada espécie. Vale ressaltar que, nos
extratos brutos os constituintes ativos estio normalmente presentes em pequenas
concentragdes (SCHENKEL et al., 1999) e os processos de isolamento e purificagdo precisam
ser mais eficientes.

No estudo da atividade biologica de extratos vegetais ¢ importante a sele¢do dos
bioensaios para a detecgdo de um efeito especifico. Os sistemas de ensaio devem ser ssimples,
reprodutiveis, sensiveis ¢ de baixo custo. Os bioensaios podem envolver organismos
inferiores (microorganismos e microcrustaceos, entre outros), ensaios bioquimicos visando
alvos moleculares (enzimas e receptores) e cultura de células animais ou humanas. Contudo, o
teste adequado dependera do objetivo do trabalho.

Durante a investigagao fitoquimica que nos leva ao isolamento e a caracterizagdo dos
compostos biologicamente ativos, ¢ de primordial importdncia o biomonitoramento das
fragdes obtidas em cada etapa desta investigac¢do, tornando assim, mais eficiente o processo
de obtengdo do composto ativo. Na Figura 2 p. 6, mostramos uma segjiiéncia de experimentos

que esperamos levar de forma eficiente e segura aos componentes ativos.

Josiane Luna
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Figura 2 — Procedimento geral para a obtenc¢do de principios ativos de plantas (Adaptado de

HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991)
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I.1 — Objetivos do trabalho

I.1.1 — Gerais

Contribuir para o desenvolvimento de uma metodologia para o controle de pragas,
vetores e doengas tropicais com produtos naturais.

Dar umavisio geral de todas as etapas em pesquisas com plantas bioativas, estudando
assuntos diferentes em fases distintas. O processo de selegdo das plantas envolve aspectos
etnofarmacol 6gicos, etnobotanicos e quimiossistematicos pois uma boa selegido das plantas é
uma garantia de sucesso no estudo da atividade biolgica.

Com o objetivo de resolver problemas latentes no nosso laboratério as emotinas
obtidas da espécie Emmotum nitens foram tomadas para uma reavaliagdo da estrutura

(uimica.

1.1.2 — Especificos

Verificagdo das atividades larvicida frente a larva do mosquito Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762), moluscicida com o caramujo Biomphalaria glabrata (Say) e toxicidade
frente a larva da Artemia salina (Linnaeus) dos extratos brutos das seguintes plantas:
Spondias mombin L. (sementes), Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan (casca do
caule), Annona muricata L. (folhas), Bauhinia cheilantha Bong. Steud. (caule, folhas e raiz),
Bursera leptophloeos Mart. (caule), Caesalpinia echinata Lam. (folhas e caule), Caesalpinia
ferrea Mart. (folhas), Caesalpinia pyramidalis Tul. (folhas e caule), Dioclea virgata (Rich.)
Amshoff (folhas), Eugenia uniflora L. (folhas e caule), Marsdenia altissima Jacq. Dugand
(casca do caule), Ocotea glomerata (Nees.) Mez. (casca do caule, caule e folhas), Operculina
macrocarpa (Linn) Urb. (tubérculo), Piper arboreum Aublet. (folhas) e Zizyphus joazeiro
Mart. (caule) (Tabela 1 p. 9)

Estudo quimico das folhas da espécie Annona muricata com 0 isolamento e
purificagcdo dos principios ativos guiado pelos bioensaios larvicida frente as larvas do
mosquito A. aegypti e moluscicida frente ao caramujo B. glabrata.

Avaliagio da atividade do extrato etandlico das folhas da A. muricata contra as larvas
de Plutella xylostella (Linnaeus) e sua avaliagao sazonal.

Utilizagdo de técnicas de RMN unidimensionais e bidimensionais na reavaliacdo das

estruturas das emotinas obtidas da espécie Emmotum nitens (Benth.) Miers. A proposta de

Josiane Luna
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reavaliagdo ¢ devido ao fato de que os espectros utilizados na época da identificagcdo foram
obtidos a 60 e a 100MHz para hidrogénio. Avaliar a atividade biologica de algumas dessas
emotinas sobre as larvas do mosquito A. aegypti e A. salina e atividade antioxidante.

Estudo quimico monitorado pela atividade antioxidante do extrato etandlico da casca

do caule de Ximenia americana.

Josiane Luna
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Tabela 1 - Plantas selecionadas para estudo

Familia

Espécie Nome Uso etnobotinico Referéncia Parte estudada
[Local: data da coleta] comum
Numero de voucher

Anacardiaceae
Spondias mombin L. Caja Usada para tratar disenteria (C), diarréia (C), indigestéo OFFIAH & ANVANWU, 1989; CORTHOUT et al., Sementes
[Penedo-AL: 03/98] (C), feridas (C), como antisséptico (C), possui atividades 1992, 1994; ABO et al., 1999; RODRIGUEZ-LOPEZ
17578 espasmoalitica (C), antibacterial (F, G), antiviral (F, G), et. al., 2003.

abortiva (F) e moluscicida (F e G).
Annonaceae
Annona muricata L. Graviola, Usada no emagrecimento (F) e paratratar diabetes (CR), MARTINS, 1989; BORIES et al, 1991; HASRAT et Folhas
[Maceio-AL: 08/00] Cruaga, Jaca como sedativa e tranqiilizante (F); possui propriedades al., 1997, DOS SANTOS & SANT’ANA, 2001;
MAC 8530 do Parg, antidiarréica (F), antiviral (CC), antileishmania (P), JARAMILLO et al., 2000
Araticum do inseticida (S), moluscicida (F) e parasiticida (S),
Grande relaxante muscular e cardiodepressivo (C e F).

Asclepiadaceae
Marsdenia altissima (Jacq.) Dugand Cipo-Seda Algumas espécies desse género sdo usadas para tratar CHOWDHURY et al., 1994; MA et al., 1997, Casca do caule
[Barrade Sao Miguel-AL: 09/00] gonorréia e possuem propriedades antiasmatica, KUMAR et al., 1999
JEP 3652 (UB) antifertilidade e anticancerigena.

Burseraceae

Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. Mororé Plantas desse género sdo usadas para tratar infecgoes, DA SILVA & CECHINEL FILHO, 2002 Caule, Folhase
[Macei6-AL: 04/99] processos dolorosos e diabetes. Raizes
23567
Bursera leptophloeos Mart. Imburana- Aplicagdo como peitoral, ténico e para tratar afec¢des da BALBACH, 1986 Caule
[SantaLuzia-AL: 12/99] de-Cambado bexiga.
00789

Caesalpinaceae
Caesalpinia echinata Lam. Pau-Brasil Usada como ténico, adstringente, fortificante e para tratar CORREA, 1978 Folhas e Caule
[Maceio-AL: 12/98] dor de dente (L).
20045
Caesalpinia ferrea Mart. Pau-Ferro Usada para tratar diabetes e afec¢des bronco-pulmonares BALBACH, 1986 Folhas
[Maceio-AL: 02/99] (CeR).
43256
Caesalpinia pyramidalis Tul. Catingueira Usada para tratar catarro, diarréia e disenteria (F, FL, e BRAGA, 1960 Folhas e Caule

[Marechal Deodoro-AL: 11/97]
21754

o).

Josiane Luna



Cap. |. Introdugio

Continuacao da tabela 1

10

Convolvulaceae

Operculina macrocarpa (Linn)Urb.

[Rio Largo-AL: 09/96]
16876
Fabaceae

Anadenanthera macrocarpa (Benth.)

Brenan
[Betania-PE: 11/01]

Dioclea virgata (Rich.) Amshoff

[Camagari-BA: 09/00]
JEP 3654 (UB)
Lauraceae

Ocotea glomerata (Nees.) Mez

[Murici-AL: 09/00]
JEP 3635 (UB)

Mirtaceae
Eugenia uniflora L.
[Maceio-AL: 05/97]
29879

Olacaceae
Ximenia americana L.
[Juazeiro do Piaui-Pl: 04/02}
14580

Piperaceae
Piper arboreum Aublet.
[Sdo Sebastido-AL: 09/00]
JEP 3647 (UB)

Rhamnaceae
Ziziphus joazeiro Mart.
[Propria-SE: 09/00]
JEP 3637 (UB)

Batata-de-
Purga

Angico
preto

Cipo-
pixuma

Louro-pinho

Pitanga

Ameixa,
Ameixa de
Espinho,
Ameixa do
Brasil
Alecrim de
Angola, Pau
de Angola

Jua

Usado como estimulante do utero e possui fraca agao
moluscicida.

Possui atividade antiinflamatoria (C).

Algumas espécies desse género sdo usadas para tratar
febre e malaria e outras possuem propriedades toxicas.

Algumas espécies desse género sdo usadas para tratar dor,
reumatismo, febre, dispepsia, dermatites e tumores.

Usada paratratar bronquite, influenza e distarbios
intestinais (F), como febrifuga e antirreumatica (F);
possui propriedades antioxidante (PA), antifungica (F),
antimicrobia (F), hipotensiva (F), tripanocida (F) e
diurética (F).

Usada como adstringente no tratamento das menstruagdes
excessivas, nalavagem de feridas e cicatrizagao de
ulceras (C), afeccdes da boca, reumatismo e diarréia (R).

Usada para tratar reumatismo, como carminativo e
emoliente (H e F).

Usada para tratar problemas estomacais (F) e febres
intermitentes (C), como tonico capilar(E) e utilizada na
higiene pessoal como sabio (E).

BARROS et al., 1970;
SOUSA & ROUQUAYROL, 1974

DESMARCHELIER et al., 1999

BRAGA, 1960; MILLIKEN, 1997

VAN DEN BERG, 1982; VIEIRA, 1992

SIMOES, 1989; LIMA et al., 1993; ALMEIDA et al.,
1995; CONSOLINI et al., 1999; ADEWUNMI et al.,
2001; CONSOLINI & SARUBBIO, 2002; HOLETZ et
al., 2002, SOUZA et al., 2002; VELAZQUEZ et al.,
2003

BRAGA, 1960; KONE et al., 2004

VAN DEN BERG, 1982

BRAGA, 1960; DELORME & MIOLLA, 1979

Tubérculo

Cascado caule

Folhas

Casca do caule,

Caule e Folhas

Folhas e Caule

Cascado caule

Folhas

Caule

H-Haste, C-Casca, E-Entrecasca, FL-Flores, L-Lenho, R-Raiz, F-Folha
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I.2 — Consideragdoes sobre a familia Annonaceae, a espécie Annona muricata e as

acetogeninas

I.2.1 — A familia Annonaceae

A familia Annonaceae Juss. ¢ bastante ampla compreendendo cerca de 130 géneros e
mais de 2300 espécies, com ocorréncia em regides tropicais ¢ subtropicais do mundo (ALALI
et al., 1999). Destes, 51 géneros e 950 espécies sdo encontrados na Asia e Australia; 40
géneros e 450 espécies na Africa e Madagascar e cerca de 38 géneros e 740 espécies no
continente Americano (Figura 3 p. 12). Esta familia de plantas tropicais é considerada
possuidora de espécies primitivas e de aspecto arcaico. Elas foram chamadas por Darwin
como “fossil vivo”, que até agora, em circunstancias favoraveis, t€ém escapado da extingdo e
sobrevivido até os dias atuais. A familia Annonaceae esta incluida na ordem das Magnoliales
e segundo Leboeuf et al, 1982 forma uma das mais primitivas familias de angiospermas.

No aspecto econémico, Annonaceae apresenta uma diversidade muito grande como
uma fonte de frutos comestiveis, principalmente nos géneros Annona, Cananga € Rollinia €,
além disso, varios membros dessa familia sio usados na medicina popular para tratar os mais
diversos males. Investigagdes dos constituintes quimicos de extratos de diferentes partes de
espécies desta familia levaram ao isolamento de uma grande variedade de compostos
(WATERMAN, 1986), a maioria dos trabalhos realizados nos anos 60 e 70, foram voltados
para o isolamento de alcaldides. Alcaldides do tipo benziltetraidroisoquinolinicos foram os
mais comumente isolados do género Annona, sendo que a reticulina parece ser o de maior
ocorréncia. Leboeuf er al. em 1982, listou cerca de 170 alcaldides ja isolados de diversos
géneros de Annonaceae, principalmente os do tipo isoquinolinicos. Alcaldides
protoberberinicos, proaporfinicos, dentre outros, também foram obtidos (LEBOUEEF et al.,
1982). Em 1984, a azaantraquinona cleistofolina foi isolada de Cleistopholis patens
(WATERMAN, 1984), e a dielsiquinona foi obtida de Guateria dielsiana (GOULART et al.,
1986), foram reconhecidas como uma nova classe de alcaldides presentes nessa familia.
Conhecidos como alcaldides azaantraguinonas. Representantes azaantracénicos como a
geovanina (OLIVEIRA et al., 1987) e a anofolina (RASAMIZAFY et al., 1987) também

foram obtidos.
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Figura 3 — Distribuicio mundial da familia Annonaceae (www.omnicyber.org 11/12/2005)

HzCO
O N
HO Sch,

HsCO
OH Reticulina
o} CH, 0 CH,4
N N OCHj
/
N N o
H
o Cleistofolina o Dielsiquinona
R, OCH;  CHj, Ry OCH;  CH,
N o} N
H

Ry OCHj Geovanina Ry OCHg Anofolina

R1=H, R2=OCH3 ou R2=H, R1=CH3

Apesar do direcionamento das pesquisas com anonaceas nos ultimos anos ndo ter
como enfoque principal os alcaldides, novos membros dessa classe de compostos sdo ainda
isolados em trabalhos com espécies desta familia. Do extrato metandlico dos galhos de
Annona cherimola foi isolada a cherimolina, um alcal6ide tipo quinolinico possuindo um anel
lactona de 6 membros (CHEN et al., 1997). Dois alcaldides 7-desidroaporfinicos foram
obtidos das folhas de Annona purpurea (CHANG et a., 1998). Das folhas de Annona
cherimolafoi isolado um alcal6ide benzilisoquinolinico (CHEN & WU, 2001). Dos Santos et
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al., 2003 isolou um alcaldide 7-desidroaporfina do extrato etandlico da madeira de Annona
dioica. A literatura registra ainda dentre outros, novos alcaldides isolados das sementes de
Annona atemoya (WU et al., 2005), dos galhos de Annona squamosa (YANG et al., 2004),
dos frutos e galhos de Annona glabra (CHANG et al., 2000) e das folhas de Annona montana
(WU et al., 1993).

Outra importante classe de compostos isolados da familia Annonaceae até meados dos
anos 80 ¢ a dos terpenodides. Andrade et al., 2003 revisou os terpendides isolados nesta familia
entre 1954 e 2001 e verificou um total de 518 terpendides isolados divididos em 11 tipos
diferentes de esqueletos. A abundancia de diterpenos do tipo caurano é notavel (152 citagdes),

exempl os destes compostos isolados de espécies de Annona (1-11) Sdo mostrados abaixo.

R R; R, R; R;

1 CH,OH H, 5 CHO H CH,OH

2 CH>,OAC H, 6 CHO H CH>,OAC

3 CHO H, 7 OH H COOH

4 COH H, 8 OH H COOCHj3
9 CHO H COOH
10 CHO H COOCHj3
11 CO:H H COOH

A familia Annonaceae ¢ muito rica na biodiversidade de compostos quimicos e
embora menos freqiientes compostos de outras classes também foram isolados desta familia,
tails como carboidratos, lipideos, aminoacidos e proteinas, acidos fendlicos, catequinas,
proantocianidinas, taninos, flavonodides, o6leos essenciais, lactonas, compostos aromaticos,
poliacetilenos, vitaminas, carotenos, esterdides, saponinas, monoterpenos, sesquiterpenos e
triterpenos, neolignanas, amidas e ciclopeptideos (WELE et al., 2005a; WELE et al., 2005b;
YANG et al., 2004; AKENDENGUE et al., 2002; ANDRADE et al., 2003; SANTOS &
SALATINO, 2000; LUE et al., 1998; LI et al., 1997; CHEN et al., 1997; DIAZ, 1997; HAO
et al., 1995; KUBTSCHABSKY et al., 1985; LEBOEUF ef al., 1982). Nos tltimos 20 anos, o
direcionamento dos estudos fitoquimicos nas anonaceas mudou consideravelmente para uma
importante classe de compostos encontrados nessa familia conhecidos como acetogeninas
(CHANG et al., 2003; CHANG et al., 2001; GLEYE et al., 2001; GLEYE et al., 1999,
ALALI et al., 1999; YU et al., 1998; GLEYE et al., 1997a e 1997b; ROBLOT et al., 1993).
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1.2.2 — A espécie Annona muricata

O género Annona possui mais de 100 espécies de arvores e arbustos que se encontram
distribuidos em paises tropicais e subtropicais. A espécie 4. muricata conhecida no Brasil
como graviola, cruaga, araticum do grande ou jaca do Para, ¢ bastante cultivada por possuir
um fruto comestivel de ampla aceitagdo comercial (BORIES et al., 1991).

A gravioleira (Figura 4) possui caule reto, galhos pequenos fechados e finos, sua
altura chega a 7,5-9,0 metros. Possui flores grandes de coloragido amarelo-palida e suas folhas
sdo normalmente verdes, largas, alternadas, lisas, lustrosas ¢ de forma oblonga. O fruto ¢ o
maior da familia, de forma ovoide, ou em forma de coragdo, apresenta falsos espinhos
recurvados, e Sio carnosos, curtos ¢ moles. Sua polpa ¢ branca, doce, mas ligeiramente acida.
Possui ainda muitas sementes pretas e longas. 4. muricata é originaria do sul da América
Tropical, e hoje é bem distribuida no oeste da india ¢ Africa (MORTON, 1987).

Figura 4 — Gravioleira (http://www.cieer.org 18/12/2005)

Diferentes propriedades e usos Sio atribuidos a diferentes partes dessa planta na
medicina popular. O fruto verde ¢ usado como antidiarréico (BORIES et al., 1991), contra
aftas, para combater piolhos e outros parasitas da pele e para afugentar moscas e mosquitos
(CORREA, 1978). As folhas sio usadas como antiespasmoédicas, antidisentéricas,
hipoglicemiante, para tratar reumatismos e abscessos (CORREA, 1978), como sedativas e
tranqiilizante. (MARTINS, 1989; HASRAT, 1997; BORIES et al., 1991). As sementes sio
usadas como inseticida, parasiticida (BORIES er al, 1991), adstringentes e eméticas
(CORREA, 1978). Seu 6leo essencial tem propriedades anti-reumaticas, antinevralgicas e
parasiticidas (MARTINS, 1989); as raizes sdao usadas como antidoto nos envenenamentos por
entorpecentes (CORREA, 1978) e como antiparasiticas e pesticida (GLEYE, 1997b) e a casca
daraiz é usada como sedativa, antiespasmodica e para tratar diabetes (VASQUEZ, 1990). A.

muricata € ainda usada no tratamento da malaria e no estado do Amazonas, seu fruto € usado
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para tratar febre (MILLIKEN, 1997). Capsulas de folhas e galhos de graviola podem ser
encontradas a venda na internet como uma dternativa no combate ao Cincer

(www. boti caperu.com; www.intimaca.com; www.harvesthealth.com, 22/11/05).

Esta espécie ¢ rica em compostos bioativos e varios trabalhos de pesquisas tém
demonstrado para a A. muricata atividades, hipotensiva das folhas (CARBAJAL et al., 1991),
antidepressiva do fruto com o isolamento de acaldides isoquinolinicos como 0S responsaveis
pela atividade (HASRAT et al., 1997), anti-herpes da casca do caule (PADMA et al., 1998),
citotoxica (cell line U 937) e antileishmanial contra Leishmania braziliensis € L. panamensi
do pericarpo cujo fracionamento levou ao isolamento das acetogeninas anonacina, anonacina
A e anomuracina A (JARAMILLO et al., 2000). BORIES et al., 1991, determinou a agdo do
extrato das sementes de A. muricata contra Molinema dessetae € isolou as acetogeninas
anonacina, anonacinona, murisolina, corossolina e corossolona como responsaveis pela
atividade. Foram observadas ainda atividades contra Entamoeba histolytica, antibacteria
contra Bacillus subtilis, Escherichia coli e Micrococcus luteus, antifungica contra
Cladosporium cucumerinum € Penicillum oxalicum (casca) (HEINRICH, 1992) e moluscicida
contra o caramujo adulto Biomphalaria glabrata (folha) (DOS SANTOS e SANT'ANA,
2001) e Feng et al., 1962 descrevem a agdo relaxante muscular ¢ cardiodepressiva para os
extratos da casca e folhas de A. muricata.

Estudos quimicos com a A. muricata |levaram ao isolamento de compostos das mais
variadas classes. acaldides, terpendides, carboidratos, polifendis, lipideos e aminoacidos
(ANDRADE et al., 2003; LEBOUEF et al., 1982), entretanto, nos tltimos anos as pesquisas
fitoquimicas com esta espécie foram realizadas com o interesse principal de se isolar
compostos da classe das acetogeninas (ZENG, et al., 1996; RIESER, et al., 1996; GLEYE, et
al., 1997a e 1997b; CHANG & WU, 2001; LIAW et al., 2002).

1.2.3 — Acetogeninas

As acetogeninas representam uma classe de compostos relativamente nova, mas que
tem crescido rapidamente. A primeira acetogenina, uvaricina, foi isolada em 1982 a partir do
extrato etanolico das raizes de Uvaria accuminata. Uvaricina apresentou uma alta atividade
antileucémica ¢ marcou o inicio do estudo dessa classe de compostos (RUPPRECHT et al.,
1990).
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Quimicamente, as acetogeninas sio compostos Czs-Cgg derivados dos acidos graxos de
cadeia longa e contém tipicamente duas cadeias longas de hidrocarbonetos, uma das quais
conecta um grupo terminal y-lactona-2,4-dissubstituido, podendo ser saturado ou o,f-
insaturado, a um numero variavel de anéis tetraidrofuranicos (THF) e até o momento foram
encontradas unicamente na familia Annonaceae. As cadeias hidrocarbonicas apresentam-se
geralmente oxigenadas na forma de grupos hidroxilas, acetoxilas e/ou cetonas. Acetogeninas
sem anéis THF, contendo anéis simples com liga¢des duplas contendo ainda ou ndo grupos
epoxidos também ja foram descritas (FANG et al., 1993; CHANG & WU, 2001).

As acetogeninas Sio potencialmente bioativas ¢ apresentam intenso potencial como
agente antitumoral, citotoxico, imunossupressivo, pesticida, antibacterial e antimicrobiana
(HISHAM et al., 1993; KIM et al., 1998a e 1998b; ROBLOT et al., 1993; GLEYE et al.,
2001) e devido a essas atividades, esses produtos naturais tém atraido consideravel atengdo
dos pesqguisadores. O modo primario de agdo das acetogeninas é a inibi¢do do complexo I
(NADH:ubiquinona oxidoredutase) no sistema de transporte eletrénico mitocondrial, inibindo
afosforilagdo oxidativa e resultando na diminui¢do dos niveis de ATP celular e na inibi¢ao do
crescimento das células cancerigenas. Um segundo modo de agio relacionado ¢ a inibigao da
enzima NADH oxidase nas membranas plasmaticas das células cancerigenas, resultando na
diminui¢ao brusca de ATP celular. As acetogeninas sio descritas como um dos inibidores
mais potentes no transporte de elétrons em mamiferos (FANG et al., 1993; ZENG et al.,
1996; OBERLIES et al., 1995).

Estudos realizados por Y uan et al., 2003 sugerem que a Annonacina, uma acetogenina
gue possui apenas um anel THF, isolada da 4. muricata (LIAW et al., 2002; YU et al., 1998;
BORIES et al., 1991), ¢ um composto anticancerigeno promissor. OBERLIES et al., 1995
demonstraram que acetogeninas de anonaceas constituem uma classe de compostos
extremamente potente e que possuem atividade de inibi¢do do crescimento celular seletiva
para células cancerigenas e exibe toxicidade minima em cCé€lulas ndo cancerigenas. As
acetogeninas mostraram-se mais eficazes que o agente antineoplasico padrio, a adriamicina, e
também foram ativas em células cancerigenas resistentes a adriamicina. A habilidade desses

compostos em bloquear a formagdao de ATP foi destacada por Oberlies et al., 1995 como
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sendo o tinico modo de agdo de agentes antineoplasiCos € uma esperanga para o tratamento de
tumores resistentes que requerem ATP para energizar 0 mecaniSmo transportador.

As acetogeninas podem ser divididas em quatro classes estruturais de acordo com a
guantidade e o arranjo dos anéis tetraidrofuranicos: acetogeninas contendo dois anéis THF
adjacentes, acetogeninas contendo dois anéis THF ndo adjacentes, acetogeninas contendo um
unico anel THF e aquelas acetogeninas que nao possuem anel THF (FANG et al., 1993).
Devido a essa grande variedade estrutural, novas acetogeninas podem ainda ser isoladas da
familia Annonaceae. De acordo com Fang et al. (1993) e Gu et al. (1995) estudos de relagio
estrutura atividade com acetogeninas revelaram que:

1-Em todos os casos, acetogeninas com 2 anéis THF adjacentes sdo mais potentes que
aquelas com 2 anéis THF ndo adjacentes, que sdo mais potentes que as acetogeninas com
apenas 1 anel THF e essas sio ainda mais potentes que aquelas que ndo possuem anel THF.

2-O grupo y-lactonaterminal é essencial para a atividade; redugdo da dupla ligagdo em
y-lactonas a,B-insaturadas reduz a atividade; cetolactonas sio menos potentes que y-lactonas
o, B-insaturadas; reducdo da cetona restaura alguma atividade.

3-O grupo hidroxila na posi¢ao 4 ¢ muito importante para o aumento da atividade; o
aumento do numero de hidroxilagdo para 3 hidroxilas livres também aumenta a atividade,
especialmente se uma hidroxila estiver presente no final da cadeia alifatica; um nivel médio
de polaridade deve ser importante porque a presenca de 4 ou 5 hidroxilas diminui a atividade
biologica.

4-Compostos com grupo ceto ao longo da cadeia alifatica sdo menos ativos que seus
analogos hidroxilados; redu¢@o dos grupos carbonilas a dlcoois aumenta a atividade.

5-A presenca de duplas ligagdes e/ou diodis vicinais ao longo da cadeia hidrocarbonica
aumenta a atividade.

6-Derivados acetonideos de didis vicinais, derivados acetilados e outras possiveis

substitui¢des sobre as hidroxilas produzem compostos menos ativos que agquel es de partida.
1.2.3.1 — Acetogeninas encontradas no género Annona

A Tabela 2 p. 18 contém uma lista do ntimero de acetogeninas encontradas em
espécies do género Annona até abril do ano de 2005, em uma pesquisa usando a base de dados
NAPRALERT e a Tabela 3 p. 19 contém alguns exemplos de acetogeninas encontradas em

Annona muricata. Vae ressatar que a maior parte das acetogeninas isoladas de A. muricata
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sio do tipo mono-THF, embora acetogeninas com dois anéis THF e sem anel THF também
tenham sido isoladas.

Tabela 2: Acetogeninas em espécies do género Annona até abril do ano de 2005

Nimero de Acetogeninas

Espécie Parte estudada Isoladas
Annona atemoya Raiz, Semente 4, 46
Annona bullata Casca, Casca do Caule 34,2
Annona cherimolia Caule, Raiz, Semente 2,6,35
Annona coriacea Raiz, Semente 08,1
Annona crassiflora Semente 1
Annona densicoma Casca, Casca do Caule 4,7
Annona glabra Folhas, Semente 13, 22
Annona glauca Raiz, Semente 2,14
Annona haematanthai Raiz 1
Annona jahnii Galhos 3
Annona montana Folhas, Sementes, Raiz 20,17,9
Annona muricata Folhas, Casca do Caule, 36,4, 2,24, 75
Pericarpo, Raiz, Semente
Annona nutans CascadaRaiz 6
Annona purpurea Folhas, Caule, Semente 7,19
Annona reticulata Folhas, Casca, Casca do 7,2, 4,22
Caule, Semente
Annona senegalensis Semente 10
Annona spinescens Semente 12
Annona spraguei Semente 04
Annona squamosa Casca, Cascado Caule, 6, 20, 50
Semente
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Tabela 3: Exemplos de Acetogeninas de Annona muricata

Acetogenina Parte da Planta Tipo Atividade Referéncia
Murisolina Semente Mono-THF Citotoxica, antiparasitica MYINT et al., 1990; BORIES et al., 1991,
(Molinema dessetae) ROBLOT et al., 1993; LIAW et al., 2002
Muricatacina Semente Semanel THF e Citotoxica RIESER et al., 1991
com anel lactona
saturado
Anonacina Semente, Folhas, Mono-THF Antiparasitica (M. RIESER et al., 1991; BORIES et al., 1991;
Pericarpo dessetae); Citotoxica; GROMEK et al., 1994;
promove morte neuronal WU et al., 19958, YU et al., 1998;

dopaminérgica, induz JARAMILLO et al., 2000; LIAW et al.,
neurodegeneracio e 2002; CHAMPY et al., 2002; LANNUZEL

astrogliose em ratos et al., 2003; CHAMPY et al., 2004
Solamina Semente, Casca do Mono-THF Citotoxica MYINT et al., 1991; ROBLOT et al., 1993;
Caule, Raiz Folhas HISHAM et al., 1993; GLEYE et al., 1998a;

LIAW et al., 2002
Corossolona Semente, Folhas Mono-THF Citotoxica, antiparasitica MYINT et al., 1991; CORTES et al., 1991;
(M. dessetae) BORIES et al., 1991; ROBLOT et al., 1993;
CHANG & WU, 2001; LIAW et al., 2002
Goniotalamicina Folhas Mono-THF - WU et al., 1995a
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Continuacao da tabela 3

20

Cis-Anonacinae Semente

Cis-Anonacina-

10-ona
Anopentocinas A, Folhas

BeC
Arianacina Semente
Javoricina Semente
CoibinasA eB Raizes
Muridienina-1, -2, Raizes

-3e-4

Mono-THF

Mono-THF

Mono-THF
Mono-THF
Sem anel THF e
com dupla
ligagdo na cadeia
alifatica
Sem anel THF, e
com 2 ligagdes
duplas na cadeia
alifatica

Citotoxica

Citotoxica

Citotoxica
Citotoxica

RIESER et al., 1996

ZENG et al., 1996

RIESER et al., 1996
RIESER et al., 1996

GLEYE et al., 1997b

GLEYE et al., 1998b
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Murisolina Anonacina m=11; n=3
Goniotalamicina m=13; n=5

OH OH

H3C

_CHs

Muricatacina
CH,

//,
’

CHg

7,
‘7,

(@]

OH OH

/CH3
(CH2) 14

Cis-Anonacina

(CHy)z  (CHy)s |

OH OH le}

Cis-Anonacina-10-ona
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Anopentocina A R;=H, R,=0OH, R;=H, R=0H
Anopentocina B Ri=OH, R,=H, R;=0OH, R=H
Anopentocina C R;=H (OH), R,=0OH (H), R;=(OH)H, R,=H(OH)

CHj

/,
’,

OH

(CHy), |

6H OH lo)
Arianacina

CHg

Coibina A m=9, n=9 Javoricina

Coibina B m=11, n=7

o
Hsc\/\/\/\ /\/T\/\/\ //
(CHz)m (CHy)n

Muridienina-1 n=3; m=5
Muridienina-2 n=5; m=5
Muridienina-3 n=3; m=7

Muridienina-4 n=7; m=3

Josiane Luna



Cap. |. Introdugio 23

1.2.3.2 — Biossintese das Acetogeninas

Segundo RUPRECHT et al., 1990 e FANG et al., 1993, a analise retrobiossintética das
acetogeninas conhecidas revela que seus precursores podem ter sido reunidos por uma
combinagio linear de duas ou trés unidades de carbonos (acido acético ou acido propidnico)
via acetil-CoA, malonil- CoA e propionil-CoA, através de mecanismos analogos ao caminho
metabolico para a biossintese dos acidos graxos. As acetogeninas com anéis tetraidrofuranicos
podem ser divididas em trés grupos e podem ser obtidas por epoxidacdo do trieno, dieno ou
trienocetona seguido por abertura e fechamento de anel. A estereoquimica dos anéis
tetraidrofuranicos e grupos hidroxilas adjacentes dependem da regioquimica das duplas
ligagdes, da face de epoxidagdo e do modo de abrir e fechar os anéis epoxidos (cauda-cauda
ou de dentro prafora) como o caminho hipotético mostrado na Figura 5 p. 25.

O isolamento das acetogeninas de A. muricata sem anel THF epomuriceninas A e B
(ROBLOQOT et al., 1993), coibinas A e B (GLEYE et al., 1997b), muriexol e donexocina (YU
et al., 1998), chatenaitrieninas 1, 2, 3 e 4, muricadieninae muridienina l, 2, 3e4 (GLEYE et
al., 1998b), sabadelina (GLEYE et al., 1999), coibinas C e D (GLEYE er al., 2000a) e
coronina (GLEYE et al., 2001) como uma Série biogenética, ¢ um importante argumento em

favor da hipotese para a biossintese de acetogeninas mono- e bis-THF.
CHs3

O
/
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Figura 5 — Proposta da provavel rota biossintética das acetogeninas (Rupprecht et al., 1990)
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I.3 — Consideracoes sobre a familia Olacaceae e a espécie Ximenia americana
L.3.1 — A familia Olacaceae

A familia Olacaceae ¢ predominantemente encontrada em paises tropicais (Figura 6)
e possui cerca de 45 géneros € mais que 220 espécies (THUMFORT et al., 1993;
HOSAMANI & PATTANASHETTAR, 2004). Estudos quimicos realizados com espécies
desta familia permitiram identificar as seguintes classes de compostos: flavonoides,
sesquiterpenos, alcaloides, saponinas e acidos graxos (WIART et al., 2001; FORT et al.,
2000; BOHLIN, 1999; ROJAS & HEBLE, 1994; DIRSCH et al., 1993; ABE &
YAMAUCHI, 1993; FORGAES & PROVOST, 1981). Os 6leos das sementes de olacaceas
constituem uma fonte rica em acidos graxos e lipideos (SPITZER et al., 1997). Alguns
exemplos de acidos graxos de olacaceas podem ser vistos no item 1.3.2.

A atividade biologica de espécies desta familia ¢ pouco estudada sendo que
Ptychopetalum olacoides (raiz) apresentou atividade anticolinesterase (SIQUEIRA et al.,
2003), antioxidante (SIQUEIRA, 2002) e efeito neuroprotetor (SIQUEIRA et al., 2004),
entretanto, ndo foram realizados estudos quimicos para identificar os compostos responsaveis
pelas atividades. Para Ochanostachys amentacea (galhos) foi descrita atividade anti-HIV
(RASHID et al., 2001) com o isolamento do acido poliacetilénico (-)-17-hidroxi-9,11,13,15-
octadecatetraindico como um dos responsaveis pela atividade. A literatura registra ainda

estudos biologicos com a espécie Ximenia americana que estio descritos no item 1.3.2.

Figura 6 - Distribuicdio mundial da familia Olacaceae (www.science.siu.edu/parasitic-

plants/Olacaceae/ 04/12/2005)
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1.3.2 — A espécie Ximenia americana

A espécie X. americana (Figura 7) ¢ uma arvore de 2-5 metros de altura e possui
espinhos, que Ao mais salientes nas plantas a pleno sol e com menos folhagem (POTT &
POTT, 1994).

Figura 7 — A espécie Ximenia americana (www.science.siu.edu/parasitic-plants/Olacaceae/ 04/12/2005)

Ximenia americana ¢ conhecida como: Ambuy (Minas Gerais), ameixa-da-baia,
ameixa-da-terra, ameixa-de-espinho, ameixa-do-brasil (Ceara), ameixa-do-para, espinheiro-
de-ameixa, limao-bravo-do-brejo, sindalo-do-brasil, umbu-bravo e limao-bravo (BRAGA,
1960) e utilizada popularmente como: aromatica, adstringente, hemorroidal, diurética,
depurativa, purgativa, contra menstruagao excessiva, perturbagdo gastrica (BRAGA, 1960) e
em Cote d’Ivoire na Africa é usada para o tratamento da maléria (BENOIT et al.., 1996).
Estudos biologicos revelaram que a casca do caule desta planta possui atividade antiviral
contra os virus HIV-1 e HIV-2 (ASRES et al., 2001). Fragdes obtidas do extrato cloroférmico
das raizes de X. americana exibiram atividade pesticida com inibi¢do do crescimento dos
ovos de Clavigralla tomentosicollis, uma das mais importantes pragas do feijao caupi na
regidgo do semiarido do sub-Sahara na Africa. Estudos quimicos determinaram que essas
fragdes eram ricas em dois acidos graxos C-18 acetilénicos: o acido octadeca-5-indico e o
acido (10Z),(14E),(16E)-octadeca-10,14,16-triene-12-indico (FATOPE et al., 2000a).
Extragdo das raizes de X. americana conduziu ao isolamento do pamitato de 3-olean-12-enil
gue foi inativo no ensaio da larva de camardo (FATOPE et al., 2000b). EROMOSELE &
EROMOSELE (2002) descrevem o isolamento e a identificagdo dos acidos graxos saturados:
acido caprilico, acido palmitico e acido estearico e dos acidos insaturados: acido oléico, acido
eicosadiendico, acido linolénico, acido eicosatriendico, acido eracico, acido araquidonico e
acido nervonico obtidos do extrato em éter de petroleo das sementes da X. americana €

determinados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM).
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1.4 — Consideracoes sobre a Familia Icacinaceae e a espécie Emmotum nitens
1.4.1 — A Familia Icacinaceae

Icacinaceae ¢ uma familia pantropical constituida por 38 géneros. Desses, apenas oito
sdo encontrados no Brasil:  Citronella, Dendrobangia, Discophora, Emmotum,
Humirianthera, Leretia, Pleurisanthes € Poraqueiba (OLIVEIRA, 1994). E uma familia
pouco estudada e que teve o interesse por sua quimica despertado a partir do isolamento do
alcaldide camptotecina, a partir de Nothapodytes foetida (Icacinaceae) (GOVINDACHARIA
& VISWANATHAN, 1972).

A camptotecina foi primeiramente obtida da planta chinesa Camptotheca acuminata
(Nyssaceae) e demonstrou possuir atividades antileucémica e antitumoral potentes (WALL et
al., 1966). A camptotecina chegou a ser utilizada clinicamente, mas devido a sua pouca
solubilidade em agua e sua elevada toxicidade caiu em desuso. Este interesse reaparece hoje

em dia, porque o Irinotecan um derivado da camptotecina encontra-se ho mercado como um
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agente anticancerigeno cujo nome comercial é Campto® (Laboratorios Prasfarma)
(CARDENAS et al., 2002).

Camptotecina

Irinotecan

As espécies da familia Icacinaceae analisadas apos a revisdo de Hegnauer
(HEGNAUER, 1966), mostraram uma ampla diversidade de metabolitos secundarios,
destacando-se os sesquiterpenos do tipo eudesmano rearranjado. Esses foram isolados das
espécies Poraqueiba paraensis (TRAINOTTI, 1979), P. guaianensis (GOULART, 1983),
Emmotum nitens (DE OLIVEIRA et al., 1974; DE OLIVEIRA et al., 1976; SANT’ANA,
1984), E. fagifolium (DA SILVA, 1979), E. orbiculatum e E. glabrum (MAIA, 1983) que
devido as suas origens foram chamadas de emotinas.

1.4.2 — A Espécie Emmotum nitens (Benth.) Miers

E. nitens (Figura 8 p. 31) possui uma vasta distribui¢do geografica extendendo-se
desde a Amazonia até aos estados do sul e centro-oeste. Varias emotinas foram isoladas desta
espécie. Estes compostos sdo sesquiterpendides do tipo tetralina, tetralona, naftaleno, e
naftoquinona. As principais emotinas até agora descritas sdo as emotinas A, B e F (DE
OLIVEIRA et al., 1974; 1976). A determinagdo das estruturas das emotinas foi efetuada
principalmente através de extensivos trabalhos de transformagdes quimicas, em conjunto com
0s métodos espectroscopicos. Utilizou-se espectroscopia na regidao do IV e UV, ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio a 60MHz e a 100MHz, analise elementar e espectrometria de
massas e em alguns casos RMN*3C a 25MHz (DE OLIVEIRA et al., 1974; 1976).

Naquela oportunidade nao foram utilizadas técnicas bidimensionais sendo a atribuig¢do
de deslocamento quimico efetuada por comparagdo com dados da literatura de substancias de
estruturas relacionadas. Ha necessidade de rever estes estudos para confirmar as propostas
estruturais. Para melhor conhecer as relacdes nos espectros de RMN'H e *C estamos

reavaliando os espectros das emotinas A, B e F a 500MHz e 125MHz respectivamente com a
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finalidade de racionalizar estes dados e poder discuti-las para o grupo das emotinas tetral onas
e tetralinas. Além disso, ha trés outras emotinas codificadas como Emotina I, Emotinol-1 e
Emotinol-2 cujas estruturas precisam ser revistas e seus espectros de RMN unidimensionais e

bidimensionais foram também obtidos para esta revisdo.

Figura 8 — A espécie Emmotum nitens (www.avidepa.org.br 04/12/2005)
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L.5 — Consideracoes gerais sobre os testes de atividade efetuados

1.5.1 — Teste com a Artemia salina Leach

A Artemia salina Leach, comumente conhecida como “larva de camardo” ¢ um
crustaceo de agua salgada encontrado em todo mundo, e ¢ utilizado como alimento vivo para
peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de animais.

Como a A. salina ¢ um organismo simples que pode sentir o efeito de qualquer
substancia biologicamente ativa e apresenta facilidade na obtencdo de suas larvas e de
estocagem de seus ovos mesmo em ambientes diversos, a mortalidade deste microcrustaceo é
considerada o0 bioensaio ideal. Esse bioensaio ¢é bastante utilizado para monitorar o
fracionamento de extratos de plantas com atividades citotoxica, farmacologica ou pesticida, a
razdao entre o numero de larvas mortas e o niamero de larvas vivas em comparacdo a um
controle negativo ¢ utilizada para estimar a toxicidade das solugdes testes (PELKA et al.,
2000; MCLAUGHLIN et al., 1991). Inimeros constituintes bioativos tém sido obtidos de
vegetais fazendo-se o0 isolamento guiado pelo bioensaio de toxicidade sobre a 4. salina, que
se caracteriza também por ser de baixo custo, facil manuseio, ndo exigir técnicas anti-Septicas,
resultado rapido e reprodutivel. E importante ressaltar que com relagdo & reprodutibilidade,
devem ser considerados pardmetros como temperatura, Composi¢ao e salinidade do meio € a
idade das larvas (HARTL & HUMPF, 2000; SIQUEIRA et al., 1998).

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para monitoramento rapido e
simples da resposta bioldgica, onde existe apenas um parametro envolvido: morte ou vida. O
ensaio de letalidade permite a avaliagdo da toxicidade geral e, portanto ¢ considerado
essencial como bhioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
biologica (BORIES et al., 2000), ¢ bastante util como um teste de apoio para 0os demais testes
de atividade especifica.

1.5.2 — A esquistossomose Mansonica e 0 Caramujo B. glabrata

A esquistossomose, conhecida também como esquistossomiase, bilharziose e
popularmente barriga d’agua ¢ uma endemia parasitaria causada por helmintos do género
Schistosoma que interage com populagdes humanas ha milhares de anos e ocorre em regides
tropicais e subtropicais do mundo. Esta parasitose teve origem nas bacias de dois rios

importantes: o Nilo localizado no Egito e 0 Yang-Tse localizado na China. Os ovos do género
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Schistosoma, ja foram encontrados nas visceras de mumias egipcias. No Brasil, acredita-se
gue sua introdugdo se deu através do trafico de escravos africanos que traziam consigo o
parasito. A presenca de hospedeiros intermediarios suscetiveis (Biomphalaria) permitiu a
instalagdo desta espécie no territorio brasileiro. De todas as espécies de interesse médico S.
mansoni, S. japonicum, S. hematobium, S. intercalatum e S. mekongi, apenas o0 S. mansoni
(Figura 9) foi encontrado no Brasil e esta completamente adaptado ao meio (NOVAES et al.,
1999; NEVES, 2000).

Figura 9 — Schistosoma mansoni (www.micro.magnet.fsu.edu/optics/olympusmicd/galleries/

brightfield/schistosomamansoni 04/12/05)

Os focos primitivos da doenga se instalaram na regido canavieira do nordeste e, com
0S movimentos migratérios que ocorreram em varios momentos da historia econdmica do
pais, a doenga se expandiu para outras regioes.

No Brasil encontrase um dos maiores focos de esquistossomose do mundo,
distribuindo-se por quase todos os estados, principamente com infestagdes endémicas em
partes da regido nordeste, leste e centro-oeste (Figura 10 p. 34)
(http://www.saneamento10.hpg.ig.com.br/Esquisto.html 04/12/05).

O ciclo evolutivo da doenga ¢ mantido pelo principal hospedeiro definitivo do S.
mansoni, 0 homem, embora também acometa roedores silvestres, gado, etc., e por hospedeiros
intermediarios, caramujos do género Biomphalaria. Em todos 0s estados brasileiros ha pelo
menos uma das trés espécies hospedeiras do S. mansoni, a saber: B. straminea, B. tenagophila

e B. glabrata, sendo esta ultima a mais difundida e de maior importancia epidemiologica

(BARBOSA, 1995).
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EEEd ALTA ENDEMICIDADE
MEDIA ENDEMICIDADE
AREAS SUJEITAS A FOCOS ISOLADOS

Figura 10 — Distribuicio da Esquistossomose mansdnica no Brasil em 1999

(http://www.saneamento10.hpg.ig.com.br/Esquisto.html 04/12/05)

O S. mansoni, ao atingir a fase adulta de seu ciclo biolégico (Figura 11 p. 35) no
sistema porta-hepatico do homem e de outros mamiferos, alcanga a veia mesentérica inferior,
onde 0 macho e fémea se acasalam e onde ocorre a postura dos ovos. Uma fémea de S.
mansoni produz cerca de 300 ovos por dia, parte desses ovos ¢é retida nos tecidos, ocasionando
lesdes caracteristicas da esquistossomose, e parte — cerca de 22% - ¢ eliminada nas fezes. Os
ovos maduros, quando em contato com a agua de lagos e rios, liberam o miracidio. Nesses
ambientes o miracidio deve encontrar o0 molusco hospedeiro num tempo de 24 horas, caso
contrario eles morrem, por ndo serem capazes de se nutrirem. No caramujo, em um periodo de
quatro a sete semanas, eles dio origem as cercarias, que sdo também formas aquaticas de vida
livre. Cada miracidio chega a produzir cerca de 300.000 cercarias que sobrevivem por
algumas horas. A movimentagao destas na agua facilita o encontro com o hospedeiro
definitivo, no qual penetram através da pele. Apds entrar no hospedeiro definitivo, elas se
transformam em poucos minutos nos esquistossomulos. A partir do segundo dia, iniciam
migragdo para os pulmdes, pela corrente sanguinea ou linfatica. Quando os vermes se tornam
adultos, migram para o sistema porta (0s vasos sanguineos do figado), acasalam-se e comega
a postura dos ovos, fechando-se entdo o ciclo do parasito (OLIVEIRA & GAZZINELLI,
1998).

No conhecido ciclo de transmissio da esquistossomose (Figura 11 p. 35) (verme-ovo-
miracidio-cercaria-verme) pode-se pensar em atacar e romper o ciclo em varios pontos. Um
desses pontos ¢ o caramujo Biomphalaria glabrata, 0 hospedeiro intermediario, no qual se

processa a transformagao do miracidio para cercaria.

Josiane Luna



Cap. |. Introdugio 35

Figura 11 — Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

Na atualidade, existem poucos moluscicidas sintéticos de uso liberado para o controle
dos caramuijos, sendo a niclosamida (Bayluscide®), produzida pela Bayer e recomendada pela
OMS, o moluscicida mais conhecido e utilizado mundia mente para o tratamento de focos dos
moluscos transmissores da doenga. O alto custo desses produtos, a biodegradagdo lenta, a
toxicidade a0 meio ambiente e o surgimento da resisténcia dos caramujos, tém estimulado
fortemente a busca por moluscicidas de origem vegetal. O uso de plantas como moluscicidas
pode representar uma alternativa barata, além de apresentar um menor impacto ambiental
(KLOSS & MCCULLOUGH, 1981; DOS SANTOS & SANT’ANA, 1999).

NO,

OH o

cl Niclosamida

Desde a década de 30 varias plantas foram testadas com o intuito de encontrar
compostos naturais com atividade moluscicida e desde entdao o nimero de plantas testadas
para esse proposito tem aumentado sensivelmente. Em 1933, Archibald propds o controle do
molusco usando-se frutos de Balanites aegyptiaca. Lemma (1965) constatou que uma planta
originaria da Etiopia, a Phytolacca dodecandra conhecida popularmente como endod,
continha um grupo de saponinas altamente potentes como moluscidas e que estavam presentes
nos extratos aguosos dos frutos. Esta planta ainda ¢ uma das mais promissoras no combate ao
molusco. As substincias responsaveis pela agdo moluscicida do endod sdo a lematoxina (CLg
=1,5 pg.mL™) e aoleanoglicotoxina (CL1g = 6 pg.mL™) (MARSTON & HOSTETTMANN,
1985).
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Oleanoglicotoxina

Marston e Hostettman (1985) destacaram a importancia da relagdo atividade/estrutura
dos produtos naturais de plantas responsaveis pela atividade moluscicida até aquele ano e
chamam atengéo para o isolamento ¢ a identificagdo dos principios ativos que sdo essenciais
para 0 estudo do nivel de sua toxicidade e estabilidade sobre condi¢des de campo, para
determinagdo da dosagem e para investigagdo do seu modo de agdo. Estes compostos incluem
saponinas, consideradas as principais substancias moluscicidas de origem vegetal por serem
soluveis em agua, lactonas sesquiterpénicas, alcaldides, esterdides glicoalcaloides,
diterpendides, monoterpenoides, iridoides, naftoquinonas, naftofenois, fenodis, flavonoides,
furanocumarinas, isobutilamidas e taninos. No entanto, grande parte da literatura registra a
atividade moluscicida dos extratos sem descrever o principio ativo (Tabela 4 p. 37).

A Tabela 4 p. 37 mostra algumas plantas com propriedades moluscicidas das quais
foram extraidas substancias ativas. Algumas dessas substancias possuem um valor muito
baixo de concentragdo letal (CL) o que indica serem excelentes moluscicidas, destacando-se
as miliaminas D (CLyg = 2,5x10° ng.mL™), L (CL10o = 1,0x10* pg.mL™) e M (CLygo =
1,0x10° pg.mL™) isoladas do latex de Euphorbia milli que Sio os mais potentes moluscicidas

de origem vegetal.
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Tabela 4 — Plantas e compostos ativos contra o molusco do género Biomphalaria

Extrato Composto
Familia / Espécie Tecido Solvente de CLso Nome CL100(50)((90)) Referéncia
Extracio  (pgmL™) (pg.mL™)
Anacardiaceae
Anacardium ocidentale Casca da Castanha Hexano 1,30 Acido anacérdico Cis:3 (0,3 SOUZA et al., 1992;
Acido anacardico Cis;» (0,6) KUBO et al., 1986
Acido anacardico Cis;1 (1,0)
Annonaceae
Annona crassiflora Polpa e Semente Etanol 1,67 --- -
Caule Etanol 0,97 DOS SANTOS &
CascadaRaiz Etanol 0,97 SANT'ANA, 2001
Madeirada Raiz Etanol 16,80
Annona glabra Folha Etanol 0,97 - --- DOS SANTOS &
Semente Etanol 3,23 SANT'ANA, 2001
Annona muricata Folha Etanol 1,59 - - DOS SANTOS &
Cascado Caule Etanol 0,97 SANT'ANA, 2001
Annona pisonis Folha Etanol 62,68 --- --- DOS SANTOS &
Cascado Caule Etanol 1,85 SANT'ANA, 2001
Annona salzmani Folha Etanol 0,95 --- -—- DOS SANTOS &

SANT'ANA, 2001
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Continuacao da tabela 4

Annona squamosa Semente Etanol 7,74 --- -
Raiz Etanol 3,78 DOS SANTOS &
Cascado Caule Etanol 14,00 SANT'ANA, 2001
Folha Etanol 44,55
Agavaceae
Agave decipiens Folha n-Butanol --- Saponina 13,0
monodesmosidica A ABDEL-GAWAD
Saponina 6,0 et al., 1999
monodesmosidica B
Euphorbiaceae
Jatropha elliptica Raiz Etanol 24,80 --- --- DOS SANTOS &
Rizoma Etanol 13,07 Jatrofona 1,16 SANT'ANA, 2001
Jatropha glauca Folha Metanol 21,70 - —
Acetona 0.0 AL-ZANBAGI et
Caule Metanol 20,00 al., 2000
Acetona 24,90
Euphorbia helioscopia Folha Metanol 44,30 --- -
Caule Cloroférmio 55,90

AL-ZANBAGI et
Acetona 50,00 al., 2000

Hexano 23,00
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Continuacao da tabela 4

39

Euphorbia milli

Euphorbia schimperiana

Leguminosae

Parkia clappertoniana

Abarenia cocliocampos

Derris sp.

Swartzia madagascariensis
Lytraceae

Lafoensia pacari

Mimoisoideae

Stryphnodendorn adstringens

Latex

Folha

Caule

Folha

Cascado Caule

Raiz

Vagem

Raiz

Folha
Casca

Acetona
Metanol
Cloroformio
Hexano
Metanol
Cloroformio
Acetona

Hexano

Etanol

Etanol

Etanol

Agua

Etanol

Etanol

Etanol

18,60
2,20
11,20
53,80
10,50
19,50
15,00

44,25

3,65

40,27

50,00
50,00

Miliamina L

2'-Hidroxi-3,7,8,4",5"-
pentametoxiflavona

Saponina5

((0,01))

ZANI et al., 1993

AL-ZANBAGI et al.,
2000

LEMMICH et al., 1996

DOS SANTOS &
SANT'ANA, 2000
DOS SANTOS &

SANT'ANA, 2000
MARSTON et al., 1993

DOS SANTOS &
SANT'ANA, 2000

BEZERRA et al., 2002
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Continuacao da tabela 4
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Stryphnodendorn polyphyllum

Piperaceae

Piper anducum

Phytolacaceae

Phytolacca dodecandra

Phytolacca icosandra

Podocarpaceae
Podocarpus andira
Solonaceae

Solanum aculeastrum

Zingiberaceae

Renealmia exaltata

Folha

Casca

Folha

Fruto

Graos

Folha

CascadaRaiz

Folha

Etanol

Etanol

Eter de Petroleo

Agua

M etanol

M etanol

Etanol

50,00
50,00
Cromeno 1
Cromeno 2
Lematoxina

Oleanoglicotoxina
Saponina 1
Saponina 2
Saponina 3
Saponina4

Podoandina

25,0 [3-Solamarina

Solamargina

28,03 --

30,0
30,0

(L.5)
6,0
31
31
10,0
12,4

10,0

10,0
10,0

BEZERRA et al., 2002

ORJALA et al., 1993

MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985

TREYVAUD et al., 2000

KUBO et al., 1992

WANYONYI et al., 2002

DOS SANTOS &
SANT'ANA, 2000
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COOH R = Cis;3 - Acido 6-[8(Z),11(Z), 14-pentadecatrienil] salicilico
HO R R = Cis:; - Acido 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadienil] salicilico
R = Cis.1 - Acido 6-[8(Z)-pentadecenil] salicilico

RhafzﬁngGalfo

Glc

Xyl—2Glc—Gal—0 :
3 ‘ 3 q
HO Xyl Gle

Saponina monodesmosidica A

Saponina monodesmosidica A

NH

Miliamina D
Miliamina L

H

B
MiliaminaM H B C

\

HsC. Q CHj HO OCHj4
K OCH,
oH H3CO o]
‘ 3 OCHj,
" CH,
OCH,
o]

HsC 0
Jatrofona 2°-hidroxi-3,7,8,4",5 -pentametoxiflavona
H,CO0C AN HOOC
o CH,
CHy
OH Cromeno 1 CH,CH= C(CHs)z Cromeno 2
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HsC,, COOMe
Saponina 1 R; =-Glc
cooH  Saponina 2 R, =-Gl¢’-Gal
Saponina 3 R, = -GIc*-Gle
R10 ” Saponina 4 R; =-GIc>-Glc*-Gle
HaC CHs
O
N ~——0
Podoandina

R=
R=
HO
[e) HO
CH ,OH o]
CH ,0H
HO (0]
o HO o
OH o
OH
HO
HO
(0]
o
Hojib\
HO
HO
HO
OH
OH
B-Solamarina
Solamargina
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1.5.3 — A Dengue e 0 mosquito A. aegypti

A dengue é um dos principais problemas de saiide publica no mundo. A organizagdo
Mundial de Saide (OMS) estima que 80 milhdes de pessoas se infectam anualmente, em 100
paises de todos os continentes, exceto a Europa, cerca de 550 mil doentes necessitam de
hospitalizacdo e 24 mil morrem em conseqiiéncia da doenga (FUNASA, 2002; GUBLER,
2002; GUZMAN & KOURI, 2003). A dengue e a febre amarela sio causadas por virus, mas
seus transmissores, tecnicamente chamados de vetores, sio mosquitos do género Aedes. NO
Brasil, 0 mosquito Aedes aegypti (Figura 12) é o unico vetor conhecido da febre amarela
urbana e da dengue (MARCONDES, 2001).

Figura 12 - O mosquito Aedes aegypti (www.ceasacampinas.com.br 04/12/05)

O mosquito A. aegypti ¢ facilmente reconhecido por sua cor geralmente marrom
médio, apresentando uma nitida faixa curva, branco-prateada de cada lado do toérax e outra
mais fina, reta, longitudinal, central, as quais formam a figura de uma lira. Foi trazido da
Africa para a América durante a colonizacio e aescravidio. As fémeas, em principio realizam
a oviposi¢do na parede de qualquer recipiente, proximo do nivel da agua. A hematofagia,
Copula e a oviposi¢do sao diurnas. As fémeas do A. aegypti preferem sugar o homem, mas se
alimentam também de cées, roedores e aves. Ao exercer a hematofagia inoculam com a saliva
as particulas virais (NEVES, 2000).

O mosquito transmissor da dengue encontrou no mundo moderno, condi¢des muito
favoraveis para sua rapida expansdo, a urbanizagdo acelerada que criou cidades com
deficiéncias de abastecimento de agua ¢ de limpeza urbana; a intensa utilizagdo de materiais
nao-biodegradaveis como recipientes de plastico e vidro e as mudangas climaticas. Com essas
condigdes, o A. aegypti espalhou-se por uma area onde vivem milhdes de pessoas em todo o
mundo. As areas de distribuicdo de maior risco da dengue sdo: América Central, América do

Sul (exceto Chile, Paraguai e Argentina), América do Norte (México), Africa, Austrélia,
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Caribe (exceto Cuba e Ilhas Caymam), China, Ilhas do Pacifico, India, Sudeste Asiatico e

Taiwan (Figura 13). O ciclo devida do A. aegypti pode esta mostrado na Figura 14.

I:I Areas infestadas com Aedes aegypti
. Areas infestadas com Aedes aegypti e atividade epidémica da dengue

Figura 13 — Ocorréncia e distribuicio potencial do dengue no mundo no ano de 2005
(www.cdc.gov/.../ map-distribution-2005_500.jpg 08/01/06)

Figura 14 - Ciclo de vida do A. aegypti (Adaptado de www.ceasacampinas.com.br 04/12/05)

A transmissio da doenga ocorre a partir da picada da fémea do mosquito. De 8 a 12
dias apos ter sugado sangue de pessoa contaminada, o mosquito estad apto a transmitir a
doenga. Ndo ha transmissdo por contato direto de um doente ou de suas secregdes para uma
pessoa sadia, nem através da agua ou alimento. Em 45 dias de vida, um tinico mosquito pode

contaminar até 300 pessoas. O periodo de incubagdo, ou seja, o periodo em que a pessoa
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demora a apresentar os sintomas da doenga, varia de 3 a 15 dias ap6s a picada pelo mosquito,
sendo em média, de 5 a 6 dias (NEVES 2000).

Clinicamente, a dengue pode evoluir para duas formas distintas; a dengue classica,
considerada benigna e a dengue hemorragica, de gravidade variavel e que pode ser fatal
(MARCONDES, 2001). A dengue ¢ caracterizada por febre alta, calafrios, fortes dores na
cabega, nos olhos, nas articulagdes, nos musculos e nos ossos, falta de apetite, enjoo, vomitos,
diarréia, fadiga e debilidade (TEIXEIRA et al., 1999). O virus da dengue ¢ um arbovirus do
género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae representado por quatro sorotipos D1,
D2, D3 e D4, sendo que 0 D4 nao ¢ conhecido no Brasil (CONSOLI & DE OLIVEIRA,
1998).

Nao existem vacinas contra os sorotipos da dengue e por enquanto, a Uinica maneira de
prevenir a ocorréncia desta arbovirose ¢ pelo controle da proliferagio do A. aegypti
(MARCONDES, 2001). Esse controle pode ser feito de duas maneiras. 0 controle mecanico
gue consiste de medidas dirigidas aos recipientes, constituindo-se na sua remogéo ou alteragao
de suas condi¢des de maneira a ndo permitir o acimulo de agua e a proliferacao das formas
imaturas do mosquito e o controle quimico que consiste na aplicagdo de produtos quimicos,
de baixa a alta concentragio nos locais de criagdo do vetor ¢ em suas proximidades ou locais
de abrigo e repouso, em doses previamente determinadas, para as diferentes técnicas e
eguipamentos utilizados. Pode-se dividir o controle quimico em duas modalidades: larvicida e
adulticida (NEVES, 2000; www.sucen.sp.gov.br 07/10/05).

O controle dos mosquitos ¢ um problema, pois os mesmos possuem grande
plasticidade genética, isto ¢, ao se aplicar sucessivas vezes 0 mesmo inseticida em dosagem
mortal, alguns que ja eram geneticamente resistentes em pouco tempo repovoam o ambiente.
Para o inseticida continuar eficiente faz-se necessario uma dosagem cada vez mais elevada
gue chega a ser toxica para o homem e animais domésticos; portanto novas drogas e novos
métodos devem ser desenvolvidos para o controle dos mosquitos (NEVES, 2000). Devido a
necessidade de métodos mais seguros que possam ser usados no controle do A. aegypti, a
busca de novos compostos de origem vegetal ativos contra esse vetor tem sido uma
preocupagdo constante dos grupos de pesgquisa. Na Tabela 5 p. 46 Sio mostradas alguns
extratos de plantas ativos contra as larvas do A. aegypti embora quase sempre sem a

identificagdo dos principios ativos.
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Tabela 5 — Plantas e compostos ativos contra as larvas do Aedes aegypti

46

Extrato Composto
Familia / Espécie Tecido Nome CLs Nome CL100 (90) Referéncia
(g-mL") (pg-mL™)
Asteraceae
Tagetes minuta Caule Oleo 10,0 --- --- GREEN et al., 1991
Boraginaceae
Cordia curassivaca Raiz Diclorometano --- Cordiaguinona A 12,50
Cordiaguinona B 25,00
o IOSET et al., 2000
Cordiaguinona K 12,50
Cordiaquinona J 25,00
Cordia linnaei Raiz Clorof6ormio Cordiaquinona E 12,50
Cordiaguinona B 25,00
o IOSET et al., 2000
Cordiaquinona G 50,00
CordiaquinonaH 25,00
Cupressaceae
Calocedrus formosona Folha Oleo 56,30 --- ---
, CHENG et al., 2003
Casca Oleo 51,80 --- ---
Fabaceae
Myroxdylon balsamun Casca Hexano 13,00 E-nerolidol 17,00 SIMASet a., 2004
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Continuacao da tabela 5

47

Labiatae
Mynthostachys setosa
Lamiaceae

Ocimum sanctum

Legumiaceae
Derris urucu
Derris medula
Menispernaceae
Abuta gradifolia
Papaveraceae

Argenoma mexicana

Rutaceae
Feronia limonia
Melicope subunfoliolata

Taxodiaceae

Cryptomeria japonica

Partes Aéreas

Folha

Caule

CascadaRaiz

Raiz

Gaho

Semente

Folha

Folha

Folha

Cascas

Diclorometano

Hexano

Hexano

Metanol

Metanol

Diclorometano

Acetona

Acetona

Metanol

Oleo
Oleo

17,60
33,32

2,60

17,43

57,23

37,60
48,10

Eugenol
(E)-6-hidroxi-4,6-dimetil-3-

hepteno-2-ona

Meliternatina

200,00
6,20

CICCIA et al., 2000

KELM & NAIR, 1998

GUSMAO et al., 2002

CICCIA et al., 2000

SAKTHIVADIVEL &
THILAGAVATH, 2003

RAHUMAN et al., 2000
HO et al., 2003

CHENG et al., 2003
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OCH; ©O

Meliternatina

1.5.4 — A Traca-das-Cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus)

A traga-das-cruciferas, Plutella xylostella (Figura 15) ¢ considerada uma das
principais pragas das plantas da familia Brassicaceae no Brasil ¢ no mundo. Os danos por ela
causados sio decorrentes do ataque da lagarta que se alimenta da epiderme das folhas e
acarretam a depreciagdo do produto, o atraso no crescimento da planta ¢ até mesmo a sua
morte (CASTELLO BRANCO & GUIMARAES, 1990; VILLAS BOAS et al., 1990;
NAKANO et al., 1992). Este inseto ¢ provavelmente oriundo da regido Mediterranea e esta
presente nos cinco continentes. O custo para 0 seu controle pode representar até 50% do custo
total da sua producao (MONNERAT et al., 2004).

Figura 15 — Plutella xylostella (www.mpg.de/.../ 2002/pri0282.htm 04/12/05)

Dentre as diferentes técnicas utilizadas para a supressdo populacional desta praga, o
controle quimico tradicional com o uso de inseticidas é o mais utilizado pelos agricultores,
sendo aplicados com freqgiiéncia de uma a trés vezes por semana, dependendo da época de
producdo. Entretanto, mesmo que os danos causados pela traga-das-cruciferas justifiquem a
adocao dessa medida de controle, sua implementagdo traz riscos de intoxicagdo de
agricultores, animais domésticos ¢ selvagens e podem deixar residuos nos alimentos que sdo

consumidos in natura Ou com pouco preparo. Também existe a possibilidade de contaminagao
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do ambiente. O uso continuo e desordenado destes agentes pode ainda resultar na selegdo de
populagdes resistentes (CASTELO BRANCO, 1990).

Com o agravamento dos problemas provocados pelo uso dos produtos sintéticos, a
pesguisa tem se voltado para o estudo dos produtos vegetais, para atender a demanda
proveniente, principalmente, do segmento representado pela agricultura organica
(MARTINEZ, 2002). No entanto, apesar da utilizagdo de plantas com agdo inseticida para o
Manejo Integrado de Pragas — MIP ser uma area bastante promissora, existe uma caréncia de
estudos com plantas com potencialidade inseticida para o controle da traga-das-cruciferas.
Dentre as plantas citadas na literatura como eficazes contra a P. xylostella temos Azadirachta
indica (sementes) (DREYER & HELLPAP, 1991), Cordyceps militaris (fruto) de onde foi
obtido o 3'-desoxiadenosina como o componente ativo (KIM et al., 2002), Annona squamosa
(sementes) (LEATEMIA & ISMAN, 2004) e Pongamia pinnata (Sementes) (SURESHGOUD
et al., 2005)

1.5.5 — A Atividade Antioxidante

Danos oxidativos irreversiveis de biomoléculas sdo alguns dos fatores que causam a
ocorréncia ¢ desenvolvimento de numerosas doengas degenerativas tais como: arteriosclerose,
ma de Parkinson, mal de Alzheimer, doengas cardiovasculares, céincer, diabetes, etc.
(LODYATO et al., 2004). As plantas constituem uma fonte importante de produtos naturais
ativos que diferem amplamente entre si em termos de estrutura e propriedades biol6gicas e
que tém desempenhado um papel importante na medicina tradicional. Frutos e vegetais sdo
boas fontes de antioxidantes naturais para a dieta humana, contendo muitos componentes
antioxidantes que protegem contra os radicais livres e tém sido associados com a redugdo do
risco dessas doengas cronicas (ZHANG & HAMAUZU, 2004; ARGOLO et al., 2004).

Os efeitos protetores dos produtos naturais de origem vegetal sio devidos a presenga
de varios componentes que possuem diferentes mecanismos de agdo. Os compostos
responsaveis pela atividade antioxidante sdo enzimas e proteinas e substancias de baixo peso
molecular tais como: vitaminas, carotenodides, flavonodides, antocianinas e outros compostos
fendlicos (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante de
substancias puras e extratos de plantas. Esses métodos sdo tipicamente baseados na inibigdo
do actmulo de produtos oxidados, uma vez que a geragdo de radicais livres ¢ inibida pela

adicdo de antioxidantes e requerem equipamentos caros e especificos (espectrofotometro,
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HPLC, etc.). Um dos métodos mais confiaveis envolve a medida do desaparecimento de
radicais livres tais como o radical acido 2,2’-azino-bis(etilbenztiazolino-6-sulfénico (ABTS),
o 2.2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), ou outros radicais coloridos, em um
espectrofotometro (SOLER-RIVAS et al, 2000).

CH2CHs - ch,cH,

NO |
: | I
N )\\ )\
O,N N—N =
? H4NO3S S N—N s SO3NH,
NO,

Radical ABTS
Radical DPPH

O uso do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), um radical livre estavel a temperatura
ambiente, com coloragdo violeta caracteristica em solugdo metandlica a temperatura
ambiente, esta descrito como um reagente para o ensaio da atividade antioxidante de pequenas
moléculas (SOLER-RIVAS et al, 2000). A capacidade sequestrante de radicais de compostos
puros ou extratos de plantas pode ser estabelecida pela redugao desse radical em solugdo
metanolica. Nesse tipo de ensaio, o “sequestro” do radical DPPHe ¢ seguido pelo
monitoramento da diminui¢do da absorvancia a 515nm, que ocorre devido a redugdo pelo
antioxidante (AH) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

DPPHe + AH — DPPH-H + Ae

Os testes com o radical DPPH podem ser qualitativos e quantitativos. Para os ensaios
qualitativos o material a ser testado ¢ aplicado em placas de cromatografia em camada
delgada que sio em seguida mergulhadas em uma solugdo de DPPH.Uma coloragdo amarela
indica a presenca de antioxidantes. Nos testes quantitativos o desaparecimento do radical
DPPH ¢ monitorado pela diminuigdo da absorvancia a 515 nm medida em um
espectrofotometro (SOLER-RIVAS et al., 2000).

Os resultados da analise espectrofotométrica podem ser utilizados para medir a
concentragdo de inibi¢do (Clsp) que ¢ quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentragdo inicial do radical DPPH (90uM) em 50% e a porcentagem de inibigao (PI) que é
a porcentagem total do radical DPPH que reage com a amostra antioxidante no estado
estacionario (estado a partir do qual a absorvancia torna-se constante). Concentragdo de
inibicdo e porcentagem de inibicdo sdo os dois parametros utilizados para determinar a
capacidade de capturar radicais livres de amostras puras e extratos brutos (SOLER-RIVAS et
al., 2000; ARGOLO et al., 2004).
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Capitulo II. Parte experimental

IL.1 - Solventes e reagentes

Os solventes utilizados foram destilados no laboratorio de destilagdo do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas, a partir de solventes de grau comercia da
marca Herzog (Brasil) e os solventes de grau HPLC, espectroscopico e deuterados foram
adquiridos da Merck (Alemanha), Aldrich (Estados Unidos), Carlo-Erba (ltalia), Grupo
Quimica (Brasil) e VETEC (Brasil). O reagente utilizado para a atividade antioxidante,
DPPH, e os padroes (-)-catequina e (-)-epicatequinagalato foram adquiridos da Sigma
(Estados Unidos).

I1.2 - Analise cromatografica

I1.2.1 — Cromatografia classica em coluna e cromatografia em camada delgada

As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se como suportes, Carvao
Ativo (Reagen, Quimibras Industrias Quimicas, Rio de Janeiro), Silica Gel G60 (230-400
mesh, Merck, Alemanha) e Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals, Suécia). A
guantidade utilizada do adsorvente foi de 20 a 30 vezes a quantidade em massa da amostra; a
coluna de Sephadex possuia 3cm de didmetro e 38cm de altura

As analises comparativas foram realizadas através de cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando-se placas de vidro (6 x 9,5cm) contendo uma camada de 0,50mm
de gel de silica GFas4 da Merck (Alemanha), eluidas com cloroformio e misturas de
cloroférmio e metanol.

A suspensio da silica (10g) em agua destilada (22mL) foi distribuida nas placas
usando-se um espalhador mecanico com 0,50 mm de abertura, seguindo-se ativagdo em estufa
a100°C por 1 hora.

O critério de pureza adotado foi a observagdo de uma unica mancha em placa de

camada delgada de silica, variando-se afase movel e os reveladores.
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I1.2.2 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises qualitativas foram realizadas em aparelho VARIAN (Palo Alto, CA,
USA), com uma bomba modelo 9012Q e um detector UV modelo 9065. Utilizou-se uma
coluna de C18 Dynamax (4,6 x 250mm, 8um).

Para as separagdes preparativas utilizou-se um aparelho da marca Rainin, com uma
bomba modelo SD-200, um detector UV modelo UV-1 e uma coluna de C18 Dynamax (21,4
X 250mm, 8 um). Os dados cromatograficos foram processados usando um software Varian
Star (versio 5.3) e a agua usada para cromatografiafoi duplamente destilada e processada em
um sistema de purificagdo Simplicity UV (Millipore, Sao Paulo).

As analises foram feitas no Departamento de Quimica da Universidade Federal do

Parana.

I1.2.3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

(CLAE-EM)

A anilise de CLAE-EM foi obtida utilizando-se um equipamento Hewlett Packard
(Palo Alto, CA USA), cromatografo modelo HP 1100 equipado com um Waters
Microbondapak (Milford, MA, USA) coluna C18 (10 x 8 mm; 10 um) e acoplado a um
espectrometro de massa Esquire LC Bruker (Bruker, Ettlingen, Germany).

As analises foram realizadas no Laboratoire de Pharmacognosie et Phytochimie

Ecole de Pharmacie Genéve-Lausanne — Switzerland.

I1.3 — Reagentes Reveladores

As placas cromatograficas foram visualizadas por irradiagdo com luz na regido do UV,
nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, por imersio em cuba de lodo, seguindo-se por
borrifagdo com solugdo acida de Sulfato Cérico ou ainda solugdo de Kedde preparadas
conforme descricdo a seguir (Reativos MERCK, 1972). As placas reveladas com Sulfato

Cérico e solugdo de Kedde foram aquecidas em estufa a 100°C por 5 minutos.
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I1.3.1 — Composicao quimica dos reveladores

Solucio _acida de Sulfato Cérico — 0,79 de Sulfato Cérico foram dissolvidos em

27mL de solugio aquosa de Acido Sulfiirico a 26%, ¢ o volume foi completado com agua
destilada para 100mL de solugdo. Essa solugdo ¢ utilizada para revelar compostos organicos

em geral.

Reagente de Kedde — Dissolveu-se 5,69 de Hidroxido de Potassio em agua destilada

suficiente para 50mL de solugdo. A esta solugdo foram adicionados 50 mL de metanole 1 g
de Acido 3,5-dinitrobenzoico. Esse reagente é especifico para revelagdo de subunidades y-

lactona-a., 3-insaturadas presentes em alguns tipos de acetogeninas.

I1.4 — Analise espectrofotométrica

Os ensaios quantitativos com o DPPH para a determinagdo da atividade antioxidante
daespécie X. americana foram realizados em espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda-2 UV -
Vis (PALO ALTO- USA) no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas.

I1.5 — Métodos instrumentais

Os espectros na regiao do infravermelho (IV), foram registrados em um
espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo FT-IR-1600 (PALO ALTO- USA) no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas. Foram utilizadas pastilhas de KBr a 1% da
amostra. A freqiiéncia de absor¢ao foi medida em unidade de niimero de onda (cm'l).

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico (EM-IE), em um
aparelho Hewlett-Packard Mod. 5987A, operando a 70eV no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensionais e bidimensionais,
foram obtidos em um aparelho Bruker Avance DRX 500 operando a 500MHz para hidrogénio
e 125 MHz para carbono treze no Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Ceara. Em todos os casos, o referencial interno foi o trimetilsilano (TMS) e como solventes
foram utilizados CDCl3 ou CD3OD como indicado em cada espectro.

Os dados de analise elementar foram obtidos na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo.
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I1.6 — Coleta e identificacio do material botanico

As folhas da 4. muricata foram coletadas no pomar comercial, no Sitio Aldeia Verde
situado na cidade de Macei6 estado de Alagoas em agosto de 2001. A coleta foi realizada pela
aluna Josiane de Souza Luna e a identificacdo foi efetuada pelo botanico Cicero Barros
(Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas - IMA, Maceio-AL, Brasil). Uma exsicata
desta planta encontra-se depositada no herbario do IMA com o nimero 8530.

A casca do caule da Ximenia americana L. foi coletada em Abril/2002 no Municipio
de Juazeiro do Piaui — Piaui e uma exsicata encontra-se depositada no herbario da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) com o niimero 14.580.

As demais plantas utilizadas neste estudo foram coletadas nos Estados da Bahia,
Sergipe, Alagoas e Pernambuco, e o material foi classificado pelos professores Jos¢ Elias de
Paula (Universidade de Brasilia - UnB, Brasilia-DF), Rosario Rocha (Universidade Federal de
Alagoas - UFAL, Maceio-AL) e Suzene Izidio da Silva (Universidade Federal Rural de
Pernambuco -UFRPE, Recife-PE). As exsicatas encontram-se depositadas nos herbarios das
respectivas instituigdes (Tabela 6 p. 57).

I1.7 — Preparacao dos extratos

As partes selecionadas de cada planta foram separadas, secas ao ar livre e trituradas a
p6 (mesh 2.5mm) em um moinho de laboratério da marca Nogueira (Itapira-SP). O material
depois de pulverizado (3,5Kg de folhas da 4. muricata, 3,3Kg da madeira do caule da X.
americana € 500g das demais espécies) foi submetido a extragdo com etanol a 90% (2L de
alcool/500g de material vegetal) em macerador a temperatura ambiente (25-27°C) por 3 diase
filtrado. O residuo foi extraido mais duas vezes da mesma maneira. Apos a evaporagdo do
solvente por destilagdo a pressdo reduzida em aparelho rotatorio, e remogdo da agua residual
em liofilizador quando necessario, obteve-Se 0S respectivos extratos brutos. Esses extratos
foram mantidos em freezer a -20°C até a realizagdo dos bioensaios frente as larvas de A.
salina, do mosquito 4. aegypti € com 0 caramujo B. glabrata (adulto e ovos). Além desses
testes, a espécie X. americana foi ainda submetida a ensaios antibacterianos. Além do extrato
bruto obtido para o estudo quimico, extratos das folhas da espécie 4. muricata foram obtidos
mensalmente entre abril de 2002 e mar¢o de 2003. As folhas foram coletadas sempre no dia
17 de cadamés (Tabela 7 p. 57).
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Tabela 6: Plantas coletadas para estudo

Espécie Parte Estudada
Anadenanthera macrocarpa Cascado caule
Annona muricata Folhas
Bauhinia cheilantha Caule, Folhas e Raizes
Bursera leptopholeos Caule
Caesalpinea echinata Folhas e Caule
Caesalpinea ferrea Folhas
Caesalpinia pyramidalis Folhas e caule
Dioclea virgata Folhas
Eugenia uniflora Folhas e Caule
Marsdenia altissima Cascado caule
Ocotea glomerata Cascado caule, Caule e Folhas
Operculina macrocarpa Tubérculo
Piper arboreum Folhas
Spondias mombin Sementes
Ximenia americana Cascado caule
Ziziphus joazeiro Caule

Tabela 7: Extratos das folhas de A. muricata coletados entre abril/2002 e marc¢o/2003

Meés/Ano de Coleta  Peso Fresco (g)  Peso do Extrato (g7 Rendimento (%)

Abril/2002 290,00 38,69 13,34
Maio/2002 300,00 17,31 5,77
Junho/2002 260,00 17,47 6,72
Julho/2002 320,00 26,62 8,32
AQosto/2002 300,00 34,53 11,51
Setembro/2002 280,00 31,36 11,12
Outubro/2002 300,00 32,96 10,99
Novembro/2002 330,00 40,52 12,28
Dezembro/2002 360,00 60,95 16,93
Janeiro/2003 230,00 33,70 14,65
Fevereiro/2003 280,00 40,36 14,41
Margo/2003 310,00 40,18 12,96

I1.8 — Bioensaios

I1.8.1 — Bioensaio com as larvas de A. salina

Os bioensaios com as larvas da A. salina (Figura 16, p. 58) foram realizados no

laboratorio de bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas.
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Para esses testes foram utilizadas larvas com 48 horas de eclosio, obtidas pela imersdo de
uma peguena porcao de ovos em agua do mar, por 24 horas sob iluminagdo parcial com luz
artificial (60W). Apds esse periodo, as larvas eclodidas foram removidas com auxilio de
pipeta de Pasteur e colocadas em placas de meio de cultura (10cm de diametro) por um
periodo de 48 horas, de acordo com a descricdo de McLAUGHLIN et al., 1991.

Nos testes preliminares a solu¢ao estoque do material a ser testado foi preparada a
3000pugmL™, adicionando-se 15mg do material a 5mL de agua do mar a 1% de DMSO.
Aliquotas da solugdo estoque foram adicionadas a agua do mar para obtengdo de uma solugao
com concentragio de 1000ugmL™ na qual foram colocadas entre 10 a 12 larvas. Os testes
foram feitos em duplicata com um volume final de 150uL de solugdo. Os extratos que
promoveram mortalidade das larvas, superior a 40% foram entdo submetidos a testes mais
elaborados. Cada concentragio, nestes ensaios, foi testada em um volume final de 5mL e em
guadruplicata, utilizando-se entre 10 e 12 larvas em cada cuba-teste. Para estes testes foi
preparada uma solugdo estoque a 3.000 pg.mL™ em agua do mar a 1% de DMSO, ¢ a partir

desta foram feitas dilui¢es para as concentragdes desejadas.

Figura 16 — A. salina ( livingthings.narod.ru/Clt/Ani/Art/Cru/Bra/brap01.htm 06/12/05)

Em ambos os testes, as larvas foram deixadas em contato com as solugdes por um
periodo de 24 horas, e ao final deste tempo foi determinado o niimero de mortos e
sobreviventes. Paralelamente foi realizado um controle branco com agua do mar e outro com
agua do mar a 1% de DMSO e um controle positivo com uma solugdo aquosa de timol a
10pgmL™,

I1.8.2 — Bioensaios com o caramujo adulto e massa de ovos B. glabrata

Estes experimentos foram realizados no laboratorio de bioensaios do Departamento de

Quimica da Universidade Federal de Alagoas, que possui uma criagao de caramujos da
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espécie B. glabrata (Figura 17A), oriundos da regido do Barreiro de Cima na cidade de Belo
Horizonte-MG e gentilmente cedidos pelo Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ de
Belo Horizonte.

Nos testes iniciais, a solugio do material a ser testado foi preparada a 100pgmL™
adicionando-se 12,5mg do materia a 125mL de agua desclorada a 0,1% de DMSO, na qual
foram colocados cinco caramujos com diametro variando de 12 a 23 mm ou massas de ovos
(Figura 17B) de 0-1 dia contendo 30 embrides, sendo o teste realizado em duplicata. No
bioensaio final, foram utilizados 10 caramujos por copo, com diametro variando de 14-23mm,
e 250mL da solugio-teste mantendo-se sempre a relagdo de 25mL de solugdo por caramujo
por experimento. Cada concentracdo foi testada em triplicata, segundo as normas da
Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 1965). Dois conjuntos de controles foram usados, um
positivo com Niclosamida a 3ugmL™ ou carbonato cliprico a 50ugmL™ para o caramujo
adulto e pentaclorofenol 0,49ugmL™ para a massa de ovos e outro negativo com éagua
descloradaa 0,1% de DM SO para ambos os testes.

A) (B)
Figura 17 — (A) Caramujo da espécie B. glabrata (http://www.ioc.fiocruz.br). 06/12/05). (B) Massa

de ovos do caramujo B. glabrata

O tempo de exposi¢do destes organismos foi de 24 horas. Decorrido este periodo,
contou-se 0 numero de organismos mortos, com o auxilio de um microscopio no caso das
desovas, e transferiu-se 0s organismos Vvivos para copos contendo agua desclorada,
permanecendo sob observagdo por mais 72 horas, com o registro e retirada dos exemplares
mortos a cada 24 horas. Os caramujos adultos foram alimentados com alface diariamente.

A morte dos adultos foi indicada pela descoloragdo, auséncia de contragdes
musculares, hemorragia e deterioragdo dos tecidos do corpo, enquanto que os ovos foram
considerados mortos quando suas células tornaram-se opacas ou desagregaram-se. A

temperatura da agua foi mantida entre 25 a 27°C. O pH permaneceu entre6 e 7.
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I1.8.3 - Bioensaios com as larvas do mosquito A. aegypti

O experimento foi realizado no laboratorio de bioensaios larvicida do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas. Para a realizacdo desse teste os ovos do A.
aegypti foram submersos em uma bacia com agua desclorada a uma temperatura que variou
entre 25 e 27°C para a eclosio dos ovos. As larvas eclodidas foram alimentadas com ragdo

para gato até atingirem o quarto estagio larval (L4) — Figura 18.

Figura 18 - Larva do mosquito Aedes aegypti (http://www.arbovirus.health.nsw.gov.au/

areas/arbovirus/mosquit/photos/aedes aegypti larvae2.jpg 06/12/05)

Os testes iniciais foram realizados em duplicata, em copos plasticos contendo 25mL
da solugio teste, com dez larvas no estadio L4. A solugdo teste foi inicialmente preparada a
500ppm, adicionando-se agua destilada a 1% de DMSO. Os extratos considerados ativos
foram agueles que promoveram a morte de no minimo 40% das larvas. Os testes apurados
foram realizados em quadruplicata, em copos plasticos contendo 25mL da solugdo teste, com
25 larvas L4. A solugdo teste foi preparada dissolvendo-se a quantidade de material a ser
testada em agua destilada a 1% de DMSO. Apbds 24 horas foram efetuados o registro e
retirada das larvas mortas.

As larvas foram cons deradas mortas quando nao responderam a estimulo induzido ou
guando ndo conseguiram chegar a superficie da solu¢do de acordo com as normas da OMS
(WHO, 1965). Apds 48 horas fez-se uma leitura final com registro do nimero total de larvas
mortas. A variagdo da temperatura foi de 25 a 27°C e a umidade relativa do ar foi de 85-92%.

Foram feitos dois controles um positivo contendo temefos a 3 pgmL™ e outro negativo
com agua destilada a 1% de DMSO.
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11.8.3.1 — Dose-resposta

Para avaliagdo da relagdo dose-resposta sobre as larvas do 4. aegypti 0 extrato bruto
das folhas da A. muricata selecionado para estudo quimico foi submetido aos bioensaios em
guadruplicata nas seguintes concentragdes: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e
1000pugmL™. A cada hora foi realizada uma leitura para a contagem do nimero de organismos
mortos e vivos e o final do experimento ocorreu com a morte de todas as larvas. Os resultados
foram avaliados estatisticamente utilizando-se o teste de Tuckey ao nivel de significancia de
5% (p<0,05) eacorrelagio de Pearson (VIEIRA, 1997; BEIGUELMAN, 2002).

11.8.4 — Bioensaios com a traca-das-cruciferas Plutella xylostella

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Ecologia e Comportamento de Insetos,
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) a temperatura de 26 + 2°C, UR de 60 + 10% e
fotofase de 12 h. Sementes de couve, Brassica oleracea, var. acephala (Brassicaceag), foram
semeadas em casa-de-vegetacao, em bandeja de isopor contendo substrato comercial indicado
para sementeira [Terra : Fibra : Bagago de Cana (2:1:1)]. Ap6s 35 dias, as mudas foram
transplantadas para local definitivo em canteiros construidos proximo ao Departamento de
Quimica da UFAL, adotando-se tratos culturais padrdes prescritos para a cultura dessa espécie
(FILGUEIRA, 2003), mas sem a utilizagao de inseticidas. As folhas de couve foram utilizadas
para 0s experimentos quando atingiram idade variando de 40 a 55 dias apds o transplantio.

Para os testes de atividade foi utilizado o extrato da espécie 4. muricata coletado no
més de novembro. O extrato foi solubilizado em agua destilada utilizando-se 1% de DM SO
(v/v), para obtengdo da concentragdo de 5000pg.mL™. Como esse extrato mostrou-se bastante
ativo e havia no laboratorio extratos das folhas de 4. muricata referentes a uma coleta
sazonal, decidiu-se redlizar a analise sazonal da atividade das folhas desta planta contra a P.
xylostella. Todos 0s extratos foram testados a 5000pg.mL™. Com o més que apresentou o
melhor resultado na mortalidade larval, as concentragdes foram diminuidas para 4000, 3000,
2000 e 1000ug.mL™ paraavaliagio do efeito no desenvolvimento do inseto.

Discos de folhas de couve manteiga foram imersos em cada extrato e na testemunha
(4gua), durante 30 segundos e, apds secos ao ar livre foram inoculados com 12 lagartas recém
eclodidas oriundas da criagdo estoque do laboratorio, € mantidos em placas de Petri. A

avaliagdo da mortalidade larval foi realizada no inicio, no terceiro dia, e depois diariamente,
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sendo os discos de folhas substituidos por outros submetidos ao mesmo tratamento citado
anteriormente. Para a avaliagdo do efeito no desenvolvimento do inseto, foram avaliadas a
duragio e a viabilidade das fases de larva e de pupa.

O deineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 13
tratamentos e cinco repeticdes, onde cada repeti¢do era constituida por 12 lagartas. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
utilizando-se o programa computacional SANEST (Versio 3.0) (MACHADO & ZONTA,
1991).

I1.8.5 — Testes para a atividade antioxidante com o radical DPPH

Para esses testes foram utilizados o extrato bruto da casca do caule da espécie X.
americana, as fragcdes em hexano, em cloroférmio, em acetato de etila e hidrometandlica
oriundas da partigdo liquido-liquido do extrato etanolico e o composto XA isolado a partir da

fracdo em acetato de etila.

I1.8.5.1 — Ensaio qualitativo

Inicialmente foram preparadas solugdes estoque contendo 5 mg.mL™ de material em
metanol. Para 0 composto puro a concentragao foi de 2mg.mL’1.

Para evitar uma coloracdo de fundo que mascarasse a reagdo com o DPPH, as solugdes
estoque foram diluidas na propor¢do de 1:1 com metanol de modo que foram obtidas as
concentracoes de 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ¢ 0,156 mg.mL'1

A capacidade de capturar radicais dessas amostras em relagdo ao DPPH foi testada
usando placas cromatograficas de silica, nas quais foram aplicadas uma gota (2uL) de cada
solugdo-teste e apos a evaporacdo do solvente, a placa cromatografica foi imersa em uma
solu¢do de DPPH a 90uM em metanol por 10s.

O aparecimento de uma coloragdo amarela foi tomado como indicativo de um
resultado positivo para a atividade antioxidante. A intensidade da coloragdo depende da
guantidade e natureza da capacidade de capturar radicais das substincias presentes na amostra
testada.

Utilizou-se metanol puro como controle negativo e os flavonoides (-)-catequina, (-)-

galato de epicatequina e (-)-galato de epigal ocatequina como controles positivos.
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11.8.5.2 — Ensaio quantitativo

A porcentagem total do radical DPPH (90uM) que reage com o antioxidante no estado
estacionario (20min) ¢ chamada de porcentagem de inibi¢ao (PI). Para a determinagdo dos
valores da porcentagem de inibicdo das amostras foram efetuadas analises
espectrofotométricas. Uma aliquota de 30uL de cada solugao-teste foi misturada com solugio
metandlica do radical DPPH para um volume final de 1,5 mL em uma cubeta. Um volume
igual de metanol puro foi adicionado a cubeta controle. O desaparecimento do radical DPPH
foi monitorado pela diminuigdo da absorvancia a 515nm, que foi registrada a cada 0, 1, 2, 3, 4
e 5min., e subseqiientemente a cada Smin até 30min. A concentra¢ao do radical DPPH na
mistura reacional foi calculada usando-se duas curvas de calibracdo com as seguintes
equagoes de regressdo linear: (r=0,99789): As;s nm = 0,01 [DPPH] — 0,00659 e (r=0,99904)
(EMI), Asis nm = 0,01035[DPPH] — 0,01127 (etanol, hexano e cloroféormio) e As;s nm =
0,01008 [DPPH] — 0,01736 (acetato de etila, hidrometanolico e composto puro), onde o valor
[DPPH] ¢é expresso em mg.mL™

A porcentagem de DPPH remanescente (%DPPHggey) foi calculada de acordo com
Brand-Williams e col. (1995), da seguinte forma: %DPPHgem = [DPPH]/[DPPH]© x 100,
ondet ¢ o tempo quando absorvancia foi determinada ¢ to é o tempo zero.

A porcentagem de inibi¢ao (IP) foi calculada de acordo com a seguinte expressao: IP = [(Agp —
Aw)/Aw] X 100, onde Ay ¢ a absorvancia no tempo zero e A é a absorvancia no tempo
estacionario (20min).

As equagdes de regressdo linear foram estabelecidas usando-se o Origin™ versio 6.0
(Microcal, Northampton, MA, USA).

O composto EMI foi testado nas concentragdes de 5; 2,5; 1,25; 0,625 ¢ 0,312 mg/mL.
O extrato etandlico da casca do caule de X americana € as fragdes em hexano, em
cloroférmio e hidrometanoélica foram testados nas concentragdes de 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ¢
0,156 mg.mL™ enquanto que as fragdes em acetato de etila ¢ o composto puro foram testados
nas concentracoes de 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 ¢ 0,078 mg.mL'l.
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I1.9 — Calculo dos valores das concentracdes letais (CLgy, CLsy € CL1g) e doses letais

(DLyg, DLsg e DL;9) dos extratos e compostos

Os valores de CL e DL foram obtidos a partir de uma analise investigatoria em um
programa Finney (FINNEY, 1971) com um intervalo de confianga de 95%, onde foram

plotados os dados de porcentagem de morte versus logaritmo da concentragao.

I1.10 - Prospeccao fitoquimica dos extratos

Os extratos das plantas utilizadas neste trabalho foram submetidos a prospecgao
fitogquimica, seguindo-se a descricdo de MATOS, 1997. Os métodos utilizados nesta
abordagem sdo apenas qualitativos, e a presenca de um constituinte pode mascarar a cor
indicativa do outro. Para os testes de 2.9.1 a 2.9.4 sete porgdes de 3-4mL de cada extrato

dissolvidos em etanol, foram colocados em tubos de ensaio numeradosde 1 a 7.

I1.10.1 - Teste para fendis e taninos

No tubo de ensaio de niimero 1, foram adicionadas trés gotas de solugdo alcoolica de
FeCl; 1molL™. Agitou-se bem e observou-se alguma variagio de cor e/ou formacdo de
precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste em branco, usando-se
agua ¢ FeCls. A coloragdo variando entre azul e vermelho ¢ indicativo de fendis. A formagdo
de um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis)
e de cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

A solugdo de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 99 deste reagente
em 50mL de 4gua destilada contendo 2mL de 4cido cloridrico 3molL™. Em seguida
completou-se o volume para 100mL com etanol em um baldo volumétrico. A solugao de HCI
3molL™ foi obtida através da adicdo de 33,3 mL do 4cido concentrado em 4gua destilada

suficiente para 100mL de solugdo, em um baldo volumétrico.

I1.10.2 - Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonéides

Ensaios com os tubos 2, 3 e 4. O tubo de nimero 2 foi acidulado a pH 3 com HCI
3molL™ e os tubos 3 e 4 foram acalinizados respectivamente a pH 8,5 e 11 com NaOH

1molL™ A observagio de qualquer mudanca da colora¢do da solugdo foi interpretada como
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mostrado a sequir. Para se obter a solugdo de NaOH 1mol.L™* dissolveu-se 4g deste reagente
em agua destilada para 100mL de solugao em baldo volumétrico.

Cor em meio

Constituintes i
Acido pH=3  Alcalino pH=8,5 Alcalino pH=11
antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
chalconas e auronas Vermelha - Vermelho Parpuro
flavanonois - - Vermelho Laranja

I1.10.3 - Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

Acidulou-se o tubo 5 por adi¢io de HCI 3molL™ at¢ pH 1-3 e alcalinizou-se o tubo 6
com NaOH 1molL™ até pH 11. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente. Foi observada
modificagdo na coloragdo, por compara¢do com os tubos correspondentes usados no teste

anterior. A interpretagdo dos resultados foi feita como mostrado a seguir:

Constituintes Cor em meio
Acido Alcalino
leucoantocianidinas Vermelha -
catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
flavononas - Vermelho Laranja

11.10.4 - Teste para flavonéis, flavanonas, flavanondis e xantonas

No tubo de nimero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio granulado e
0,5 mL de HCI concentrado. O término da reagdo foi indicado pelo fim da efervescéncia.
Observou-se por comparagdo a mudanga na cor da mistura da reacdo nos tubos 5 e 7.

O aparecimento ou intensificagdo da cor vermelha foi indicativo da presenca de

flavondis, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

I1.10.5 - Teste para esteréides e triterpendides

Adicionou-se 10mL de uma solugéo etandlica de cada extrato em béqueres e deixou-se

secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco de cada becker trés vezes com porgdes de 1-
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2mL de CHCI3. Separou-se os extratos em tubos diferentes e colocou-se algumas gotas de
CHCIs. Filtrou-se a solugao cloroférmica em um pequeno funil fechado com uma bolinha de
algodao, coberta com miligramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio bem seco.
Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Adicionou-se cuidadosamente
trés gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se 0 rapido
desenvolvimento de cores.

A coloragdo azul seguida da verde permanente ¢ um indicativo da presenca de

esterdides livres. Coloragdo parda até vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres.

I1.10.6 - Teste para saponinas

Tomou-se 0s residuos insoluveis em cloroféormio, separados no teste anterior,
solubilizou-se em agua destilada e filtrou-se a solugdo para um tubo de ensaio. Agitou-se
fortemente 0 tubo com a solugdo, por dois a trés minutos e observou-se a formagdo da

espuma. Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presencga de saponinas.

I1.10.7 - Teste para alcaldides

Os extratos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com metanol e
submetidos a cromatografia em camada delgada. Apos eluigdo, o cromatograma foi revelado
com reagente de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere a presenca
de alcaldides.

11.10.7.1 — Composicdo quimica do reagente de Dragendorff

5,0 g de subnitrato de bismuto foram dissolvidos em 50,0 mL de agua destilada,
seguido da adi¢ao de 12,0 mL de acido cloridrico concentrado sob agitagdo. Em seguida,
adicionou-se lentamente 25,0 g de iodeto de potassio. Apds a dissolugdo, o volume foi
completado com agua destilada para 100,0 mL de solugdo. A 25,0 mL desta solugdo foram
adicionados 18,0 mL de acido acético glacial, completando-se 0 volume final da solugédo com
agua destilada para 100,0 mL.

Esse reagente ¢ empregado para a deteccdo de alcaldides e peptideos, cicloexilaminas,
polietilenoglicois e derivados, compostos de 6xido polietileno, lactamas, lipideos e esterdides

o, B-insaturados.
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I1.10.8 - Teste para antraquinonas, antronas e coumarinas

Foram marcados 0s pontos com os extratos-teste em placas cromatograficas que foram
eluidas com cloroformio. As placas foram borrifadas com uma solugdo de hidroxido de
potassio a 10% e observou-se a presenca das cores indicativas em luz UV 365nm. A cor

vermel ha indica antraquinona, a amarelaindica antrona e a azul indica coumarina.

I1.10.9 - Teste para acetogeninas

Os extratos foram separados em tubos diferentes, solubilizados com metanol e
submetidos a cromatografia em camada delgada. Apos eluigdo, o cromatograma foi revelado

com reagente de Kedde.

I1.11 — Estudo fitoquimico das folhas da espécie A. muricata

O extrato etanolico bruto seco das folhas (390g) foi dissolvido em 300mL de acetona e
incorporado em carvio ativo (250g, Reagen Quimibras Industrias Quimicas, Rio de Janeiro).
A mistura resultante foi seca a temperatura ambiente, pulverizada e submetida a umafiltragao
em funil de Buchner (20cm de didmetro) sobre uma camada (2,5cm) de gel de silica 60 (230-
400 mesh, Merck, Damrstadt) (Filtragdo-1). A €uigado foi realizada utilizando-se 2,5L dos
seguintes solventes: H,O, HO:EtOH (30%), H.O:EtOH (1:1), EtOH, EtOH:AcOEt (1:1),
AcOEt e CHCI; e coletados separadamente. Apos a concentragdo destas fragdes, em aparelho
rotatorio a baixa pressdo, os residuos obtidos foram liofilizados até secura completa. Apos
comparagao através de cromatografia em camada delgada de silica, usando-se como eluentes
CHCI3 e CHCI3:MeOH (10%), essas fragdes foram reunidas perfazendo-se 5 grupos. F1-H;O
(114,29g), F2-H,O:EtOH (30%) (13,85g), F3-H,O:EtOH (1:1) (23,57g), F4-[EtOH +
EtOH:AcOEt (1:1) + AcOEt] (161,53g) e F5-CHCl; (9,199) (Fluxograma 1) que foram
posteriormente submetidas aos bioensaios. A fragao F4 foi selecionada para estudo. Uma
parte dessa fracdo foi reservada para os bioensaios (5g) e a outra parte (156,53g) foi
dissolvida em 200mL de CHClI3, incorporada em gel de silica (200g) e ap6s remogdo do
cloroformio por ventilagdo for¢ada, o material foi pulverizado e submetido a um processo de
filtragdo em coluna a pressdo reduzida (Filtragcdo-2). Foram coletadas amostras de 1L,

utilizando-se respectivamente o0s seguintes solventes. hexano, hexano:CHCIl; (20%),
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hexano:CHClI3 (1:1), CHCI3;, AcOEt e MeOH. As amostras obtidas foram concentradas em
aparel ho rotatério a pressdo reduzida e o residuo de solvente eliminado a vacuo.

Apos analise comparativa através de CCD, usando-se como eluente CHCl;:MeOH
(3%), estas fragoes foram reunidas em 5 grupos: F4.1-Hexano (66,96g), F4.2-Hexano:CHCl;
(20%) (44,769), F4.3-[Hexano:CHCI; (1:1) + CHCI3] (16,25g), F4.4-AcOEt (16,269) e F4.5-
MeOH (12,14g) (Fluxograma 1) e submetidas aos bioensaios.

Fluxograma 1 — Filtracdo em carvao ativo e em gel de silica do extrato etandlico das

folhas da A. muricata (390g)

Extrato Etanélico*
(Folha ) 390g

Filtracao 1
F1 F2 F3* F4* F5*
(114,299) (13,859) (23,579) (161,539) (9,199)
Filtracao 2
F4.1 F4.2* F4.3* F4.4* F4.5*
(66,969) (44,769) (16,259) (16,269) (12,149)

*Material Ativo nos Ensaios Moluscicida, Larvicidae/ou frente aA. salina.

I1.11. 1 — Filtracdo 3. Nestafiltragido foi trabalhada a Fracao 4.1 oriunda dafiltragdo2

A fragao 4.1 (66,96g) foi entdo solubilizada em 180mL de CHClI3, incorporada em gel
de silica (120g), evaporada a temperatura ambiente, pulverizada e submetida a uma filtragdo
em coluna a pressao reduzida. Foram coletadas 7 amostras com o volume médio de 1L cada
uma, empregando-se na elui¢ao das mesmas hexano, cloroférmio, metanol e misturas destes.
Apds evaporagdo do solvente em aparelho rotatorio foram obtidas 7 fragdes, codificadas como
F4.1.1, FA.1.2, F4.1.3, FA.1.4, FA.1.5, F4.1.6 e F4.1.7, conforme visto abaixo. Essas fragdes

tiveram os residuos de seus solventes eliminados avacuo. Foi realizada a analise comparativa
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destas fragdes em cromatografia de camada delgada (CCD) de silica, utilizando CHClz como
eluente, o que permitiu verificar que as mesmas eram diferentes entre si. Através da analise

por CCD afragdo 4.1.2 foi selecionada para fracionamento.

Fracoes Eluentes
F4.1.1 (43,280) Hexano
F4.1.2 (5,149) Hexano:CHCl; (5%)
F4.1.3 (3,349) Hexano:CHCl; (10%)
F4.1.4 (11,779) Hexano:CHCl; (1:1)
F4.1.5 (0,78g) CHCls
F4.1.6(1,719) CHCl3:MeOH (15%)
F4.1.7 (0,07g) MeOH

I1.11.2 — Coluna 1. Paraesta colunafoi selecionada a Fragdo 4.1.2 proveniente dafiltracao 3

Essa fragdo (5,14g) foi dissolvida em 25mL de CHCl3, incorporada em 4g de gel de
silica, pulverizada ¢ submetida a uma cromatografia em coluna de gel de silica (56,78g), e
forneceu 130 fragdes com o volume médio de 8mL cada uma. As fra¢des foram eluidas com

hexano, clorofrmio, metanol e mistura destes nas seguintes proporgdes:

Fracoes Eluentes

1-99 Hexano
100-110 Hexano:CHCl ;3 (10%)
111-115 Hexano:CHCl; (1:1)
116-120 CHCl;
121-130 MeOH

A analise comparativa destas fracdes por cromatogratia em camada delgada de silica,
usando-se como eluentes hexano:CHCI3 (1:1) e CHCI3, permitiu reuni-las em sete grupos,
conforme aTabela 8 p. 70.

A fragao 45-83 devido ao seu aspecto na cromatografia de silica em camada fina, foi
submetida a uma lavagem exaustiva com etanol e apos filtragdo forneceu um soélido branco
em estado de pureza satisfatorio e que foi denominado (AM1) (0,4534g). O critério de pureza
adotado foi a observacao de uma mancha tnica através da cromatografia em camada delgada

de silica, variando-se afase movel.
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Tabela 8 — CCD das fracdes provenientes da coluna 1

Fracoes Reunidas Eluentes
1-34 (0,0038g) Hexano:CHCl; (1:1)
35 (0,00449) Hexano:CHClI; (1:1)
36-44 (3,35840) Hexano:CHCl; (1:1)
45-83 (1,66830) CHCI3
84-104 (0,09980) CHCl3
105-130 (0,00530) CHCI3

I1.11.3 — Coluna 2 — Cromatografia da fragao 4.4 proveniente dafiltragao 2

A fragdo 4.4 (13,75g) foi dissolvida em 40mL de CHCls, incorporada em gel de silica
(14q), evaporada a temperatura ambiente, pulverizada e submetida a cromatografia em coluna
de silica, usando-se 120g deste adsorvente na fase estacionaria. Foram coletadas 49 fragdes,
com um volume médio de 8mL cada, empregando-se na sua elui¢ao cloroféormio, metanol e

misturas destes, nas seguintes proporgoes:

Fracoes Eluentes

1-7 CHCl3

8-21 CHCl3:MeOH (1%)
22-31 CHCIl3:MeOH (2%)
32-38 CHCI3:MeOH (5%)
39-42 CHCl3:MeOH (10%)
43-46 CHCl3:MeOH (20%)
47-49 MeOH

Apobs analise comparativa através de cromatografia em camada delgada de silica, as
fragdes puderam ser reunidas em 10 grupos. Foram utilizados como eluentes CHClj,
CHCl3:MeOH (2,5%) e CHCl3:MeOH (5,0%) (Tabela 9 p. 71).
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Tabela 9 — CCD das fracdes provenientes da coluna 2

Fracoes Reunidas Eluentes
1 (0,01499) CHCl3
2-4 (0,00209g) CHCI3
5-7 (0,0083Qg) CHCl3
8-12 (0,01090) CHCI3
13-25 (0,4666Q0) CHCl3:MeOH (2,5%)
26-39 (10,84000) CHCI3:MeOH (2,5%)
40-41 (2,10629) CHCI3:MeOH (5%)
42-43 (0,04779) CHCI3:MeOH (5%)
44-45 (0,17399) CHCI3:MeOH (5%)
46-49 (0,066709) CHCl3:MeOH (5%)

A fragdo 26-39 (10,849), material oleoso, foi selecionada através de cromatografia em
camada delgada de silica para purificagdo. Apos sete colunas cromatograficas com silica gel,
uma de silica impregnada com KOH, uma de carvio ativo ¢ trés de Sephadex, obtendo-se ao
final 4 fragdes com aparéncia de cera denominadas AMF2 (25mg), AMF3 (32mg), AMF4
(33mg), AMF5 (19mg) e AMF6 (90mg). Essas fragdes foram comparadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica mostrando-se iguais sendo em seguida reunidas e
submetidas a cromatografia de alta eficiéncia preparativa. A separagdo por CLAE preparativa,
forneceu 6 fragdes, codificadas como AM1, AM2, AM3, AM4, AM5 ¢ AM6 que foram
analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas cujas condigdes
estdo descritas no item IL.2.3 p. 54. Todas essas fragdes foram submetidas aos ensaios
larvicidas.

Para as colunas de silica, o material foi primeiro impregnado em quantidade suficiente
deste adsorvente, 0 minimo para torna-lo pulverizado e a quantidade de silica utilizada na fase
estacionaria foi de 20 a 30 vezes o peso do material a ser cromatografado. Na fase movel
foram utilizados como eluentes: cloroformio, metanol e misturas destes. A silica impregnada
com KOH foi utilizada com o objetivo de se obter uma melhor separagdo dos compostos
hidroxilados (PINTO et al.., 1997) e foi preparada adicionando-se a cada 90g de silica, 10mL
de uma solugdo aquosa de KOH a 10%. A mistura foi homogeneizada em aparelho rotatorio,
sem pressio, e ativada em estufa a 100°C por 3 horas. As colunas de Sephadex foram eluidas

com metanol.
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Para as analises de CLAE analitica foram injetadas aliquotas de 30uL na concentragao
de 20 mgmL™? a uma vazio de 1,8 mLmin™ e para CLAE preparativa foram injetadas
aliquotas de 1mL na concentragdo de 20 mg.mL'1 aumavazio de 25,0 mLmin™. A coluna foi
mantida a 25°C e a eluig¢ao foi realizada utilizando-se CH3OH:H,O (90:10). O eluido foi
monitorado a 210nm.

A cromatografia liquida de ata eficiéncia acoplada a espectrometria de massas das
amostras AM2, AM3, AM4 e AM5 foi realizada com uma interface APCI modo positivo.
AMG6 foi submetida a cromatografia liquida de ata eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas usando a técnica de ionizagdo por "electrospray" modo negativo e foi caracterizada

como uma mistura de trés substancias.

I1.11.4 — Isolamento dos constituintes quimicos da Fracfo 4.2 proveniente da filtracio 2

A fragdo 4.2 oriunda da filtragdo 2 em silica (44,00g) e ativa nos testes de atividade
moluscicida, larvicida e frente a A. salina, apoés ser submetida a cinco filtragdes em silica,
uma filtragdo em carvdo ativo, seis cromatografias em coluna de silica e sete em coluna de
Sephadex forneceu ao todo trés fracdes com aspecto de cera, codificadas como AMF6
(113,3mg,), AMF7 (71,5mg), AMF8 (67,5mg) e AMF9 (25,9mg). Essas fragdes apds
comparagdo por CLAE foram somadas as fragdes AMF3, AMF4, AMF5 ¢ AMF6 ¢
submetidas a separagdo por CLAE preparativa para a obten¢do de maior quantidade das
substancias AM1, AM2, AM3, AM4, AM5 ¢ AM6. Uma aliquota das fragdes reunidas foi
submetida aos ensaios moluscida e larvicida.

As colunas de silica ¢ Sephadex e as analises por CLAE foram realizadas de acordo
com procedimento descrito no item anterior. Nas filtragdes em silica foi utilizado na fase
movel CHCl3, metanol e misturas destes. Na filtragdo em carvao ativo, o material depois de
incorporado, seco e pulverizado foi extraido sucessivamente com os solventes H,O, EtOH,

AcOEt, CHCI; e misturas destes em ordem decrescente de polaridade.

I1.11.5 — Elucidacao estrutural das substincias isoladas
Asfragoes AM1, AM2, AM3, AM4, AM5 e AM6 foram entdo submetidas as técnicas

de espectroscopia na regiao do infravermelho e ressondncia magnética nuclear uni- e

bidimensional e espectrometria de massas e analise elementar.
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Para melhor caracterizacdo, as substancias AM2, AM3 e AM4 foram submetidas a

umareacao de acetilacio.

Reacio de acetilagido: Adicionou-se a 20mg de substancia 4 gotas de piridina e em
seguida 5mL de anidrido acético recém destilado. A mistura permaneceu em repouso por 72
horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi recebida em gelo picado em um béquer,
adicionou-se 50mL de 4cido cloridricolmol.L™* e deixou-se em contato por uma hora, para
completa hidrdlise do anidrido acético. A solugdo resultante foi submetida a extragdo com
cloroformio (3x50mL). A solugdo cloroférmica foi lavada com solugdo de acido
cloridricolmol.L™ (3x50mL) para eliminar o excesso de piridina e depois lavada novamente
com agua destilada (1x50mL). O excesso de acido foi removido pela lavagem com
bicarbonato de sodio a 5% (3x50mL) seguindo-se lavagem com agua (1x50mL). Seguiu-se
secagem com N&SO,4 e remogdo do solvente a pressdo reduzida. Para as trés substancias o

materia acetilado foi isolado como um dleo amarelado.

I1.12 — Estudo fitoquimico da espécie X. americana (casca do caule) monitorado pela

atividade antioxidante

O extrato etandlico da casca do caule (600g) da espécie X. americana coletada no
estado do Piaui apds ser submetido aos bioensaios, foi suspenso em 600mL de uma mistura
MeOH:H,0 (60%) e submetido a um processo de extragao por solvente, utilizando-se 1,5L
dos respectivos solventes: hexano, cloroférmio e acetato de etila. Apds evaporagdo do
solvente em aparelho rotatorio das fragdes e liofilizagdo do extrato hidrometandlico, foram
obtidas 4 fragdes: F1-Hexano (10,75g), F2-Cloroférmio (7,18g), F3-Acetato de etila
(260,00g) e F4-Hidrometanolica (320,37g) que foram submetidas aos bioensaios
(Fluxograma 2 p. 74).

I1.12.1 - Filtracdo 1. Nesta filtracdo foi trabalhada a fracdo F3-Acetato de etila oriunda da

particdo do extrato bruto

A fragdo F3-Acetato de etila (260,00g) de cor marrom-avermelhado, foi dissolvida em
300mL de metanol e incorporada em silica desativada com agua a 10% (180g). A mistura foi
seca a temperatura ambiente, pulverizada e submetida a uma filtragdo em silica em funil de

separacdo sob uma camada de silica desativada. Foram obtidas trés subfracdes: F3.1-Acetato
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de etila (1) (46,54g), F3.2-Acetato de etila (2) (29,11g) e F3.3-Metanol (76,66Q)

(Fluxograma 3 p.75). Cadafragao foi obtida pela passagem de S00mL de solvente.

Fluxograma 2 - Extracio por solventes do extrato etanélico da casca do caule da X

americana (600g)

Ext. Etanolico
C. do Caule (600g)
MeOH:H;O (4:6) *

Hexano
Fracao F1-Hexano
Hidrometandlica (10,75g) i
Cloroformio
F2-Cloroférmio Fracao
(7,18g) ) Hidrometanélica

Acetato de Etila

F3-Acetato de Etila
(260,00¢) *

F4-Hidrometandlica

(320,37g)*

" Ativo no teste antioxidante

Filtracdo 2-Nesta filtragdo foi trabalhada a fra¢do F3.1-Acetato de etila (1) oriunda da
filtragdo 1

A fragdo acetato de etila 1 (42,72g) de cor marrom-avermelhado, foi dissolvida em
80mL de MeOH, incorporada em 60g de gel de silica, evaporada sob ventilagao forcada,

pulverizada e submetida a uma filtragao, usando como suporte gel de silica (100g). Foram
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coletadas 7 fragdes com o volume médio de 500mL cada uma, empregando-se cOmo
eluentes clorof ormio, metanol e misturas destes (Fluxograma 4 p. 76).

A fragdo CHCl3:MeOH (20%), solido amorfo de cor vinho, foi submetida a um
processo de cristalizagdo. A fragdo foi completamente dissolvida em 10mL de acetato de etila
em seguida adicionou-se 10mL de éter etilico. A mistura foi mantida em geladeira por 24
horas e submetida a filtragdo em funil de Buchner. O processo foi repetido por mais duas
vezes e ao final obteve-se um precipitado de cor bege codificado como XA1, considerado
puro apds apresentar uma Unica mancha em cromatografia em camada delgada de silica,
utilizando-se acetato de etila, acetato de etilaaMeOH (20%) e acetato de etilaaMeOH (40%)
como eluentes. A substancia obtida foi caracterizada por métodos espectroscopicos, analise
elementar e reagdo de acetilagdo de acordo com descricdo na p.73. XA foi submetida ao

ensai o da atividade antioxidante conforme descrigao nas p. 62 e 63.

Fluxograma 3 — Filtracido em silica gel desativada da fracao em acetato de etila

F3-Acetato de Etila

(260,00¢)
F3.1-Acetato de Etila (1) F3.2-Acetato de Etila (2) F3.3-Metanol
(46,56g) (29,11g) (76,66¢)
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Fluxograma 4 — Filtracido em silica gel desativada da subfracao F3.1-Acetato de etila 1

F3.1-Acetato de Etila (1)
(46,56g)

CHCI , MeOH
(0,0043g) (0,0380¢g)

CHCl;: MeOH 1:1
(18,00g)

CHCl 5: MeOH ( 20%)
(24,50 g)

CHCI 5: MeOH ( 10%)
(0,140¢g)

CHCI ;: MeOH ( 5%)
(0,0100 g)

CHCl 5: MeOH (2,5%)
(0,0067¢g)

I1.13 — Constituintes quimicos do Emmotum nitens

Trés substancias codificadas como emotinas A, B ¢ F obtidas da madeira do caule da
espécie Emmotum nitens coletado em DiamantinaMG, foram reavaliadas estruturalmente. A
elucidagio estrutural destes compostos foi realizada com o uso de espectrometros operando a
60 e a 100MHz para hidrogénio e apenas espectros de hidrogénio e carbono foram obtidos.

Neste trabalho as substincias foram reavaliadas com o uso de espectros de RMN
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unidimensionais de *H, *C, DEPT 90° e 135° e bidimensionais de COSY, HMQC e HMBC.
Ha ainda trés outras emotinas - Emotina I, Emotinol-1 e Emotinol-2 - que ainda ndo foram
descritas e estao sendo avaliadas. Os espectros foram obtidos em um aparelho operando a 500
MHz para hidrogénio e 125 MHz para o carbono-13, obtidos a temperatura ambiente no
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara. Utilizou-se como solvente o
deuterocloroformio (CDCl3). As amostras com maior quantidade, emotinas A, B, F e |, foram
submetidas aos bioensaios com as larvas de 4. salina e do mosquito 4. aegypti € a emotina |

foi ainda submetida aos ensai os de atividade antioxidante conforme descri¢ao anterior.

Josiane Luna



CAPITULO III
RESULTADOS E DISCUSSAO



Cap. 1. Resultados e Discussio 79

Capitulo 3. Resultado e Discussido

III.1 — Avaliacdo das atividades larvicida, moluscicida e toxicidade frente a Artemia
salina das plantas selecionadas para estudos biologicos e escolha da planta para

estudo quimico

A selecao de uma determinada espécie para estudo ¢ um dos pontos criticos da
pesquisa de produtos naturais. Uma selecdo inadequada da planta pode levar ao desperdicio
de tempo e de recursos. Acredita-se que plantas que apresentam um tipo de atividade
biologica podem apresentar outras atividades e por isso a importancia de se realizar estudos
etnobotanicos ¢ quimiossistematicos como um critério para a sele¢do das plantas a serem
estudadas. Tendo em vista a valorizagao de nossas plantas medicinais o grupo de quimica de
produtos naturais liderado pelo professor Antonio Euzébio Goulart Sant’ Ana vem estudando a
acdo moluscicida, larvicida e toxicologica de extratos de plantas medicinais do nosso pais
especialmente do nordeste, com 0 objetivo de desenvolver uma metodologia de controle de
vetores de doengas tropicais ¢ de insetos e pragas.

As espécies de plantas selecionadas para estudos iniciais tiveram como critério de
selecdo informagdes etnobotinicas e/ou quimiossistematicas. Foram selecionados para os
testes iniciais de atividade bioldgica 22 extratos etanolicos de diferentes 6rgdos de 15 plantas
(Tabela 10 p. 80). As concentragdes dos extratos foram selecionadas de acordo com o
interesse do grupo: 1000 ug.mL™ para o ensaio com a A. salina, 100 pg.mL™ para os testes
com o caramujo adulto e massa de ovos e 500 pgmL™ para o ensaio com as larvas do A.
aegypti. Os resultados da triagem inicial com os extratos das plantas selecionadas estao
apresentados na Tabela 10 p. 80 e os resultados dos testes mais apurados com a espécie

Annona muricata podem ser vistos nas Tabelas 11 e 12 p. 81.
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Tabela 10 - Atividades dos extratos das plantas selecionadas contra A. aegypti, B.

glabrata e A. salina

Atividade (expressa como % mortalidade)

contra:
Espécie esflj‘;;‘;a A. aegypfi B.glabrata  A. salina
500 ug,mL" 100 pgmL" 1000 pg,mL™"
Adultos Ovos
Annona muricata Folhas 100 100 0 100
Anadenanthera macrocarpa Cascado caule 0 - - 80
Bauhinia cheilantha Caule 100 - 0 50
Folhas 0 - 0 61
Raizes 0 - 24 100
Bursera leptophloeos Caule 10 - 9 57
Caesalpinia echinata Folhas 80 - 7 78
Caule 50 - 100 57
Caesalpinia ferrea Folhas 10 - 0 68
Caesalpinia pyramidalis Folhas 10 - 3 0
Caule 20 - 14 100
Dioclea virgata Folhas 5 0 - 88
Eugenia uniflora Folhas 65 - 0 45
Caule 10 - 5 0
Ocotea glomerata Cascado caule 15 0 - 29
Caule 0 0 - 0
Folhas 35 0 - 0
Operculina macrocarpa Tubérculo 100 - 7 100
Marsdenia altissima Cascado caule 40 80 - 62
Spondias mombin Sementes 85 - 0 96
Ximenia americana Cascado caule 0 - - 0
Piper arboreum Folhas 15 0 - 83
Ziziphus joazeiro Caule 15 0 - 66
Controles
Teste para atividade moluscicida:
Carbonato Cuprico (50 pg.mL™) - 100 - -
Niclosamida (3 pg.mL™) - 100 - -
Agua desclorada contendo 1% DMSO - 0 0 -
Teste para atividade larvicida:
Temefos (3 ug.mL™) 100 - - -
Agua destilada contendo 1% DMSO 0 - - -
Teste para atividade citotéxica:
Timol (10 pg.mL™) - - - 100
Agua do mar contendo 1% DMSO ) ) ) 0

Teste para atividade contra a massa de
ovos do molusco:
Pentaclorofenol (DLgo = 0,49 ug.mL™) i i 90 i
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Tabela 11 — Atividades moluscicida, larvicida e toxicidade frente a 4. salina do extrato

bruto das folhas da A. muricata

Organismo Teste B. glabrata A. aegypti A. salina

Concentracio (ng.mL™") |50 30 20 10 |8 50 25 10/ 5 1 05 01

% de mortalidade 9 75 55 256|192 8 35 10|95 77 50 75

Tabela 12 — Valores de concentracdes letais para a atividade moluscicida, larvicida e

toxicidade frente a A. salina do extrato bruto das folhas da 4. muricata

Organismo Teste | B. glabrata (ng,mL™Y) | A. aegypti (ug.mL™) |  A. salina (ng.mL™)

CLjo 6,16 11,13 0,10
CLso 17,57 28,52 0,48
CLyo 50,13 73,04 2,27

Oito dos extratos testados mostraram ser ativos a 500 ug.mL™ (mortalidade > 40%)
contraaslarvas do 4. aegypti. Os mais ativos com 100% de mortalidade foram os extratos das
folhas de 4. muricata, do caule de B. cheilantha e do tubérculo de O. macrocarpa. Os extratos
das sementes de S. mombin, folhas de C. echinata € E. uniflora, caule de C. echinata e casca
do caule de M. altissima exibiram, nesta ordem, um decréscimo de mortalidade contra as
larvas do mosquito.

Apenas dois dos extratos testados neste estudo, aqueles das folhas da A. muricata e da
casca do caule de M. altissima, mostraram atividade a 100 pg.mL™ contra o caramujo adulto,
enguanto que o extrato do caule de C. echinata foi 0 inico com uma boa atividade, 100% de
mortalidade, contra a massa de ovos do B. glabrata.

Dezesseis dos extratos testados apresentaram atividade citotoxica (mortalidade > 40%)
contra as larvas de 4. salina na concentragio de 1000 pg.mL™. As mais altas atividades
(100% mortalidade) foram observadas com as sementes de S. mombin, folhas de A. muricata,
raizes de B. cheilantha, caule de C. pyramidalis e tubérculo de O. macrocarpa.

O tnico extrato que mostrou 100% de mortalidade a 100 pg.mL™ contra a massa de
ovos do caramujo, C. echinata (caule), foi também parcialmente ativo contra as larvas do
mosquito 4. aegypti e da A. salina (50% e 57% de mortalidade). Por outro lado, dos dois
extratos mais ativos contra o caramuijo adulto a 100 ug.mL™, um (das folhas da 4. muricata)
foi também bastante ativo contra as larvas do mosquito e no teste de toxicidade com a A.

salina, enquanto o outro (da casca do caule de M. altissima) foi apenas parcialmente ativo nos
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bioensaios das larvas de mosquito e de 4. salina. A baixa atividade no ensaio da larva de 4.
salina ¢ muito interessante, pois indica uma baixa toxicidade do extrato. Os dados mostrados
na Tabela 10 p. 80 indicam que nas concentragdes testadas, alguns dos extratos das plantas
selecionadas mostram boas atividades contra organismos que atuam como vetores de doengas
humanas.

Os extratos ativos foram submetidos aos testes de prospecgio fitoquimica seguindo-se
a descri¢ao de MATOS (1997) conforme descrito nos itens 2.9.1 a 2.9.8 e observou-se a
presenca de varias classes de compostos nesses extratos (Tabela 13 p. 84). Essa variedade nas
classes de compostos indica que as atividades ndo parecem estar limitadas a qualquer parte
morfoldgica da planta ou a qualquer classe de metabolito secundario.

As atividades dos extratos descritos na Tabela 10 p. 80 contra as larvas do 4. aegypti
S0 comparaveis aquelas previamente citadas na literatura (CICCIA et al., 2000) para os
extratos de Xanthium spinosum, Eupatorium hecatanthum, Baccharis coridifolia e
Aristolochia triangularis, umavez que todos esses extratos exibiram 50% de mortalidade para
0S Mosquitos em concentragdes na regido de 300 pg.mL™. Embora s§am menos ativas que
Tagetes minuta (50% de mortalidade a 10 ug.mL™, GREEN et al., 1991), Minthostachys
setosa (50% de mortalidade a 9,20 pg.mL™, CICCIA et al., 2000), Abuta gradifolia (50% de
mortalidade a 2,60 pug.mL™, CICCIA et al, 2000) e Myroxylon balsamun (50% de
mortalidade a 13,00 ug.mL™, SIMAS et al., 2004). O extrato das folhas de 4. muricata foi o
que apresentou a melhor atividade (90% de mortalidade a 73,04 ug.mL™). Tanto o extrato das
folhas de A. muricata quanto os extratos das espécies S. mombin (sementes), M. altissima
(cascado caule), B. cheilantha (caule), C. echinata (caule, folhas), O. macrocarpa (tubérculo)
e E. uniflora (folhas) poderao ser de grande valor na busca de novos compostos com atividade
larvicida

Com relagdo a atividade moluscicida, extratos das raizes das espécies Jatropha
gossypiifolia (CLgy 35 pg.mL™; ADEWUNMI e ADESOGEN, 1986) e Annona squamosa
(CLgo 8,6;,tg.mL'1; DOS SANTOS e SANT’ANA, 2001), do fruto de Phytolacca dodecandra
(CLso 3,0ug.mL™; SOUZA et al., 1987), da folha de Euphorbia cotinifolia (CLgy 1,2-3,4
ng.mL™ PEREIRA et al., 1978) e do latex de Euphorbia milii (CLsp 0,12 pg.mL™;
OLIVEIRA-FILHO & PAUMGARTTEN, 2000) possuem melhores atividades que aquela do
extrato mais ativo descrito nesse estudo, ou sga o das folhas da 4. muricata (90% de
mortalidade a 50,13 pg.mL™ e 50% de mortalidade a 17,57 pg.mL™). A organizagio Mundial
de Sande (WHO, 1993) preconiza que um extrato com valor de CLsy menor que 20 ug.mL™
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pode ser empregado diretamente no combate ao molusco, enquanto que extratos menos ativos
podem produzir novos compostos com atividades moluscicida.

Entretanto, qualquer consideragao de exploragdo comercial das plantas que mostraram
significantes atividades neste estudo deve levar em conta o impacto ambiental, a facilidade de
cultivo e a disponibilidade da planta para a populagao local. Algumas das espécies de
interesse, A. muricata, S. mombin € E. uniflora, S3o bastante cultivadas no nordeste do Brasil
como fontes de frutos comestiveis, possuindo assim uma boa possibilidade para a exploragido
comercial de outras partes destas plantas tais como, caules, sementes, folhas, etc. E
interessante ressaltar que no nordeste do Brasil, os fazendeiros costumam utilizar uma pasta
preparada de material vegetal das espécies A. muricata e A. squamosa para controlar
nematodeo, bactérias e fungos no solo, e eles também acreditam que tal tratamento protege a
planta de ataque por insetos.

As atividades detectadas nas plantas testadas nao parecem estar limitadas a qualquer
parte morfolégica da planta ou a qualquer classe de composto de metabolito secundario. A.
muricata foi a espécie que mostrou a melhor atividade nesse estudo e foi entdo selecionada
para estudos quimicos. Vale salientar que a triagem inicial ¢ apenas um indicativo de
atividade, e que deve ser confirmado através de um ensaio apurado quando se utiliza um
maior nimero de organismos alvos com um maior nimero de repeti¢cdes. Por esse motivo,
foram realizados posteriormente os ensaios com a espécie A. muricata (folha) antes do inicio
dos estudos quimicos. Os dados obtidos, concentragdo versus mortalidade dos organismos
alvos, foram computadorizados e os valores das concentragdes letais CLjo, CLsp € CLgo, €M
ng.mL™, para as atividades larvicidamoluscicida e de toxicidade frente a 4. salina foram
determinados através da realizagdo de uma analise investigatoria, efetuada em um programa
Finney com um intervalo de confianca de 95% (FINNEY, 1971) (Tabela 12 p. 81).

Josiane Luna



Cap. 111 . Resultados e Discussio 84

Tabela 13: Classes de compostos detectados nos extratos de plantas ativos utilizados neste estudo

-2
.g 8 >
- O 1= 7] ] 7))
] P ] S = > 2 9 2 = ]
S £s8g z5 5 28 +££2 s g 8=
2 5 ©E5ses =5 35 S5 £ £ B E
Espécie S 2 EEgSs8 =& g 2E S22 5 s 8 8
pect = - $ .25 3 S S
< =~ ~ = = B = = - [=Y))
s £ > < = % o = Vs =~ = 8 ©
< R Z > s N e e 2.2 8 £ O 8
E =S = s X ol S = - @
= L‘H‘_'—ix ) s ) 'JO ~— < < o
= L‘L‘ >° s Hp.‘ - S <
R <
=
A. macrocarpa (CC) + + + - + - + - - - -
A. muricata (F) - - - + + - - - - ¥
B. cheilantha (C) + + - + + - - + o+ 4+ -

B. cheilantha (F) + - - + + - - + -+ -

B. cheilantha (R) -+ - + + - - + -+ -
C. echinata (F) + 4+ - + + + - + o+ - -
C. echinata (C) + - + + - + - + o+ - -
E. uniflora (F) + - - + + - - + - - -
E. uniflora (C) + - - + + - - + o+ - -

M. altissima (CC) - + - + - + + - - - -
O. macrocarpa (T) - - - + + - - -+ -
S. mombin (S) + - - + + - - + -+ -

+ = detectado; - = ndo detectado, S=Semente; F=Folha; CC=Casca do Caule; C=Caule; R=Raiz; T=Tubérculo

III.1.1 — Avaliacdo da atividade das folhas de Annona muricata no desenvolvimento de

Plutella xylostella

O extrato etandlico bruto das folhas da 4. muricata foi submetido a ensaios biologicos
com a traga-das-cruciferas, P. xylostella, mostrando-se ativo. O extrato testado foi aquele
cujas folhas foram coletadas no més de novembro e apresentou uma porcentagem de
mortalidade de 86,6% sobre as lagartas testadas. Devido a esta boa atividade e a grande
disponibilidade dessa planta na nossa regiao realizou-se em seguida uma analise sazonal da
atividade das folhas da A. muricata sobre a P. xylostella. Para a avaliagdo sazonal as folhas
foram coletadas mensalmente por um periodo de 12 meses no dia dezessete de cada més.

As porcentagens de mortalidade das larvas da traga-das-cruciferas apds tratamento
com 0s extratos etandlicos das folhas de A. muricata coletadas mensalmente pelo periodo de

um ano encontram-se na Figura 19 p. 85. A figura indica ainda os niveis de precipitagdo
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durante esse mesmo periodo. A partir dos dados obtidos pode-se observar que os extratos que
exibiram as melhores taxas de letalidade foram aqueles obtidos durante o segundo semestre
do periodo avaliado, isto ¢, a época do ano em que a precipitagdo pluviométrica foi baixa ou
ausente. Dessa forma, o extrato obtido no més de outubro promoveu uma taxa de mortalidade
de 100% das lagartas quando aplicado na concentragido de 5mg/mL, um percentual que nio
diferiu dos tratamentos dos meses subseqiientes até o més de fevereiro, com médias de 86,6;
73,0; 69,0 e 61,0%, respectivamente. Em contraste, as porcentagens de mortalidade
promovidas pelos extratos obtidos durante os outros meses do ano foram variaveis e menores,
com valores variando entre 49,6% em maio a 14,6% em agosto.

Quando o extrato das folhas coletadas no més de outubro foi aplicado nas larvas em
concentragdes abaixo de Smg.mL™ foram registradas porcentagens de mortalidade
significativamente menores (Tabela 14 p. 86). Exposi¢do ao extrato na concentragdo mais
alta evitou que as larvas atingissem a fase de pupa, 0 que ndo permitiu avaliar os efeitos do
extrato no desenvolvimento do inseto. Quando aplicadas nas concentragdes de 3 e 4mg/mL,
entretanto, 0s extratos causaram um aumento na duragdo da fase de larva por 2,6 dias
comparados com o controle (agua destilada : DMSO 1%). Em contraste, exposi¢do aos
extratos nas concentracoes de 1 e 2mg/mL ndo produziram alteragdo significante na duracdo
destafase (Tabela 14 p. 86).
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Figura 19 — Mortalidade das larvas de Plutella xylostella tratadas com extrato etanélico de folhas
mistas de Annona muricata entre os meses de abril de 2002 a marco de 2003 e os

niveis de precipitacio pluviométrica no mesmo periodo
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Foi possivel verificar que o extrato na concentragdo mais elevada (5 mg.mL'l) causou
um efeito inseticida com mortalidade total das lagartas, porém a medida que a concentragido
foi diminuindo, o efeito do extrato observado foi uma diminui¢do na taxa de crescimento do
inseto. 1sso poderia ser atribuido a presenga de compostos toxicos nao-especificos, ou de
substancias com propriedades fagoinibidora e inibidoras do crescimento existentes nas folhas
de A. muricata. Esse fato corrobora com resultados de RATNAYAKE et al., 1992, os quais
mostraram que as acetogeninas de anonaceas apresentam propriedades fagoinibidora em
doses baixas e podem ser fatais em doses elevadas. Uma maior duragido da fase larval, em
campo, fara com que o inseto permanega por mais tempo exposto ao ataque de parasitoides,
predadores e entomopatogenos. Esse prolongamento esta correlacionado com o crescimento
mais lento, podendo estar associado a pouca ingestio de alimento, por existir uma ou varias
substancias toxicas ou por desequilibrio nutricional. Assim, um consumo reduzido de
alimento pela larva devera levar a um menor dano causado pelo inseto a planta hospedeira
(RODRIGUEZ, 1995).

Tabela 14 — Médias da mortalidade das larvas (£EP), duracao e viabilidade das fases de
larva e pupa de Plutella xylostella tratadas com o extrato etandlico das

folhas de Annona muricata coletadas em outubro de 2002

Concentracio Mortalidade Duracdoda  Duracio da Viabilidade Viabilidade
do Extrato Larval (%) Fase Larval Fase Pupal Larval (%) Pupal (%)
(5mg.mL™") (Dias) (Dias)

5 100,0 + 0,00 - - - -

4 58,0+2,04° 106+045 52+018  37,8+167 92,0 + 4,90°

3 530+7,26° 106+022* 56+026° 462+553" 96,0+ 4,00

2 348+808 88+046° 54+0,18  648+808° 100,00+ 0,00°

1 230+553® 82+00%° 52+016° 764+726® 100,00+ 0,00°
Controle 1,6+ 1,67° 80+004°  40+005°  982+204 9644204

Médias + EP seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)

A concentragio mais elevada (5 mg.mL™) do extrato das folhas causou 100% de
mortalidade larval enquanto que exposicdo as concentragdes de 2, 3 ¢ 4 mg.mL™ levaram a
decréscimos gradativos na viabilidade larval com valores de 64.8; 46,2 ¢ 37,8%,
respectivamente. A viabilidade larval registrada para a concentragio de 1 mg.mL™ (76,4%)

nao foi estatisticamente diferente do valor registrado para o controle (98,2%). Nagueles
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tratamentos em que a duragdo da fase larval foi prolongada, uma correlagdo inversa (r=-0,81;
P=0,010) entre a duragdo do estagio larval e a viabilidade da larva pdde ser demonstrada, as
quais nao diferiram estatisticamente entre si. Mediante estas observagoes, podemos afirmar
gue o extrato das folhas de 4. muricata apresenta caracteristicas insetistaticas, pois pode ndo
ter causado agdo aguda contra os insetos, mas conseguiu reduzir a popula¢do de adultos para
niveis inferiores.

As lagartas mortas pela agdo dos extratos apresentaram escurecimento acentuado,
tamanho reduzido. Muitas delas morreram durante a ecdise, por ndao conseguirem liberar
totalmente a extivia, que tipicamente permanece presa a parte posterior do abdome,
produzindo a coloragdo escura observada. Essas alteragdes morfologicas podem ter sido
resultantes do efeito de componentes quimicos no sistema hormonal do inseto. Mordue &
Blackwell (1993), também observaram sintomas semelhantes em lagartas submetidas a
diferentes doses de azadiractina, e atribuiram essas altera¢des a redu¢do na concentra¢do do
ecdisdnio ou atraso da sua liberagdo na hemolinfa.

Pode ser visto na Tabela 14 p. 86 que a fase pupal foi bem menos afetada pela
exposicao aos extratos que a fase larval. Nenhuma diferenca estatistica significante foi
observada nas viabilidades da pupa entre qualquer um dos tratamentos e o controle
(agua:DMSO 1%). Além disso, embora a exposicdo aos extratos aparentemente tenha
aumentado a duragdo da fase pupal por um dia em comparagdo com o controle, nenhuma
correlagio entre a extensdo desse aumento e a concentragdo do extrato foi observada. E claro
gue as larvas ficam mais expostas aos congtituintes quimicos presentes nos extratos em
virtude dos seus habitos alimentares.

O uso potencia de espécies de Annona para o controle de pragas foi demonstrado por
Prates et al. (1999) que avaliaram a atividade inseticida das sementes de araticum (4.
crassiflora) contra Spodoptera frugiperda J. E. Smith (lagarta-do-cartucho do milho,
Lepidoptera: Noctuidade), uma praga do milho. Extratos de araticum produziram 100% de
mortalidade das lagartas 12 dias apos a eclosdo, indicando que a planta pode ser uma fonte
potencial de inseticidas naturais no controle dessa praga. Extratos de sementes de A.
squamosa também demonstraram possuir propriedades inseticidas (GRITSANAPAN, 1997,
CATARINO & EZEQUIEL, 1999). Através do fracionamento monitorado pela atividade
biologica do extrato das sementes, Londershausen er al. (1991) estabeleceu que dois dos
principios ativos eram as acetogeninas anonina I e anonacina A.

O estudo da variagdo sazonal qualitativa e quantitativa de compostos naturais

produzidos por uma planta ¢ de grande importancia no entendimento da maneira pela qual o
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metabolismo secundario ¢ influenciado pelos estagios de desenvolvimento fisiologico do
organismo e fatores ambientais a que ele é submetido (VANCE et al., 1994). Dessa forma, a
variagdo sazonal na atividade inseticida das folhas de 4. muricata descritas neste trabalho
reflete uma variagdo significativa no acumulo de metabdlitos secundarios durante as
diferentes estagdes do ano. Estudos precisam ser ainda conduzidos, entretanto, para
determinar o papel da mudanga climatica no acimulo desses metabolitos. Em termos praticos,
as elevadas atividades larvicidas uniformes exibidas pelas folhas durante o periodo seco
sugerem gue a melhor época para a coleta da planta com o interesse em suas propriedades
inseticidas sgja entre os meses de outubro e fevereiro (periodo seco).

A influéncia da época de coleta do material vegetal no perfil e quantidade de
metabolitos secundarios presentes tem sido o objetivo de varios estudos. Vesela et al. (1999)
verificaram que os extratos das cascas de Taxus baccata L. (Taxaceae) coletadas varias vezes
durante 1993 e 1994 exibiram variagdes significativas nas concentragdes de cinco taxanos.
Esses autores concluiram que os diterpenos eram acumulados nas mais altas concentragdes
em outubro (periodo seco) e nas mais baixas concentra¢cdeS em janeiro. Outros trabalhos
também comprovaram que a variabilidade sazonal tem efeito na atividade de compostos
organicos ativos (ELSOHLY et al., 1997; PARK et al.; 1998; DORN, 2003).

Da mesma forma que a A. muricata, outras espécies de anonaceas contem
componentes toxicos, principalmente acetogeninas, que dao a planta propriedades inseticidas.
Neste trabalho, foi possivel mostrar que os extratos das folhas de 4. muricata exibem um
efeito inseticida significante. Com o objetivo de melhor avaliar o potencia da 4. muricata
como uma candidata para inclusio em um programa de manejo de doengas e pragas, estudos
mais detalhados dos metabolitos desta planta devem ser feitos com énfase particular na

variagdo com condigdes ambientais e ontogénicas.

II1.1.2 — Construcio da Curva Dose-Resposta para a Atividade das folhas da A. muricata

frente as Larvas do A. aegypti

O extrato etandlico bruto das folhas da 4. muricata apresentou atividade larvicida
frente as larvas do mosquito 4. aegypti (CLgo = 73,04 ug.mL'l). Assim, para obtengdo de uma
avaliagdo mais rigorosa, foram conduzidos novos testes de atividade desse extrato frente as
larvas do mosquito, para que se pudesse tragar um perfil da variagdo de concentracdo versus
tempo necessario para 100% de mortalidade das larvas. Dessaforma, foi realizado o bioensaio

apurado, em quadruplicata, com dez concentragdes: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,

Josiane Luna



Cap. 111 . Resultados e Discussio 89

900 e 1000 pug.mL ™. As concentragdes foram selecionadas de modo que tivéssemos 100% de
mortalidade das larvas em um espago curto de tempo. A cada 60 minutos foi realizada a
leitura do nimero de individuos afetados para cada concentragdo testada; sendo considerado
como etapafinal o tempo, em minutos, onde toda populagio estudada estivesse morta (Figura
20). As médias foram submetidas a tratamento estatistico, através da analise de variancia pela
diferenca média dos individuos mortos ao nivel de significancia de 0 a 5% (p<0,05), e
comparadas através do teste de Tukey (Tabela 15). O coeficiente de correlagao de Pearson
também foi calculado para cada concentragao e os resultados podem ser vistos na Tabela 16
p. 90 (VIEIRA, 1997; BEIGUELMAN, 2002).
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Figura 20 — Grafico da concentracio (ug.mL'l) versus tempo (min) necessario para

100% de mortalidade das larvas do A. aegypti

Tabela 15 — Avaliacio estatistica da relacio dose-resposta do extrato etanélico bruto das

folhas da A. muricata sobre as larvas do A. aegypti

Causa Graus de Liberdade Soma dos Quadrado Valor de F
Quadrados Médio
Tratamento 9 1223190 135910 0,094
Residuo 30 43150050 1438335
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Tabela 16 — Coeficiente de correlacio de Pearson da relacdo dose-resposta do extrato

etandlico bruto das folhas da 4. muricata sobre as larvas do A. aegypti

Concentracio (ug.mL'l) Correlacio de Pearson Regressio linear

100 1,12 r* = 0,1334, a= -4,64488, b= 4,0687
200 0,97 r* = 0,203, a= -29,37, b= 8,8420
300 0,97 r* = 0,29336, a= -65,92, b= 16,90
400 0,88 r*=0,39178, a= -120,1499, b= 28,78
500 1,00 r’=0,477, &= -172,78, b= 41,21
600 0,97 r’ = 0,5673, a= -240,136, b= 57,1068
700 0,96 r’ = 0,64389, a= -304,11, b= 72,688
800 0,95 r* = 0,6916, a= -348,17, b= 83,70
900 0,93 r’ = 0,756, a= -409,78, b= 99,386
1000 0,46 r’ = 0,7872, a= -447,78, b= 108,28

A regressio linear dos dados obtidos mostra uma conformidade dos pontos analisados,
indicando assim que as condigdes foram bem controladas e que todas as concentragdes
testadas foram significativas e os resultados reprodutiveis. O coeficiente de variancia foi de
11,51% para todas concentragdes testadas, sendo este menor que o definido para9 e 30 graus
de liberdade.

Os dados obtidos mostram uma similaridade de toxicidade para a maioria das
concentracdes testadas. Com o experimento conduzido até o tempo necessario para
mortalidade total em cada concentragio, foi possivel estabelecer a variagao da toxicidade a
cada periodo de tempo e definir qual a dosagem estatisticamente mais efetiva num tempo
Minimo de exposicao.

A analise de variancia ao nivel de significancia de p< 0,05 revelou que entre as
concentracdes de 100 a 300 ug.mL'1 as médias de mortalidade por periodo ndo apresentaram
uniformidade, havendo uma grande diferenca entre os tempos maximos para ocasionar a
mortalidade total. A partir da concentragao de 700 ug.mL'1 estatisticamente nao houve
diferenca percentual de mortalidade apés 5 horas de exposi¢do, onde a dispersdo dos dados
em relagao a média apresentou um coeficiente de varidncia de 11,51%. Embora, tenham
ocorrido diferencas grandes entre os periodos do teste para as concentra¢des analisadas, o
coeficiente de correlagdo de Pearson (-1< r <+1) revelou que todas as concentragdes haviam

apresentado uma tendéncia de correlagdo positiva, e apenas as concentragdes de 100 e 1000
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ug.mL'1 ndo confirmaram estatisticamente este crescimento de toxicidade. Ao realizar a
regressio linear, apenas as concentragdes de 700 a 1000 ug.mL™ puderam ter seus dados
comprovados em mais de 60%. Indicando assm que os dados obtidos ndo obedecem a
equagio da reta.

A Figura 21 mostra a curva dose-resposta do extrato das folhas de 4. muricata sobre
aslarvas do 4. aegypti. A partir da concentragio de 700pg.mL™, estatisticamente ndo existem
diferengas no percentual de mortalidade apos 330 minutos, ¢ dessa forma, a concentragdo de
700 pg.mL™ foi aque apresentou o melhor resultado, maior mortalidade em um menor espago
de tempo, indicando que concentragdes acima desta nao sdo necessarias uma vez que o perfil
de mortalidade nao se modifica. A porcentagem de mortalidade para cada concentragdo no
tempo de 360 minutos (Figura 22 p. 92) também demonstra que a partir de 700ug.mL™ nio

ha diferenca significativa na porcentagem de mortalidade das larvas nesse periodo de tempo.

1004 J Ao | ]
; */‘/‘ /4//’ /' A;./ / _
90 S Lo mu @ 100.g.mLt
80 /. /A/./ B —@— 200 pg.mL™
o 07 i oA /x/ / n —A 300 ugmL>
3 o0 /4//9 . / ~v 400 gL
= 50 / VA - —4— 500 pg.mL
T 40, ’,r / —<4—600 pg.mL*
= ol 4 . 700 pg.mL*
X 30 9 // —— 800 pg.mL*
20 v e ~—% 900 pg.mL*
10 S A /.Z- 1000 pg.mL™
T = 7’ ————————
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Tempo (min)

Figura 21 — Curva dose reposta para o efeito do extrato das folhas de 4. muricata sobre as larvas

do mosquito A. aegypti
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Figura 22 — Curva concentraciio versus porcentagem de mortalidade em 360 minutos

II1.2 — Estudo do extrato etanolico das folhas da Annona muricata

II1.2.1 — Estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhas de Annona muricata

O fracionamento do extrato etandlico das folhas da 4. muricata foi problematico
devido a presenga da clorofila. A interferéncia da clorofila pode ser evitada através do uso de
misturas de metanol e éter de petroleo como solventes de extragdo, permanecendo a clorofila
nafase etérea (GOODWIN, 1976). Como uma alternativa, carvao ativado pode ser usado para
eliminar a clorofila de um extrato (BIANCO et al., 1982; 1983), embora esse procedimento
aumente o risco de produgdo de artefatos causados por isomerizagao, hidrélise ou oxidagdo de
componentes labeis (MERZLYAK et al., 1996).

Com o objetivo de se remover a clorofila e, a0 mesmo tempo, reduzir a complexidade
do extrato etandlico das folhas da A. muricata, 0 extrato bruto foi inicialmente submetido a
uma filtragdo em carvdo ativo usando um procedimento descrito para o isolamento de
iridéides (BIANCO et al., 1982 e 1983). Nedta filtracdo foram usados como eluentes
sucessivamente agua, etanol, acetato de etila, cloroformio ¢ misturas destes conforme a
Tabela 17 p. 93. Observou-se que houve remogdo da clorofila quando se utilizou o
cloroformio, no entanto, uma parte do material ficou retida no adsorvente, parte da clorofila e
substancias oleosas, uma vez que dos 390g de extrato bruto que entraram na filtragdo, apenas
322,43g foram recuperados. Quanto as atividades, observou-se que as fragoes F1-H,0 e F2-

H,O:EtOH (30%) nao apresentaram atividade nos bioensaios moluscicida, larvicida e de
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toxicidade frente as larvas da A. salina, ja as fragdes F3-H,O:EtOH (1:1) e F4-
[EtOH+EtOH:AcOEt (1:1)+AcOEt] foram ativas em todos os bioensaios realizados e a
fracdo F5-CHCI; foi inativa no bioensaio larvicida com larvas do 4. aegypti e ativa nos testes
moluscicida e de toxicidade frente a 4. salina, mas apesar desta atividade seletiva o que a
torna bastante interessante essa fragdo apresentou um baixo peso (9,19g) em comparagdo com
as demais fragdes além de concentrar a clorofila o que torna muito dificil o seu fracionamento

e por isso ndo foi trabalhada (Tabela 17).

Tabela 17 — Triagem da acio moluscicida, larvicida e toxicidade frente a Artemia salina

das fracoes provenientes da filtracdo-1 em carviao ativo

% Mortalidade
B. glabrata A. aegypti A. salina

Fracao 1 1 1
(S0 pg . mL) (S0 pg.mL™) (1 pg.mL™)
F1 (H20) 0 25 0
F2 (H20:EtOH (30%)) 0 15 0
F3 (H,O:EtOH (1:1)) 100 90 74
F4 (EtOH+EtOH:AcOEt (1:1)+AcOEt) 100 100 100
F5 (CHCI5) 80 0 100

A fragdo 4 por ter sido bastante ativa (Tabela 18) e pela quantidade de material obtido
(161,53g) foi selecionada para trabalho. Essa fragdo foi submetida a uma filtragdo em silica e
forneceu 5 grupos de fragdes que foram submetidos aos bioensaios: F4.1-Hexano (66,969),
F4.2-Hexano:CHCl3 (20%) (44,76g), F4.3-[Hexano:CHCl; (1:1) + CHCI3] (16,25g), F4.4-
AcOEt (16,269) e F4.5-MeOH (12,14g) (Tabela 18).

Tabela 18 — Triagem da a¢do moluscicida, larvicida e toxicidade frente a A. salina das

fracdes provenientes da filtracao-2 em gel de silica

% Mortalidade
Fracdo B. glabrata (50pg.mL™")  A. aegypti (S0pg.mL™")  A. salina (1pg.mL™)

F4.1 40 50 12
F4.2 100 95 100
F4.3 100 100 100
F4.4 100 100 86
F4.5 100 95 0
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Apesar de ter sido considerada pouco ativa nos bioensaios larvicida (50% de
mortalidade a 50 pg.mL™) e moluscicida (40% de mortalidade a 50 pg.mL™) a fragio 4.1
apresentou-se inativa no ensaio de toxicidade frente a 4. salina (Tabela 18) sendo assim mais
seletiva o que constitui uma vantagem. Além disso, a fragdo 4.1 apresentava uma quantidade
consideravel de material (66,96g) e foi entdo selecionada para trabalho com o objetivo de se
aprender a melhor forma de desenvolver o fracionamento dos constituintes quimicos desta
planta e com afinalidade de obtencao do principio ativo. Apos ser submetida a uma filtragao a
fragdo 4.1 forneceu ao final 7 fragdes codificadas como F4.1.1, F4.1.2, F4.1.3, F4.1.4, FA.1.5,
F4.1.6 e F4.1.7. A fragdo 4.1.2 (5,14g), inativa, foi selecionada para estudo. A sele¢do dessa
fragdo foi feita baseada no seu aspecto em cromatografia de camada delgada de silica, que
mostrava aparentemente uma facilidade de se obter um composto puro mais rapidamente que
as outras fragdes oriundas da filtragdo 3. As demais fra¢des trabalhadas foram selecionadas
com base na atividade biolédgica visando isolar os seus constituintes ativos. As fragdes 4.2 e

4.4 foram ativas nos trés bioensaios realizados (Tabela 18 p. 93).

I11.2.2 — Compostos isolados a partir do extrato etandlico das folhas da A. muricata
IIL.2.2.1 — O composto AM1

AM1 foi isolado como um sblido branco em forma de agulhas (PF 136—13800). No seu
espectro de hidrogénio (Figura 23 p. 96) em CDCl3 a 300 MHz podemos destacar os sinais
em ¢ 535 (d; 51 Hz) e 6 3,52 (m) atribuidos a hidrogénios olefinico e carbindlico
respectivamente e sinais entre 5 0,67 e 1,00 correspondentes a hidrogénios de grupos metilas.
O espectro de RMN de carbono (Figura 24, p. 97) evidenciou para AM1 um total de 29 sinais
relativos a 29 atomos de carbono da molécula, sendo 3 quaternarios, 9 metinicos, 11
metilénicos e 6 metilicos, destacando-se dentre esses 0s sinais em ¢ 140,71 e 6 121,71
caracterizando o grupo —C=CH-, o sinal do carbono carbindlico em & 71,77 e os sinais em &
19,81; 19,38; 18,98; 18,74; 11,95 e 11,83 correspondentes aos seis grupos metilicos existentes
na molécula.

Analise comparativa através de cromatografia em camada delgada, utilizando
Hexano:CHCl; (20%) e Hexano:CHCI; (50%) como eluentes, com uma amostra padrao do
esteroide p-sitosterol (PF 139°C, DEVON & SCOTT, 1972) utilizando ponto misto nio

mostrou diferenca de RF entre essa substancia e o composto AM1 e a comparagdo dos dados
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de RMNH e **C do composto AM1 e do p-sitosterol (THOMPSON e al., 1972; WRIGHT et
al., 1978) também indicou semelhanga entre os mesmos.

Dessa forma, o composto AM1 foi identificado como sendo o esterdide B-sitosterol.
AM1 foi submetido aos bioensaios larvicida, moluscicida e de toxicidade frente a A. salina e

mostrou-se completamente inativo com 0% de mortalidade.

CH3
CH3

H

B-sitosterol

A literatura registra para o -sitosterol uma importante atividade gastroprotetora em
ratos com 85,7% de gastroprotegido contra 46,2% do controle positivo (NAVARRETE et al.,
2002), atividade antiinflamatoria em ratos, embora essa atividade seja relativamente fraca
guando comparada com aquela da hidrocortisona usada como controle positivo (PARK et al.,
2001), uma forte agdo antioxidante superior ao do controle positivo a-tocoferol (WENG &
WANG, 2000) e hipocolestelorémica (WANG & NG, 1999).
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Figura 23 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 300 MHz da substincia AM1, padrio interno TMS
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Figura 24 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 75 MHz da substincia AM1, padrao interno TMS

Josiane Luna



Cap. I11. Resultados e Discussio 98

II1.2.2.2 — Os compostos AM2, AM3, AM4, AMS e AM6

Os compostos AM2, AM3, AM4, AM5 e AM6 foram todos isolados sob a forma de
um material com aspecto de cera. O isolamento desses compostos foi realizado através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa, uma vez que a cromatografia em coluna
aberta ndo foi eficiente na separag@o desses compostos. A revelagao positiva com o reagente
de Kedde indicou a natureza dessas substincias como acetogeninas, uma vez que esse
reagente ¢ especifico para acetogeninas contendo o anel y-lactona o, 3-insaturado.

O grupo metil-y-lactona ¢ caracteristico para a categoria das acetogeninas. Fang et al.
(1993), Rupprecht et al., 1990 e Downum et al., 1993 afirmam que este grupo pode ser
encontrado em cinco formas diferentes (Estruturas Al, A2, A3, A4 e A5) e pode ser
evidenciado pelos espectros naregido do infravermelho e de RMN. A existéncia de um grupo
metil-y-lactona a,B-insaturado ¢ indicado naregiao do infravermelho por uma banda forte em
1740-1750 cm™ e para um grupo metil-y-lactona saturado o sinal ¢ observado a 1770 cm™. A
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear também ¢é essencial para a caracterizagdo

deste grupo (Tabela 19 p. 99).

R 3 35,33 37,35 R 3 35,33 37,35
4 / CHs3 CHj
2 36, 34 36, 34

O//l ’

Al O A2
37,35
R 3 35.33 oy,

) 2 H36, 34
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Tabela 19 — Dados de RMN de hidrogénio e carbono de anéis metil-y-lactona de

acetogeninas
, Al A2 A3 A4 A5
Atomo Cis Trans
IH 13C IH 13C IH 13C IH 13C IH 13C IH 13C

1 - 173,8 - 174,6 - 178,2 - 178,7 - 1737 - 177,4

- 134,2 - 131,17 3,02 43,6 303 441 - 1339 256 438

226 251 251 333 148 3336 223 333 240 214 a 233

2,38 2,61 1,99

40u5 152 274 383 698 439 793 454 789 359 707 a 275

350u33 699 1489 717 1518 261 3336 267 3336 705 1493 417 738
311 3,05

36o0u34 500 764 504 779 - 205,52 - 20542 501 774 459 825

370u35 138 192 142 19,0 220 36,7 220 367 140 190 138 181

a- ndo identificado

Paraa elucidagdo estrutural das substancias isoladas foram obtidos espectros na regido
do infravermelho (Figuras 25 p. 104, 26 e 27 p. 105 e 28 e 29 p. 106), RMN de hidrogénio
(Figuras 30 p. 107, 31 p. 108, 32 p. 109, 33 p. 110 e 34 p. 111), RMN de carbono (Figuras
35 p. 112, 36 p. 113, 37 p. 114, 38 p. 115 e 39 p. 116) e DEPT 135° (Figuras 40 p. 117, 41
p. 118, 42 p. 119 e 43 p. 120) Também foi realizada a analise por espectrometria de massas
desses compostos.

A observagdo dos espectros na regiao do infravermelho, obtido em solugdo de KBr,
das substancias revelou a presenga de bandas caracteristicas de grupo OH (AM2: 3396 cm™?,
AM3: 3452 cm™, AM4: 3365 cm'™t, AM5: 3454 cm™ e AM6: 3451 cm™) e carbonila (AM2:
1745 cm*, AM3: 1737 cm™, AM4: 1746 cm', AM5: 1737 cm® e AM6: 1735) essas
observagdes junto com os dados extraidos dos espectros de RMN*H e *C (Tabela 20 p. 100)
indicou que em todos os casos havia a presenca de um grupo metil-y-lactona-a.,3-insaturado
contendo uma hidroxila no carbono-4 como em A2.

As acetogeninas podem conter um, dois ou nenhum anel tetra-hidrofurano (THF). A
presenca deste anel em uma dada substancia ¢ evidenciada pela existéncia de sinais entre o 79
e 83 ppm no espectro de carbono-13. Com relagdo aos anéis THF podemos encontrar
normalmente trés tipos de acetogeninas. Aquelas do tipo A que possuem um anel THF
flanqueado por duas hidroxilas e apresentam dois sinais de carbono entre 6 81 e 83 ppm; as do
tipo B com dois anéis THF em seqiiéncia flanqueados por duas hidroxilas e que apresentam

guatro sinais de carbono entre 6 81 e 83 e aquelas acetogeninas do tipo C que possuem dois
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an¢is THF separados por quatro atomos de carbonos sendo um flanqueado por duas hidroxilas
€ 0 outro por apenas uma hidroxila que apresentam trés sinais entre 6 81 e 83 ppm e um sinal

em o6 79 ppm.

Tabela 20 — Dados de RMN 'H e *C de anéis metil-y-lactona das acetogeninas isoladas

Atomo 1HAM%3C q AM?}C q AM‘LC 1HAM§3C 1HAN[gC
1 - 175,2 - 1749 - 175,06 - 17510 - 1747
2 - 13156 - 131,52 - 131,54 - 131,53 - 130,99
3 252 3351 252 3367 254 3378 253 3367 237 3311
2,43 2,42 2,42 242 2,49

40u5 384 7030 383 7025 38 7031 380 7026 380 6971
350u33 721 15232 720 152,32 7,09 15231 721 152,33 7,17 151,95
36o0u34 508 7844 507 7843 507 7842 507 7844 504 77,88
37o0u35 145 1951 144 1949 145 19,51 144 1950 143 19,02

A avaliagdo dos espectros de carbono-13 revelou que os compostos AM2, AM3, AM5
e AM6 sio do tipo mono-THF, tipo A, e que o composto codificado como AM4 possui dois
anéis THF nao adjacentes, tipo C (Tabelas 21 e 22 p. 101).
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Tabela 21 — Dados de RMN 'H e *C dos anéis THF das acetogeninas AM2, AM3, AMS5 e
AM6

Atomo AM2 AM3 AMS AM6
IH 13C lH 13C IH 13C lH 13C
2 343 74,70 342 7453 345 7443 338 74,09
3 385 8363 380 8312 381 8302 376 8270
6 385 8260 380 8304 381 8312 376 82,60
7

343 722 342 7443 345 7453 3,78 71,50

Tabela 22 — Dados de RMN 'H e °C dos anéis THF da acetogenina AM4

AM4

3 390 79,73
6 381 82,17
7 344 74,98
12 344 74,79
13 381 82,22
16 381 82,22
17 341 74,67

Atomo

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas foi essencial pra a caracterizagdo dessas substancias. A substincia AM6 foi
caracterizada uma mistura de trés componentes. O espectro de massas do composto AM?2
revelou os picos m/z 597 (26,07%), 578 (31,44%), 559 (6,33%), 541 (63,34%), 523 (21,17%),
427 (3,00%), 355 (8,06%), 314 (5,21%), 309 (6,47%), 280 (5,53%), 238 (0,47%) e 161
(0,47%). O composto AM3 revelou os picos m/z 594 (100%), 577 (26,4%), 561 (51,28%),
543 (37,12%) 525 (27,04%), 373 (4,96%), 328 (1,76%), 221 (1,92%) e 197 (4,48%). O
composto AM4 revelou os picos m/z 594 (100%), 577 (26,4%), 561 (51,28%), 543 (37,12%)
525 (27,04%), 373 (4,96%), 328 (1,76%), 221 (1,92%) e 197 (4,48%). O composto AM5
revelou os picos 597 (100%), 579 (64,67%), 561 (69,86%), 543 (53,06%), 525 (28,66%), 513
(9,95%), 302 (3,77%), 263 (3,13%) e 241 (3,61%). AM2, AM3 e AM4 foram submetidas a
reacoes de acetilagdo com anidrido acético e o espectro na regido do infravermelho dos
compostos acetilados mostrou estarem peracetilados (Figuras 44 e 45 p. 121 e 46 p. 122). A
analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 mostrou
sinais que indicam a existéncia de quatro grupos OH nesses compostos. A observagdo dos

dados de espectrometria de massa e espectroscopia de RMN de hidrogénio (Figuras 47 p.
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123, 48 p. 124 e 49 p. 125) e de carbono (Figuras 50 p. 126, 51 p. 127 e 52 p. 128) e a
comparagdo desses dados com aqueles da permitiu postular para as acetogeninas AM2, AM3,
AM4 e AM5 respectivamente, as estruturas da anossenegalina, xilomaticina, bulatanocina e

anomontacina.

OH OH
N
(CHz)1, "CHs
HsC o
Anossenegalina
OH OH o

J

(CH)s
<CH®/ |
O
OH OH

CHj

Xilomaticina
OH OH OH
(CHy); /
\ o
OH
CHsj
Bulatanocina
OH OH o

(CH)s
(CH&Y ‘
O
OH OH

Anomontacina

Analise de AMF6 através de CLAE-EM eletrospray revelou tratar-se de uma mistura
de trés compostos: anonacina (90%), isoanonacina (6%) e goniotalamicina (4%). O espectro

de massas mostrou a presenca dos picos m/z 577, (100%), 551 (73,52%), 515 (6,47%), 483
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(11,18%), 383 (5,88), 239 (30,59%), 227 (44,11%) e 197 (32,94%) para a anonacina, m/z 577
(100%), 551 (43,11%), 483 (5,39%), 383 (5,99%), 239 (11,97), 255 (85,63%) € 225 (69,46%)
para a goniotalamicina e m/z 577 (100%), 551 (53,85%), 343 (1,8%), 265 (35,50%), 225
(27,22%) e 197 (9,47%) para a isoanonacina.

Anonacina (m=11,n=3), Goniotalamicina (m =13, n=15)

OH OH
(CHy)s
(CHW :

OH

Isoanonacina

Todas essas acetogeninas sio conhecidas e encontram-Se descritas na literatura
Anossenegalina foi obtida das sementes de A. senegalensis € A. cherimolia (SAHPAZ et al.,
1996), entretanto, nao ha descri¢do dessa acetogenina na espécie 4. muricata. Xilomaticina
foi encontrada primeiramente nas cascas da espécie  Xylopia  aromadtica
(COLMANSAIZARBITORIA et al., 1994), mas também ja foi isolada das folhas e galhos de
Asimina longifolia (YE et a., 1995), da casca de Goniothalamus giganteus (ALALI et al.,
1997), das sementes de Asimina triloba (WOO et al., 1999) e das sementes de A. muricata
(LTAW et. al., 2002). Bulatanocinafoi isolada pela primeira vez da cascade A. bullata (GU et
al., 1993), mas também ja foi encontrada nas sementes de A. spinescens (QUEIROZ et a.,
1997) e nas folhas de 4. glabra (LIU et al., 1998). Anomontacina ¢ uma acetogenina que foi
descrita pela primeira vez por Jossang et al., 1991, que isolou este composto das sementes de
A. montana. A literatura ainda registra o isolamento dessa acetogenina na casca de
Goniothalamus giganteus (FANG et al., 1992), na casca de Xylopia aromatica
(COLMANSAIZARBITORIA et al., 1994), nas sementes de Asimina triloba (WOO et al.,
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1999), nas sementes de A4. cherimolia (KIM et al., 2001), nos frutos de 4. glabra (HSIEH et
al., 2004) e nas sementes de Annona muricata (L1 et al., 2001). Anonacina ¢ a principal
acetogenina de 4. muricata (CHAMPY et al., 2002) e também ja foi isolada de varias outras
espécies de Annonaceae. Isoanonacinaja foi obtida de Annona densicoma (ZAFRA-POLO et
al., 1996), das folhas de Annona muricata (WU et al., 1995a, 1995b, 1995c, 1995d), das
folhas e galhos de Asimina longifolia (YE et a., 1995), da casca de Goniothalamus giganteus
(ALALI et al., 1997), das raizes de Goniothalmus gardneri (CHEN et a., 1997), dasraizes de
Goniothalamus donnaiensis (JANG & YU, 1997) e das sementes de A. muricata (LI et al.,
2001) e Goniotalamicina foi isolada da casca do caule de 4. densicoma (YU et al., 1992), de
Goniothalamus giganteus (ALKOFAHI et al., 1988), de Asimina parviflora (RATNAY AKE
et a., 1994), das folhas de Annona muricata (WU et al., 1995d), das folhas e galhos de
Asimina longifolia (YE et al., 1995), das raizes de Goniothalamus donnaiensis (JANG &
YU, 1997) das sementes de A. glauca (WAECHTER et al., 1997), das raizes de
Goniothalamus gardneri (CHEN et al., 1997) e da casca de Goniothalamus giganteus
(ALALI et d., 1998).

Figura 25 — Espectro na regiao do infravermelho da substincia AM2 em KBr
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Figura 26 — Espectro na regidao do infravermelho da substincia AM3 em KBr

Figura 27 — Espectro na regiao do infravermelho da substincia AM4 em KBr
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Figura 28 — Espectro na regiao do infravermelho da substincia AMS5 em KBr

Figura 29 — Espectro na regiao do infravermelho da substincia AM6 em KBr
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Figura 30 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia AM2, padrio interno TMS
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Figura 31 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substancia AM3, padrio interno TMS
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Figura 32 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substancia AM4, padrio interno TMS
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Figura 33 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia AMS, padrio interno TMS
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Figura 34 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia AM6, padrio interno TMS
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Figura 35 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia AM2, padrio interno TMS
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Figura 36 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia AM3, padrio interno TMS
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Figura 37 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia AM4, padrio interno TMS
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Figura 38 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia AMS, padrio interno TMS
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Figura 39 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia AM6, padrio interno TMS
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Figura 40 — Espectro de DEPT 135° em CDCl; da substincia AM2, padrao interno TMS
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Figura 41 — Espectro de DEPT 135° em CDCI; da substincia AM3, padrao interno TMS
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Figura 42 — Espectro de DEPT 135° em CDCl; da substincia AM4, padrao interno TMS

Josiane Luna



Cap. l1l. Resultados e Discussio 120

Figura 43 — Espectro de DEPT 135° em CDCl; da substincia AMS5, padrao interno TMS
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Figura 44 — Espectro na regido do infravermelho do derivado acetilado da substincia AM2 em

KBr

Figura 45 — Espectro na regido do infravermelho do derivado acetilado da substincia AM3 em

KBr
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Figura 46 — Espectro na regido do infravermelho do derivado acetilado da substincia AM4 em

KBr
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Figura 47 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCl; a 500 MHz do derivado acetilado da substincia AM2, padrao interno TMS
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Figura 48 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCl; a 500 MHz do derivado acetilado da substincia AM3, padrao interno TMS
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Figura 49 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia AM4, padrio interno TMS
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Figura 50 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz do derivado acetilado da substincia AM2, padrio interno TMS
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Figura 51 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz do derivado acetilado da substincia AM3, padrio interno TMS
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Figura 52 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz do derivado acetilado da substincia AM4, padrio interno TMS
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Uma amostra da mistura das acetogeninas AM2, AM3, AM4, AM5 e AM6 foi testada
no caramujo B. glabrata e 0s resultados de porcentagem de mortalidade versus concentragao
podem ser vistos na Tabela 23 e os valores de CL 1o, CLgg € CLgg estdo descritos na Tabela
24.

Tabela 23 — Atividade moluscicida da mistura das acetogeninas obtidas de A. muricata

Organismo Teste B. glabrata
Concentragio (ug.mL™) 30 25 2,0 1,5 1,0
% de Mortalidade 90 70 53 40 23

Tabela 24 — Valores de concentracgdes letais para a atividade moluscicida da mistura das

acetogeninas obtidas de A. muricata

Organismo Teste B. glabrata (pg.mL™")
CLyo 0,78
Clso 1,70
ClLgo 3,71

O valor do CLg = 3,71 ug.mL'1 indica que essas acetogeninas possuem uma otima
acdo moluscicida com uma melhor atividade que compostos como as saponinas
monodesmosidica A (CLygo = 13 pg.mL™) e B (CLig = 6 pg.mL™) de Agave decipiens
(ABDEL-GAWAD et al.,1999), a 2'-hidroxi-3,7,8,4",5 -pentametoxiflavona (CLigo = 25
ng.mL™) de Paerkia clappertoniana (LEMMICH et al., 1996), os cromenos 1 e 2 (CL1go = 30
ug.mL™) de Piper anducum (ORJALA et al., 1993), a oleanoglicotoxina (CL1g = 6 ug.mL™)
de Phytolacca dodecandra (MARSTON & HOSTETTMANN, 1985) e as saponinas 3 e 4 de
Phytolacca icosandra (TREYVAUD et a., 2000), entretanto, menos ativa que a jatrofona
(CLioo = 1,16 pg.mL™) de Jatropha elliptica (DOS SANTOS & SANT’ANA, 1999), a
lematoxina (CLey = 1,5 pgmL™) de Phytolacca dodecandra (MARSTON &
HOSTETTMANN, 1985), as saponinas 1 e 2 (CL1g = 3,1 ng.mL™) de Phytolacca icosandra
(TREYVAUD et al., 2000) e amiliamina L (CLgo = 0,01 pg.mL™) de Euphorbia milli (ZANI
et al., 1993). Nos estamos descrevendo pela primeira vez a atividade moluscicida das
acetogeninas.

AM2, AM3, AM4 e AM5 foram submetidas aos testes de atividade contra as larvas do
Mosquito Aedes aegypti € mostraram-se bastante ativas e com atividades bastante semel hantes

entre si como pode ser visto nas tabelas 25 e 26.
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Tabela 25 — Atividade larvicida das acetogeninas AM2, AM3, AM4 e AMS frente as
larvas do A. aegypti

Concentracio (ug.mL™) 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5
% Mortalidade AM2 95 60 49 29 9
% Mortalidade AM3 91 62 438 30 7
% Mortalidade AM4 97 66 48 28 8
% Mortalidade AMS5S 91 68 44 27 8

Tabela 26 — Valores de concentracdes letais para a atividade larvicida das acetogeninas

AM2, AM3 AM4 e AM5
Concentracio AM2 AM3 AM4 AMS
Letal (p,g.mL'l)
CLqo 0,61 0,62 0,66 0,64
CLso 1,39 1,42 1,37 1,42
Clgo 3,19 3,22 2,87 3,17

Os dados de CLsp indicam que essas acetogeninas possuem uma consideravel
atividade frente as larvas do 4. aegypti € mostram-se mais eficientes que varios compostos
encontrados na literatura tais como as cordiaquinonas A (CLsp = 12,50 pg.mL™), B (ClLso =
25,00 ug.mL™), J (CLso = 12,50 pg.mL™) e K (CLso = 12,50 pg.mL™) de Cordia curassavica
(IOSET et al., 2000), as cordiaquinonas E (CLso = 12,50 pg.mL™), G (CLsp = 25,00 pg.mL™),
E (CLso = 50,00 pg.mL™) e H (CLso = 25,00 ug.mL™) de Cordia linnaei (IOSET et al., 2000),
0 E-nerolidol (CLsp = 17,00 pg.mL™) de Myroxylon balsamun (SIMAS et al., 2004) e menos
ativas que a meliternatina (CLso = 0,47 pug.mL™) de Melicope subunfoliolata (HO et al.,
2003).

As acetogeninas tém sido descritas frequentemente na literatura como sendo toxica a
larvas de mosquito (ALALI et al., 1998). Da espécie Annona squamosa foi obtida uma
acetogenina denominada anonina gue teve um processo para 0 Seu isolamento e seu Uso como
inseticida patenteado (MOESCHLER et al., 1987). A atividade desses compostos contra as
larvas do A. aegypti também esta citada na literatura. Granados et al., 2001, descreveu a agdo
de uma mistura rica em acetogeninas obtida das sementes de Annona aff. spraguei frente as
larvas deste mosquito entretanto, ndo identificou quais as acetogeninas eram responsaveis
pela atividade.
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II1.3 — Reavaliacao Estrutural das Emotinas A, B, F, I, Emotinol-1 e Emotinol-2

I11.3.1 — Emotina A

A substancia emotina A foi isolada como cristais em forma de agulhas de cor branca
(p.f. 77-78°C, éter etilico + n-hexano) e teve sua composi¢ao quimica determinada por
espectrometria de massas e analise elementar como C16H220,4 (DE OLIVEIRA et al., 1974).

O espectro de RMN de hidrogénio (Figura 53, p. 136) a 500 MHz da emotina A, em
CDCl3, ¢ um espectro de primeira ordem. A regido mais desprotegida mostra a presenga de
dois dupletos relativos a dois hidrogénios aromaticos em & 7,54 (1H, d, J = 7,88 Hz) e 6 7,42
(1H, d, J = 7,88 Hz). O vaor da constante de acoplamento J indica um acoplamento do tipo
orto entre esses hidrogénios. A maioria dos atomos de hidrogénio dessa molécula tem
deslocamento quimico na regido entre 6 2,0 e 5,0 ppm. Nesta regido sao encontrados dois
dupletos, 6 4,92 (J = 15,13 Hz) e 6 4,79 (J = 15,13 Hz) atribuidos a dois hidrogénios
oximetilénicos, cuja constante de acoplamento J = 15,13 Hz indica um acoplamento geminal
entre esses nacleos. Seguem-se dois sinais smples e largos em 6 4,58 e 6 4,49 cada um
integrado para um atomo de hidrogénio. O espectro de hidrogénio mostra ainda um dupleto
largo em ¢ 4,43 (1H), com uma constante de acoplamento J = 12,61 Hz caracteristica de
acoplamento axial-axia, que foi atribuido a um hidrogénio carbindlico; dois simpletos, sendo
um caracteristico de um grupo metoxila em ¢ 3,50 (3H) e 0 outro em 6 2,31 (3H) pertencente
a um grupo metila; dois duplos dupletos, um em 6 3,03 (1H, J = 4,73 Hz e 17,02Hz) e 0
segundo em 6 2,55 (1H, J = 12,61 Hz e 17,02 Hz). A constante de acoplamento J= 17,02 Hz
indica um acoplamento geminal entre eles. Naregiao de maior prote¢do observamos um triplo
dupleto em 6 2,20 (1H, J = 4,73 Hz e 12,61 Hz). A constante de acoplamento no valor de
12,61 Hz ¢ geralmente observada para um acoplamento axial-axial. A regido de maior
protecdo revela a existéncia de dois sinais simples em 61,44 (3H) eem 6 1,31 (3H) referentes
aos dois outros grupos metilas namolécula (Tabela 27, p. 135).

A analise dos espectros de RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT 90° (Figura 54, p.
137), obtidos em CDCl3, permitiu verificar um total de 16 sinais correspondentes aos 16
atomos de carbono para a emotina A. Destes, seis sdo quaternarios, quatro sdo metinicos, dois
S0 metilénicos e quatro sdo metilicos (Tabela 27 p. 135). Os valores de deslocamento
guimico confirmam entre os seis carbonos quaternarios a presenga de um carbono carbonilico

(0 200,24) quatro carbonos aromaticos (6 141,28; 6 139,82; 6 135,48 e 6 126,49) e um
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carbono saturado oxigenado (6 72,73). Os sinais observados em ¢ 135,59 e em ¢ 125,27
foram atribuidos aos 4tomos de carbonos aromaticos metinicos (DEPT 90°). Os sinais em §
76,15 e em ¢ 50,37 foram atribuidos aos dois carbonos metinicos saturados existentes na
molécula. O carbono em & 76,15 esta ligado a um atomo de oxigénio. Os sinais observados
em 6 29,10 e em 6 72,66 Ao referentes a dois grupos metilénicos saturados sendo um
oxigenado (6 72,66). Os grupos metilas apresentam um sinal em & 58,84 que ¢ atribuido ao
grupo metoxila, um em 6 19,51 conectado ao nticleo aromatico ¢ os dois restantes em 6 23,96
e ¢ 27,81 conectados a um carbono saturado que possui um atomo de oxigénio.

O mapa de contornos HMQC (Figura 55 p. 138) mostra todos os acoplamentos direto
carbono-hidrogénio como indicado na Tabela 27 p. 135. Esse mapa confirma o acoplamento
geminal entre os hidrogénios em ¢ 4,92 e em 64,79 uma vez que ambos encontram-se ligados
ao carbono em ¢ 72,66. Os hidrogénios cujos sinais se apresentaram simples e largos em &
4,58 (1H) e em 6 4,49 (1H) ndo apresentam acoplamento no mapa de contornos HMQC com
quaisquer dos carbonos da molécula e foram atribuidos a hidrogénios dos grupos hidroxilicos.
O dupleto largo em 6 4,43 atribuido a um hidrogénio carbindlico mostra um acoplamento com
0 carbono metinico cujo sinal se encontra em o 76,15. Os hidrogénios metilicos com sinais em
0231, emd 1,31 eem 1,44, encontram-se acoplados respectivamente aos carbonos com
sinais em ¢ 19,51, 27,85 e 23,96 e o hidrogénio metoxilico cujo sinal se encontra em ¢ 3,50
possui um acoplamento com o carbono com sinal em 6 58,84. O hidrogénio com sinal sob a
forma de um triplo dupleto em & 2,20 esta acoplado ao carbono metinico com sinal em &
50,37. Os hidrogénios aromaticos com sinais em 6 7,54 e 6 7,42 estdo acoplados aos carbonos
CUjos sinais se encontram em 6 125, 27 e em ¢ 135,59, respectivamente. Os hidrogénios com
sinais sob a forma de duplo dupleto em 6 3,03 e em 6 2,55 encontram-se acoplados ao
carbono com sinal em ¢ 29,10.

O mapa de contornos COSY da emotina A (Figura 56 p. 139; Tabela 27 p. 135)
mostra que o hidrogénio carbindlico H-2 cujo sinal é o dupleto em & 4,43 (J = 12,61 Hz)
possui um acoplamento fraco com o hidrogénio hidroxilico (5 4,58 §l), e um acoplamento
com o0 H-3 (6 2,20 td, J = 12,61 Hz e 4,73 Hz). O H-3 em ¢ 2,20 acopla ainda com os
hidrogénios em ¢ 3,03 (dd, 17,02 Hz, 4,73 Hz, H-4quase aia) € €M 6 2,53 (dd, 17,02 Hz, 12,61
Hz, H-4qguasequaorial),- Portanto H-3 possui um J H-3-H-4 de 12,61 Hz e outro de 4,73Hz e J H-
3-H-2 de 12,61Hz o que evidencia que H-3 e H-2 estio em posigdo quase-axial. Os
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hidrogénios com sinais em & 3,03 e 6 2,53 possuem uma constante de acoplamento geminal
de 17,02 Hz. Esta seqiiéncia indica que ha na molécula um grupo -CHOH-CH-CH,—.

Os acoplamentos no mapa de contornos HMBC (Figura 57 p. 140; Tabela 27 p. 135)
do grupo carbonila com os hidrogénios H-2 e H-3 indicam a carbonila numa posi¢ao o ao
grupo CHOH (C-2). A seqiiéncia CHOH-CH-CH,- foi determinada pelo mapa de contornos
COSY e assim passamos a ter a seqiiéncia -CO-CHOH-CH-CH,- com a carbonila na posi¢ao
1. O mapa de contornos HMBC mostra também um acoplamento entre o carbono quaternario
oxigenado a ¢ 72,73 com os hidrogénios em 6 4,43 (H-2), 6 2,20 (H-3), 6 3,03 (H-4quase-axial),
0 2,53 (H-4quase-quatorial) € 0S hidrogénios metilicos em ¢ 1,31 e 6 1,44 indicando no carbono-3
a presenca de um grupo hidroxiisopropila (—-COH(CHs),). Observa-se ainda no mapa de
contornos HMBC o acoplamento entre o carbono metilénico em 6 72,66 e 0s hidrogénios em
0 7,54 (d, aromatico) e em 6 3,50 (metoxilico) e um acoplamento entre o carbono metilico em
0 19,51 e o hidrogénio aromatico em ¢ 7,42 (d), dessa forma, os dois hidrogénios aromaticos
estdo em posigdo orto (como indicado pelo espectro de hidrogénio com J = 7,88 Hz e pelo
COSY), com o hidrogénio em 6 7,54 possuindo umarelagido orto ao grupo metilenometoxi e o
hidrogénio em ¢ 7,42 orto ao grupo metila com um arranjo do tipo mostrado em a, eliminando

outras duas possibilidades que poderiam ser postuladas (b e c).

CH30CH, CH30CH, H
H HsC
3 HI |
X
CH3
CHj
a

H b CH,OCH3

O valor da constante de acoplamento extraido a partir da analise dos dados de RMN de

hidrogénio, para os hidrogénios H-2 e H-3 (J = 12,61) indica uma relacdo trans-diaxial, e,
portanto os substituintes em C-2 e C-3 guardam uma relagio frans-diequatorial entre si. Esta
Situagdo deve corresponder a uma conformagdo mais favorecida em que os substituintes em
C-2 e C-3 ocupam posicdes quase equatoriais em qualquer uma das duas configuragdes
enantioméricas possiveis. A analise detalhada dos espectros de RMN uni- e bidimensionais

permitiu indicar paraaemotina A a estrutura 1 ou sua antipoda optica 2.
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De acordo com a literatura a emotina A tem a configuragdo C-3 S e C-2 R (DE
OLIVEIRA et al., 1976) e dessa forma, a estrutura da emotina A deve ser a estrutura 1
confirmando a proposta descrita na literatura (DE OLIVEIRA et al., 1976).
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Tabela 27 - Dados de RMN da Emotina A em CDCl;

Posicio "H J em Hz COSY B¢ HMBC
1 - - - 200,24 2,20; 4,43
2 4,43d 1H 12,61 2,20; 4,58 76,15 2,20; 2,53; 3,03
3 2,20 td 1H 12,61; 4,73 2,53; 3,03; 4,43 50,37 1,31; 1,44; 2,53; 3,03; 4,43
4 eq-3,03dd 1H;  17,02; 4,73 2,20; 2,53 29,10 2,20; 4,43
ax-255dd 1H  17,02;12,61 2,20; 3,03
4a - - - 141,38 2,31; 2,53; 3,03; 7,42
5 - - - 126,49 2,31; 2,53, 3,03; 7,42; 7,54
7,42 d 1H 7,88 2,31; 7,54 135,59 2,31; 7,54
7,54d 1H 7,88 7,42 125,27 4,79; 4,92
8 ) - - 139,82 4,79; 4,92; 7,42
8a - - - 135,48 2,53; 3,03; 4,79; 4,92
9 - - - 72,73 1,31; 1,44; 2,20; 2,53; 4,43
10 (11) 1,31s3H - - 27,85 1,44
11 (10) 1,44 s3H - - 23,96 1,31; 2,20
12 2,31s3H - 7,42 19,51 7,42
13 4,92d 1H; 15,13 4,79 72,66 3,50; 7,54
13 4,79d 1H 15,13 4,92
14 3,50s3H - - 58,84 4,79; 4,92
OH-2* 4589 1H - 12,61 - -
OH-9* 4,49s1H - - - -

135

*QO espectro de HMQC mostrou que os sinais desses hidrogénios nio se acoplam a sinais de carbono; q=quase-equatorial; ax=quase-axial
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Figura 53 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCl; a 500 MHz da substincia Emotina A, padrao interno TMS
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Figura 54 — Espectros de RMN de carbono, DEPT 135° ¢ DEPT 90° em CDCl; a 125 MHz da

substincia Emotina A, padrio interno TMS

Josiane Luna



Cap. I11. Resultados e Discussio 138

Figura 55 — Mapa de contornos HMQC da substincia Emotina A
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Figura 56 — Mapa de contornos COSY da substincia Emotina A
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Figura 57 — Mapa de contornos HMBC da substincia Emotina A
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I11.3.2 -Emotinas Be F

A emotina B foi isolada como cristais em forma de agulhas de cor branca (p.f. 138-
140°C, etanol) e a emotina F foi isolada sob a forma de um solido de cor branca (p.f. 99-
101°C, éter etilico + n-hexano).

As emotinas B e F guardam entre s uma estreita relagao estrutural, que se traduz pela
semelhanga entre os seus espectros de RMN de hidrogénio (Figuras 58 p. 144 e 63 p. 150;
Tabelas 28 p. 143 e 29 p. 149) e RMN de carbono, DEPT 135° e 90° (Figuras 59 p. 145 e
64; p. 151; Tabelas 28 p. 143 e 29 p. 149). Esses espectros, por sua vez, relacionam-se
aqueles da emotina A, confirmando a semelhanga entre as estruturas dessas substancias.

A semelhanga entre os espectros de RMN de hidrogénio, obtidos a 500 MHz, dessas
duas substancias ¢ muito grande. Dentre as fei¢des espectrais comuns citam-Se a presenca de
sinais relativos a seis hidrogénios do grupo 2-hidroxiisopropila, adois hidrogénios aromaticos
vicinais e a quatro hidrogénios aliciclicos (dois hidrogénios metilénicos diastereotopicos e
dois hidrogénios metinicos, sendo um deles carbindlico), de modo analogo a emotina A. A
emotina B apresenta ainda sinais devidos a quatro hidrogénios de dois grupos oximetilénicos
e um sinal relativo a um grupo metoxila, ja a emotina F apresenta sinais relativos a dois
grupos metilas aromaticos e ndo apresenta sinais relativos a hidrogénios oximetilénicos.

Os espectros de RMN de carbono confirmam a existéncia de um anel aromatico
conjugado a uma carbonila como na emotina A. Para a emotina B, os mapas de contorno
HMQC, COSY e HMBC também foram analisados (Figuras 60 p. 146, 61 p. 147 e 62, p.
148; Tabela 28, p. 143) e os acoplamentos a longa distancia vistos no mapa de contornos
HMBC do hidrogénio em & 4,91 (conectado ao carbono metilénico em & 72,66) com 0s
carbonos em ¢ 58,89 (metoxila), em & 125,27, em ¢ 141,77 e em 6 200,09 (carbonila) e entre
o carbono metilénico em 6 72,66 com os hidrogénios do grupo metoxilico em & 3,51 e com 0
hidrogénio aromatico em ¢ 7,63 indicam o CH; ad 72,66 ligado ao grupo OCH3 e ao carbono
na posi¢ao 8 (6 141,77) e os acoplamentos entre o hidrogénio com sinal em ¢ 4,73 com 0s
carbonos cujos sinais encontram-se em 6 133,43 e em 6 137,66 indicam que o grupo CH,OH
esta conectado ao carbono 5.

Os dados de HMQC, COSY e HMBC para a emotina F podem ser vistos nas Figuras
65 p.152, 66 p.153 e 67 p.154 e Tabela 29, p. 149. A carbonila em 6 200,27 mostra uma
correlagdo vista no mapa de contornos HMBC com os hidrogénios metilicos em ¢ 2,60 cujo

carbono foi observado em 6 22,20. Este grupo metila possui acoplamento a longa distancia
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com o hidrogénio em 6 7,05 (H-7) o que indica a presenga desse grupo metila na posi¢do 8. O
acoplamento entre o hidrogénio em 6 2,27, que corresponde ao segundo grupo metila no anel
aromatico, com os carbonos em ¢ 134,36 (C-5); 6 141,25 (4a) e em 6 135,09 (6) indicam o
grupo CH3 ligado ao carbono 5.

De Oliveiraet al. (1976) converteu aemotina A na emotina F através de hidrogenolise
e as curvas de dispersio optica rotatoria (DOR) foram superponiveis mostrando que as
emotinas A e F possuem a mesma configuragao relativa (DE OLIVEIRA et al., 1976).

A anilise dos espectros de RMN de hidrogénio, RMN de carbono, DEPT 135° e
DEPT 90°, juntamente com os dados bidimensionais dos mapas de contornos HMQC, COSY,
HMBC e NOESY permitiram confirmar para as emotinas B e F as estruturas abaixo. Os dados
extraidos dos espectros bidimensionais das emotinas B e F podem ser vistos nas Tabelas 28
p. 143 €29, p. 149.

HaCO

CHy 11CH;
12

Emotina B Emotina F

A analise por RMN unidimensional e bidimensional confirmou para as emotinas A, B
e F as estruturas ja propostas na literatura. Apenas algumas modificagdes nos valores dos
deslocamentos quimicos foram observadas. Os valores de & em ppm para os hidrogénios 6 e 7
da emotina A foram invertidos e os valores de deslocamentos quimicos para os carbonos 4,
4a, 5 e 8a também ndo coincidiram com os valores atribuidos nas referéncias citadas (DE

OLIVEIRA et al., 1974; DE OLIVEIRA et al., 1976).
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Tabela 28 - Dados de RMN da Emotina B em CDCl;

Posi¢io 'H J em Hz COSY B¢ HMBC
1 - - - 200,09 2,09, 2,63; 3,19; 4,41; 454; 491; 7,63
2 4,41 dd 1H 12,61;2,2 2,09; 4,54 76,30 2,09; 2,63; 3,19; 4,54
3 2,09 td 1H 12,61; 473  2,63:319:441 50,59 1,29; 1,42; 2,63; 3,19; 4,41; 4,54
4 e-319dd1H 17,02 4,73 2,09; 2,63 27,75 2,09; 4,41; 7,63
ax-2,63dd1H  17,02; 12,61 2,09; 3,19
4a - - - 141,50 2,09; 2,63; 3,19
5 - - - 137,66 2,63; 3,19; 4,73; 7,63
7,635 1H 7,88 - 133,43 2,63; 4,73; 7,63
7,63s1H 7,88 - 125,27 4,73:4,91; 7,63
8 ] - - 141,77 4,73, 491; 7,63
8a - - - 126,69 2,63; 3,19; 4,73; 4,91; 7,63
9 - - - 72,87 1,29; 1,42; 2,09; 2,63; 3,19; 4,41
10 (11) 1,29 s 3H - - 27,70 2,09; 1,42
11 (10) 1,42 s3H - - 23,97 2,09; 1,29
12 4,73d 1H 14,0 4,69 62,72 7,63
12’ 4,69d1H 14,0 4,73
13 4,91d1H 15,13 4,73 72,66 3,51; 7,63
13 4,73d 1H 15,13 4,91
14 3,51 s3H - - 58,89 4,73, 491
OH-2* 454d 1H 2,2 4,41 - -
OH-9* 4,47 s1H - - -

*O espectro de HMQC mostrou que os sinais desses hidrogénios ndo se acoplam a sinais de carbono; eq=quase-equatorial; ax=quase-axial
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Figura 58 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia Emotina B, padrio interno TMS
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Figura 59 — Espectros de RMN de carbono, DEPT 135° ¢ DEPT 90° em CDCl; a 125 MHz da

substiancia Emotina B, padrio interno TMS
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Figura 60 — Mapa de contornos da substincia Emotina B
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Figura 61 — Mapa de contornos COSY da substincia Emotina B
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Figura 62 — Mapa de contornos HMBC da substincia Emotina B
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Tabela 29 - Dados de RMN da Emotina F em CDCl;

Posi¢io 'H J em Hz COSY B¢ HMBC
1 - - - 200,37  2,16; 2,49; 2,60; 2,99; 4,38; 4,69; 7,05
2 438dd1H  12,61;3,15 2,16; 4,69 76,09 2,16; 2,49; 2,99; 4,69
3 216td1H  12,61;514 1,43(f); 299438 50,22 1,30; 1,43; 2,49; 2,99; 4,38; 4,69
4 e-2,99dd 1H  17,34; 5,04 2,16; 2,49 29,03 1,30; 2,16; 4,38; 7,27
ax-249dd 1H 17,34: 12,61 2,16; 2,99
4a - - - 141,25 2,16: 2,27; 2,49; 2,99; 7,27
5 - - - 134,36 2,27; 2,49; 2,99; 7,05
7,27d 1H 75 2,27 (f); 7,05 135,09 2,27; 7,05
7,05d 1H 75 2,60 (f); 7,27 130,09 2,60; 7,27
8 - - - 138,96 2,60; 7,27
8a - - - 127,97 2,49; 2,60; 2,99; 4,38; 7,05; 7,27
9 - - - 72,74 1,30; 1,43; 2,16; 2,49; 2,99; 4,38; 4,57
10 (11) 1,30 s3H - 4,57 (f) 27,81 1,43; 2,16; 4,57
11 (10) 1,43 s3H - 2,16 (f) 23,94 1,30; 2,16
12 2,27s3H - 7,27 (f) 19,41 7,27
13 2,60s3H - 7,05 (f) 22,20 7,05
OH-2* 4,69d1H 3,15 4,38 - -
OH-9* 457s1H - 1,30 (f) - -

*O espectro de HMQC mostrou que os sinais desses hidrogénios néo se acoplam a sinais de carbono; eq=quase-equatorial; ax=quase-axial;

f (fraco)
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Figura 63 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCl; a 500 MHz da substincia Emotina F, padrio interno TMS
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Figura 64 — Espectros de RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT 90° em CDCl; a 125 MHz da

substincia Emotina F, padrio interno TMS

Josiane Luna



Cap. l1l. Resultados e Discussio 152

Figura 65 — Mapa de contornos HMQC da substincia Emotina F
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Figura 66 — Mapa de contornos COSY da substincia Emotina F
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Figura 67 — Mapa de contornos HMBC da substincia Emotina
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I11.3.3 — Emeotina I

A substancia emotina I foi isolada como cristais em forma de agulhas de cor vermelha
(p.f. 192-194°C), seu espectro na regido do infravermelho, obtido em solugdo de KBr,
(Figura 68, p. 157) revelou a presenca de uma banda caracteristica de grupo OH (3450-3430
cm'), de grupo carbonilico (1635 cm™) e bandas de sistema aromatico (1620, 1560, 1475 ¢
1440 cm™).

O espectro de RMN de hidrogénio (Figura 69, p. 159) a 500 MHz da emotina |, em
CDCl3, é um espectro de primeira ordem. A regido de campo baixo mostra a presenga de
guatro sinais ssimples em 612,46 (1H), 69,81 (1H), 6 7,18 (1H) e 6 3,77 (1H) e trés sinais de
hidrogénios aromaticos, sendo dois dupletos em ¢ 7,98 (1H) e & 7,38 (1H), com uma
constante de acoplamento J = 8,0Hz sugerindo um acoplamento do tipo orto entre eles, e um
sinal smples em 6 7,71 (1H). A regido de campo mais protegido apresenta dois sinais
simples, um em 6 2,83 (3H) e outro em & 1,85 (6H), ambos caracteristicos de grupos metilicos
(Tabela 30, p. 158).

O mapa de contornos COSY 'H-'H daemotinal (Figura 70 p. 160; Tabela 30 p. 158)
mostra que o hidrogénio cujo sinal ¢ um dupleto em & 7,98 (J = 8,0 Hz) possui um
acoplamento com o hidrogénio em 6 7,38 (d, J = 8,0 Hz) e um acoplamento com o hidrogénio
metilico aromatico (o 2,83). O hidrogénio em o 7,38 acopla ainda com o hidrogénio
carbonilico (6 9,81) que também acopla com o hidrogénio hidroxilico em & 12,46. Foi
também observado um acoplamento escalar entre os hidrogénios aldeidico e hidroxilico em &
12,46, através do oxigénio carbonilico, sugerindo a presenga de uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular. Evidéncia adicional da ligagdo de hidrogénio foi obtida através de um
experimento VT (Figura 71, p. 161) a baixa temperatura, baseado na analise das mudancas de
deslocamento quimico dos hidrogénios aldeidico e hidroxilico a baixa temperatura.

A analise dos espectros de RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT 90°, obtidos em
CDCl3, permitiu verificar paraaemotina | um total de 14 sinais correspondentes a 15 atomos
de carbono (Figuras 72 p. 162, 73 p. 163 e 74 p. 164; Tabela 30 p. 158). Destes, oito Sio
quaternarios, quatro sdo metinicos e trés sao metilicos. Os valores de deslocamento quimico
sugerem a presenca de uma carbonila caracteristica de aldeido (6 197,36), dez carbonos
aromaticos sendo sete quaternarios (0 147,86; & 142,67, 6 140,49; 6 136,28; 6 129,32; &
128,90 e 6 120,00) e trés metinicos (0 143,38; & 124,02 e ¢ 113,32), um carbono saturado

oxigenado (o 73,07), um grupo metila aromatico (6 21,70) e dois grupos metilicos alifaticos
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em ¢ 29,62 provavelmente ligados ao carbono oxigenado (6 73,07), indicando a existéncia de
um grupo hidroxiisopropila comum nas emotinas.

O mapa de contornos HMQC (Figura 75, p. 165) mostra os acoplamentos direto
carbono-hidrogénio como indicado na Tabela 30, p. 158 O hidrogénio em 6 9,81 esta
conectado ao carbono carbonilico e ndo ha acoplamento entre os hidrogénios em & 12,46
(1H), 67,18 (1H) e 6 3,77 (1H) e qualquer dos atomos de carbonos da molécula, o que sugere
gue eles sgjam de grupos hidroxilicos.

O mapa de contornos HMBC (Figura 76 p. 166; Tabela 30, p. 158) mostra uma
correlagio entre o carbono em 6 124,02 (conectado ao hidrogénio em 6 7,38) e 0s hidrogénios
metilicos em ¢ 2,83; entre o carbono em ¢ 143,38 (conectado ao hidrogénio em 6 7,98) e 0
hidrogénio aldeidico em ¢ 9,81; entre o carbono carbonilico em & 197,36 e o hidrogénio
aromatico em 6 7,98 e entre o carbono metilico em ¢ 21,70 com o hidrogénio aromatico em &
7,38, 0 que indica que os sinais em 6 124,02 e ¢ 143,38 correspondem aos carbonos 6 e 7 e
ainda que a carbonila em ¢ 197,36 esta conectada ao carbono na posi¢do 8 e o grupo metila
em & 21,70 esta ligado ao carbono na posi¢do 5. A existéncia da ligagao de hidrogénio sugere
a presenca do grupo hidroxila (6 12,46) peri a carbonila e portanto conectado ao carbono na
posi¢do 1. A correlagdo do carbono quaternario oxigenado (& 73,07) com as metilas aifaticas,
confirma a presenca de um grupo hidroxiisopropila e, a hipotese de biossintese para as
emotinas sugere gue este grupo esteja conectado ao carbono na posi¢ao 3 (DE OLIVEIRA et
al., 1974; 1976). Correlagdo entre o carbono em 6 136,28 e 0s hidrogénios metilicos alifaticos
em ¢ 1,85 indica que esse ¢ o carbono 3. O mapa de contornos HMBC mostra ainda uma
correlagdo entre o carbono em & 140,49 e o hidrogénio hidroxilico em & 7,18, e entre o
carbono em 6 142,67 e os hidrogénios em 6 7,71 (aromatico) e em 6 12,46 e 6 7,18
(hidroxilicos), isso sugere que os carbonos em & 140,49; 142,67 e 113,32 sio
respectivamente, os carbonos 1, 2 e 4 e que o hidrogénio hidroxilico em 67,18 é 0o OH-2.

O mapa de contornos NOESY (Figura 77 p. 167; Tabela 30 p. 158) mostra um
acoplamento entre o hidrogénio aromatico em ¢ 7,71 (H-4) com o sinal dos hidrogénios da
metila aromatica ligada ao carbono-5 (H-12) e com as metilas aifaticas confirmando que esse
¢ o hidrogénio 4 e o grupo hidroxiisopropila esta conectado ao carbono 3.

A reunido de todas essas informagdes permitiu indicar para a emotina I a estrutura da
pagina seguinte. Os valores de deslocamentos quimicos dos demais carbonos foram

determinados com base nas correlagdes obtidas no mapa de contornos HMBC.
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+ -
OniH

CHs 11CHs
12
Emotina I com Ligacio de Hidrogénio

Emotina I

Figura 68 — Espectro na regido do infravermelho da substincia emotina I em KBr
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Tabela 30 - Dados de RMN da Emotina I em CDCl;

158

Posi¢io H Jem Hz COSY B¢ HMBC NOESY
1 - - - 140,49 7,18 -
2 - - - 142,67 7,18; 7,71; 12,46 -
3 - - - 136,28 7,18; 1,85 -

4 7,71 s1H - - 113,32 - 1,85; 2,83
da - - - 129,32 9,81 -
- - - 128,90 2,83;7,38 -

7,38d 1H 8,00 7,98 124,02 2,83 2,83; 7,98

7,98d 1H 800 738,981 14338 9,81 7,38; 9,81
8 - - - 120,00 7,71;7,98; 9,81 -
8a - - - 147,86 2,83;7,71; 7,98 -
9 - - - 73,07 1,85; 7,71 -

10, 11 1,85s6H - - 29,62 1,85 7,71
12 2,83 s3H - - 21,70 7,38 7,38; 7,71
13 9,81 s1H - - 197,36 7,98 7,98; 12,46

OH-1*  1246s1H - - - - 9,81

OH-2* 7,18 s1H - - - - 3,77

OH-9* 3,77 s1H - - - - 7,18

*QO espectro de HMQC mostrou que os sinais desses hidrogénios ndo se acoplam a sinais de carbono. f=fraco
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Figura 69 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substincia emotina I, padrao interno TMS
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Figura 70 — Mapa de contornos COSY da substiancia emotina I
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Figura 71 - Experimento VT a diferentes temperaturas da substincia emotina
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Figura 72 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substiancia emotina I, padrao interno TMS
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Figura 73 — Espectro de DEPT 135° da substincia emotina I
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Figura 74 — Espectro de DEPT 90° da substincia emotina I
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Figura 75 — Mapa de contornos HMQC da substincia emotina I
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Figura 76 — Mapa de contornos HMBC da substincia emotina I
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Figura 77 — Mapa de contornos NOESY da substincia emotina I

Josiane Luna



Cap. 1. Resultados e Discussio 168

A substancia emotina I foi ativa no ensaio contra as larvas do mosquito A. aegypti com
um valor de CL s, = 11,70 pg.mL™. O s resultados dos testes de atividade estio descritos
Tabelas 31 e 32.

Tabela 31 — Atividade da emotina I contra as larvas do mosquito A. aegypti

Organismo Teste B. glabrata
Concentracio (ug.mL™) 20,0 150 12,5 10,0 50
% de Mortalidade 90 70 53 40 23

Tabela 32 — Valores de concentracoes letais da emotina I contra as larvas do A. aegypti

Organismo Teste B. glabrata (p,g.mL'l)
CL1o 6,47
Clso 11,70
ClLoo 21,15

II1.3.4 — Emotinol-1

A substancia emotinol-1 foi isolada como cristais em forma de agulhas de cor branca
(p.f. 121-123°C, éter sulftrico + n-hexano) e seu espectro naregiao do infravermelho, obtido
em solu¢ao de KBr (Figura 78 p. 171), revelou a presenga de uma banda caracteristica de
grupo OH (3430-3330 cm™) e C = CH; (3050 cm™). O espectro de massas do emotinol-1
revelou os picos m/z 220 (5%), 202 (2%), 161 (5%), 59 (100%) e 41 (40%).

O espectro de RMN de hidrogénio (Figura 79 p. 173) a 500 MHz dessa substancia
mostra a presenca de dois simpletos largos relativos a hidrogénios de um grupo metileno
olefinico em 6 4,91 e 6 4,70, um gquinteto referente a um hidrogénio carbinolico em 6 4,21
com uma constante de acoplamento igual a 3,0 Hz, o que evidencia esse hidrogénio em
posi¢do equatorial rodeado de dois grupos CH»- e portanto o grupo hidroxila em axial, dois
sinais simples de grupos metilicos sendo um em & 0,96 (3H) (grupo metila conectado a
carbono de jungio de anel) e outro em 6 1,24 (6H, grupo hidroxiisopropila) e sinais na regiao
mais protegida entre 6 1,20-2,42 (6 2,42 (2H); 1,84; 1,77; 1,69; 1,61; 1,60; 1,47; 1,40; 1,35;
1,26 e 1,20) (Tabela 33, p. 172).

A co-ocorréncia desse composto com as emotinas descritas anteriormente fez supor
gue 0 mesmo apresenta um esqueleto carbonico dos eudesmanos ja que aquelas tém esses
como precursores biogenéticos (DE OLIVEIRA et al., 1974; 1976).
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A analise dos espectros de RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT 90° (Figuras 80, p.
174, 81 p. 175 e 82 p. 176; Tabela 33, p. 172), obtidos em CDCl3, revelou um total de 15
sinais relativos aos 15 atomos de carbono existenteS nessa substancia, dos quais trés sdo
quaternarios, trés sao metinicos, seis sdo metilénicos e trés sdo metilicos. Os valores dos
deslocamentos quimicos indicam entre os carbonos quaternarios a presenga de um carbono
carbindlico (& 73,28) e de um carbono com hibridizagdo sp?® (6 147,16) que forma uma dupla
terminal com o carbono metilénico em & 109,28 e, entre os carbonos metinicos a presenga de
um carbono carbindlico em 6 69,71. Os carbonos metilicos apresentam um sinal em ¢ 19,00,
referente a uma metila ligada a um carbono de jungido de anel e os outros dois em 6 27,70 e
em 6 27,52 ligados a carbono saturado que possui oxigénio, indicando a existéncia de um
grupo hidroxiisopropila na molécula, o que ¢ confirmado por espectrometria de massas
através do pico m/z 59 [(CHs).C ="OH]. Esses dados permitiram calcular um indice de
deficiéncia de hidrogénio igual a trés para o emotinol-1, sendo uma ligagdo dupla carbono-
carbono e dois anéis alifaticos, e indicar para essa substancia a formula molecular C15H260;
com pico m/z 220 referente ao fragmento formado através da perda de uma molécula de agua
do ion molecular.

O mapa de contornos HMQC (Figura 83, p. 177) mostra os acoplamentos direto

carbono-hidrogénio como indicado na Tabela 33 p 172.

15
CHs
9
0 8
12
5 CHs
11
CHs CHs
14 13

Esqueleto Eudesmano

O mapa de contornos COSY 'H-'H (Figura 84 p. 178) para o emotinol-1 mostra que o
hidrogénio com sinal em ¢ 1,47 acopla com o hidrogénio cujo sinal ¢ visto em & 1,77
(acoplamento geminal) e com o hidrogénio carbindlico com sinal em 6 4,21 (acoplamento
vicinal), esse ultimo por sua vez, acopla também com o hidrogénio cujo sinal encontra-se em
0 2,42 (2H). O hidrogénio em ¢ 2,42 possui ainda uma correlagdo fraca com hidrogénio
olefinico cujo sinal ¢ encontrado em ¢ 4,91. Este nucleo em ¢ 4,91 apresenta também uma

correlagdo com o hidrogénio olefinico com sinal em ¢ 4,70 (acoplamento geminal) indicando
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a presenca de um grupo R—CH,-CH(OH)-CH>—(R;)C=CH, e confirmando o carbono
carbindlico entre dois grupos CH,- como sugerido pelo espectro de hidrogénio. O mapa de
contornos COSY evidencia ainda uma correlacdo entre o hidrogénio em 6 1,26 com 0s
hidrogénios em ¢ 1,69 (acoplamento geminal), em 6 1,84 (metinico) ¢ em ¢ 1,40 (metinico).
O hidrogénio em & 1,40 acopla também com os hidrogénios em & 1,60 e em § 1,20 que
acoplam entre si. Ha ainda uma correlagdo entre o hidrogénio em 6 1,20 e 0 hidrogénio em &
1,61 e deste ultimo com o hidrogénio em 6 1,35 (acoplamento geminal) (Tabela 33 p. 172)
indicando a existéncia de um grupo R—-CH(R;)-CH,-CH(R2)-CH,-CH,-R3;. Como citado
acima, o hidrogénio metinico em 6 1,84 possui apenas um acoplamento com o hidrogénio em
01,26 e por isso foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono da jungdo de anel (6 50,64), ja
0 hidrogénio metinico em ¢ 1,40 esta vizinho a dois grupos —CH, e foi assim atribuido ao
hidrogénio ligado ao carbono que esta conectado ao grupo hidroxiisopropila (5 49,71).

O mapa de contornos HMBC (Figura 85 p. 179) evidencia um acoplamento entre o
carbono em 6 50,64 (ligado ao hidrogénio em 6 1,84) com os hidrogénios em ¢ 1,47; 2,42;
4,91; 4,70 e 0,96 indicando que esse carbono ¢ o carbono metinico da jungdo de anel, entre o
carbono metilico em ¢ 19,00 (ligado ao hidrogénio em ¢ 0,96) e o0s hidrogénios em & 1,77,
1,61 e 1,35 e também entre o carbono quaternario em 6 36,21 com 0s hidrogénios em 61,77 e
0,96 (grupo metilico) indicando que este ¢ o carbono quaternario da jung@o de anel conectado
a um grupo metila e a dois grupos metilénicos. Esse mapa mostra ainda uma correlagdo dos
hidrogénios metilicos em & 1,24 com o0s carbonos em & 49,71 (metinico), & 73,28
(carbindlico) e ¢ 27,70 e 6 27,52 (carbonos metilicos) o que confirma a existéncia de um
grupo hidroxiisopropila conectado ao carbono metinico em 649,71 ligado ao hidrogénio em &
1,40, entre outros acoplamentos (Tabela 33 p. 172). A presenca do grupo hidroxiisopropila
foi observada também no espectro de massas pela presenga do pico m/z 59.

Os dados extraidos dos espectros de ressonancia magnética nuclear unidimensional ¢
bidimensiona para o emotinol-1 estio de acordo com o arranjo de um esqueleto do tipo
eudesmano contendo dois grupos hidroxilas, sendo um locaizado no carbono 2 e o outro no
carbono 11, e umaligagdo dupla entre os carbonos 4 ¢ 14.

A estereoquimica no carbono-2 foi deduzida a partir da observagdo do sinal do
hidrogénio carbindlico, este se apresenta como um quinteto com uma constante de
acoplamento de 3,0 Hz o que caracteriza um hidrogénio em equatorial e, portanto, o grupo
hidroxila em axial. O deslocamento do grupo metila em C-10 (5 19,00) caracteriza uma

jun¢ao trans, com o grupo metilaem C-10 e o hidrogénio em C-5 em axial (OLIVEIRA et al.,
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2000). No 10-epijunenol, um raro exemplo de eudesmano cis o valor do deslocamento

quimico para o carbono correspondente a este é de 6 28,2 (THOMAS et al., 1976).
*C_:H3

CH,  OH CHy  x§=282

10-Epijunenol

O hidrogénio H-7 possui uma correlagdo espacial vista no mapa de contornos NOESY
(Figura 86 p. 180; Tabela 33 p. 172) com o hidrogénio H-5 da jungéo de anel, o que indica
gue esses hidrogénios encontram-se proximos no espago. Dessa forma, o hidrogénio-7
encontra-se em posi¢do axial com o grupo hidroxiisopropila em equatorial que ¢ a
configuragao mais comumente observada em sesquiterpenos do tipo eudesmano e ¢ a mesma
das emotinas A, B e F. Assim, o emotinol-1 possui a estrutura de um sesquiterpeno do tipo
eudesmano.

14CH, 13CH,

Emotinol-1

Figura 78 — Espectro na regido do infravermelho da substincia emotinol-1 em KBr
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Tabela 33 - Dados de RMN da Emeotinol-1 em CDCl;

172

Posicio 'H J;m COSY Pc HMBC NOESY
1 eq-1,77 - 1,47 48,16 0,96 0,96; 4,21
ax-1,47 1,77; 4,21 421
2 421(qt)y 3,0 1,47; 2,42 69,71 1,77; 2,42 1,47 (f); 1,77; 2,42
3 2,42 (2H) 4,70; 4,91(f) 44,91 1,47; 4,70; 4,91 1,84; 4,21; 4,91
4 - - 147,16 2,42 -
5 1,84 1,26 50,64  147;2,42; 4,70; 4,91; 0,96 1,40; 2,42
6 eq-1,69 1,26 25,07 - 1,24; 4,70
ax-1,26 1,40; 1,69; 1,84 4,70
7 1,40 1,20; 1,26; 1,60 49,71 1,24 1,84
8 e9-1,60 1,20; 1,40 41,45 1,77; 0,96 1,20
ax-1,20 1,40; 1,60 1,60
9 eq-1,61 1,35 22,00 - 1,35; 0,96
ax-1,35 1,20; 1,61 1,61; 0,96
10 - - 36,21 1,77; 0,96 -
11 - - 73,28 1,24 -
12+ 1,24 - 27,70 1,24 1,69
13* 1,24 - 27,52 1,24 1,69
14 eq-4,91 2,42 (f); 4,70 109,28 2,42 2,42; 4,70
ax-4,70 2,42; 4,91 1,26; 1,69; 4,91
15 0,96 - 19,00 - 1,35; 1,61; 1,77

f=fraco, * Esses sinais podem estar interconvertidos, ax=axial, eq=equatorial, gt=quinteto
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Figura 79 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substancia Emotinol-1, padrao interno TMS
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Figura 80 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substincia emotinol-1 , padrio interno TMS

Josiane Luna



Cap. Il1. Resultados e Discussio 175

Figura 81 — Espectro de DEPT 135° da substincia emotinol-1
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Figura 82 — Espectro de DEPT 90° da substincia emotinol-1
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Figura 83 — Mapa de contornos HMQC da substincia emotinol-1
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Figura 84 — Mapa de contornos COSY da substincia emotinol-1
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Figura 85 — Mapa de contornos HMBC da substincia emotinol-1
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Figura 86 — Mapa de contornos NOESY da substincia emotinol-1
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II1.3.5 — Emotinol-2

O emotinol-2 foi isolado como um dleo de cor amarelada. O espectro dessa substancia
na regido do infravermelho, obtido em solugdo de KBr (Figura, 87 p. 182), revelou a
presenca de uma banda caracteristica de grupo OH (3400 cm™). O espectro de massas do
emotinol-2 revelou os picos m/z 256 (1%, ion molecular), 220 (5%), 161 (5%), 59 (100%) e
41 (40%). Os espectros de RMN de hidrogénio a 500 MHz (Figura 88, p. 184; Tabela 34, p.
183) e RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT 90° a 125 MHz (Figuras 89 p. 185, 90 p. 186 €
91, p. 187; Tabela 34, p. 183) do emotinol-2 relacionam-se aqueles do emotinol-1 indicando
uma semelhanga estrutural entre essas substancias. Dentre as feigdes espectrais comuns no
espectro de hidrogénio citam-se a presenga de um sinal de hidrogénio carbinélico em & 4,29
com uma constante de acoplamento igual a 3,4 Hz, evidenciando esse hidrogénio em posigao
equatorial e conseqiientemente o grupo hidroxila em axial, um sinal de grupo metila em &
20,62 (ligado ao hidrogénio em & 1,14) conectado ao carbono de juncdo de anel em & 34,36
indicando um acoplamento do tipo trans na juncdo de anel e outros dois em & 28,06 e em &
26,84 de grupo hidroxiisopropila, confirmado por espectrometria de massas através do pico
m/z 59 [(CHs),C ="OH]. No entanto, o emotinol-2 nio apresenta sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos, mas apresenta um sinal correspondente a um grupo metilico em &
25,31 e outro de um carbono carhindlico em & 72,26 nao existentes no emotinol-1. O valor do
deslocamento quimico para o carbono metilico em 6 25,31 (ligado aos hidrogénios em ¢ 1,34)
nessa substancia indica que esse grupo deve estar ligado ao carbono quaternario carbinoélico.

O mapa de contornos COSY *H-'H (Figura 92, p. 188; Tabela 34, p. 183) para o
emotinol-2 mostra que o hidrogénio em ¢ 1,68 (2H) acopla com o hidrogénio em & 1,35
(acoplamento geminal) conectados ao carbono em & 47,06 (C-1) e com o hidrogénio
carbindlico em ¢ 4,29 (H-2) (acoplamento vicinal), esse ultimo por sua vez, acopla também
com os hidrogénios em 6 2,03 e em & 1,68 que possuem um acoplamento geminal entre si e
estdo conectados ao carbono em ¢ 48,83 (C-3). O mapa de contornos HMQC mostra todos 0s
acoplamentos direto carbono-hidrogénio (Figura 93, p. 189; Tabela 34, p. 183). O mapa de
contornos HMBC (Tabela 34, p. 183; Figura 94, p. 190) mostra uma correlagdo entre o
carbono carbinodlico quaternario em & 72,26 e os hidrogénios em ¢ 1,32; 1,34; 1,56; 1,68;
2,03; 4,29 indicando que esse ¢ o carbono-4 e confirmando sua ligagdo com a metila em &
25,31. O HMBC mostra ainda uma correlagao entre o carbono em 6 34,36 e o0s hidrogénios

metilicos em & 1,14 (conectados ao carbono em 6 20,62) evidenciando que esse ¢ o carbono
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da jungdo de anel e que o mesmo estd ligado a metila em 6 20,62 como indicado no inicio
dessa discussio.

O mapa de contornos NOESY (Figura 95, p. 191) mostra um acoplamento entre os
hidrogénios metilicos em ¢ 1,14 e aqueles em ¢ 1,34 indicando que a metila no carbono-4
encontra-se em posi¢do axial. A estereoquimica no carbono 4, grupo metila em axial, esta
coerente com as observagdes de que nessa situagdo o deslocamento quimico do carbono-14
ocorre em campo mais desprotegido do que quando 0 mesmo se encontra em equatorial, como
evidenciado na literatura (ZHENG et al., 2003; BOHLMANN et al., 1980). A reunido de

todas essas informagdes permitiu sugerir para o emotinol-2 a estrutura abaixo.

HO CH3 1$H3

Emotinol-2
Os dados de ressonancia magnética nuclear unidimensionais e bidimensionais das

substancias emotina I, emotinol-1 e emotinol-2 estdo sendo descritos pela primeira vez.

Figura 87 — Espectro na regido do infravermelho da substincia emotinol-2 em KBr
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Tabela 34 - Dados de RMN do Emeotinol-2 em CDCl;

Posicdo 'H Jem Hz COSY B¢ HMBC
1 eg-1,68 1,35; 2,03; 4,29 47,06 1,14, 2,03
ax-1,35 1,68 (f); 4,29
2 4,29 34 1,35; 1,68; 2,03 68,55 1,68; 2,03
€g-2,03 1,68; 4,29 48,83 1,35; 1,68
ax-1,68 1,35 (f); 2,03; 4,29
4 - - 72,26 1,32; 1,34, 1,56; 1,68; 2,03; 4,29
1,30 - 54,46 1,35; 1,68; 2,03; 1,14
eq-1,56 - 22,55 -
ax-1,32 -
1,37 - 50,30 1,22
1,96 (2H) 1,12 21,56 -
eg-1,47 1,12 45,29 1,14
ax-1,12 1,47, 1,96
10 - - 34,36 1,14
11 - - 73,56 1,22
12* 1,22 - 28,06 -
13* 1,22 - 26,84 -
14 1,34 - 25,31 -
15 1,14 - 20,62 -

*Esses sinais podem estar interconvertidos, ax=axial, eg=equatorial

183
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Figura 88 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCI; a 500 MHz da substancia Emotinol-2, padrio interno TMS
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Figura 89 — Espectro de RMN de carbono em CDCl; a 125 MHz da substiancia emotinol-2, padrao interno TMS
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Figura 90 — Espectro de DEPT 135° da substincia emotinol-2
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Figura 91 — Espectro de DEPT 90° da substincia emotinol-2
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Figura 92 — Mapa de contornos COSY da substincia emotinol-2
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Figura 93 — Mapa de contornos HMQC da substincia emotinol-2
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Figura 94 — Mapa de contornos HMBC da substincia emotinol-2
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Figura 95 — Mapa de contornos NOESY da substincia emotinol-2
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II1.4 — Avaliacio Estrutural do Composto XA

XA foi isolada como um solido de cor bege (p.f. 239°C, éter etilico) seu
espectro naregido do infravermelho, obtido em solug¢do de KBr, (Figura 96, p.194) revelou a
presenca de bandas caracteristicas de grupo OH (3502, 3456 ¢ 3412 cm™) e bandas
caracteristicas de sistema aromatico (1622, 1522, 1468, 1441 e 1387 cm'l). A analise
elementar revelou para essa substancia a seguinte composi¢do 62,67% de carbono, 4,21% de
hidrogénio e 33,12% de oxigénio indicando a formula minima CsH4O5.

O espectro de RMN de hidrogénio (Figura 97, p. 196; Tabela, 35 p. 195) de XA
obtido a 500 MHz mostrou a presen¢a de quatro dupletos com deslocamentos quimicOs
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em 6 6,78 (J = 8,2Hz), 67,00 (J = 1,7Hz); 65,97 (J
= 2,25Hz) e 6 594 (J = 2,25HZ) e um dupleto em 6 4,83, trés duplos dupletos: um
caracteristico de hidrogénio aromatico em & 6,82 (1,7Hz e 8,2Hz) e dois pertencentes a
carbono metilico em 6 2,88 (4,5Hz e 16,7Hz) e 6 2,76 (2,65Hz e 16,7Hz), um simpleto em &
4,83 e um simpleto largo em & 4,19 com deslocamentos quimicos caracteristicos de
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados. A multiplicidade dos sinais ¢ os valores das
constantes de acoplamento indicam que ha um acoplamento meta entre os hidrogénios em &
5,97 e 6 5,94, um acoplamento orto entre os hidrogénios em 4 6,82 e & 6,78, um acoplamento
entre os hidrogénios em & 6,82 e em & 7,00 e ainda um acoplamento gemina entre os
hidrogénios em 62,88 e 6 2,76.

A analise comparativa entre os espectros de RMN de carbono, DEPT 135° e DEPT
90° (Figuras 98, p. 197; 99 p. 198 e 100 p. 199; Tabela 35, p. 195) obtidos em metanal,
evidenciou a existéncia de 15 sinais relativos a 15 atomos de carbono: sendo sete carbonos
quaternarios, sete metinicos e um metilico, o que permite indicar para esse composto a
formula molecular C15H:206, cOm um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a 10. Dentre
esses sinais, apenas trés sio de carbonos com hibridizagio sp® & 67,60 e 5§ 79,8 ambos
oxigenados e 6 29,83 relativo a um carbono metilénico. Todos os outros deslocamentos
quimicos vistos no espectro sdo caracteristicos de carbono spz. O mapa de contornos HMQC
indica os acoplamentos direto carbono-hidrogénio (Figura 101 p. 200; Tabela 35, p. 195).
Os vaores de deslocamento quimico dos carbonos e hidrogénios juntamente com a
guantidade de carbonos quaternarios, metinicos, metilénicos ¢ metilicos na molécula de XA

caracterizam a existéncia de dois anéis aromaticos ¢ um anel ndo aromatico possuindo dois
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carbonos oxigenados (6 67,60 6 79,98) o0 que indica que essa ¢ uma substancia pertencente a
classe dos flavonoides.

Os dados bidimensionais do mapa de contornos COSY (Figura 102 p. 201; Tabela 35
p. 195) indicam um acoplamento entre os sinais dos hidrogénios metilénicos e entre esses € 0
sinal do hidrogénio em ¢ 4,19 (ligado ao carbono oxigenado em & 67,60). Esse ultimo
correlaciona ainda com o hidrogénio em ¢ 4,83 (ligado ao carbono oxigenado em ¢ 79,98). Ha
ainda uma correlagio fraca entre o hidrogénio em 6 7,00 e 0 hidrogénio em 6 6,82.

A interpretagdo dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono ¢ mapa de contornos
COSY e comparagdo com dados da literatura (SANG et al., 2002; GIL et al., 2003) permitiu
propor para XA a estrutura da epicatequina.

HO 8 o
8a 2
5a  3J
4 " o
5 H
OH
Epicatequina

As correlagdes observadas no mapa de contornos HMBC (Figura 103 p. 202; Tabela
35 p. 195) entre o carbono em 6 79,98 (C-2) e os hidrogénios em 67,00 (H-2') e 66,82 (H-6"),
entre o carbono aromatico em 6 100,21 (C-5a) e os hidrogénios em 6 5,97 (H-6); 4,19 (H-3);
2,88 (H-4) e 2,76 (H-4) e ainda entre o entre o carbono aromatico em ¢ 157,49 (C-8a) e o0s
hidrogénios em & 5,94 (H-8); 2,88 (H-4) e 2,76 (H-4) estdo de acordo com a estrutura
proposta.

O mapa de contornos NOESY (Figura 104 p. 203; Tabela 35 p. 195) mostra um
acoplamento espacial entre os hidrogénios em 6 4,83 (H-2) e 6 4,19 (H-3) confirmando que
eles se encontram do mesmo lado da molécula.

XA foi tratada com anidrido acético e piridinaa temperatura ambiente por 24 horas. O
produto da reagdo codificado como XA-OAc foi submetido a analise espectroscopica na
regido do infravermelho e ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13. O

espectro no infravermelho em solugdo de KBr do produto acetilado (Figura 105 p. 204)
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indicou bandas caracteristicas de grupo carbonilico (1768 cm™), sistema aromatico (1623,
1505, 1505 e 1424 cm™) e ligagdo C-O (1210 e 1123 cm™).

O espectro de RMN de hidrogénio de XA-OAc (Figura 106, p. 205) revelou a
existéncia de cinco grupos metilas [6 1,93(3H); 2,29(6H) e 2,31(6H)], esse dado serviu para
confirmar a existéncia de cinco grupos hidroxilas na molécula do produto natural. Neste
mesmo espectro, nota-se que os sinais de todos os hidrogénios foram deslocados e aparecem
mais desprotegidos. O espectro de RMN de carbono de XA-OAc (Figura 107, p. 206) mostra
em regido mais desprotegida, sinais referentes a cinco carbonilas (6 170,90; 169,47; 168,91,
168,57 e 168,52) e em regido mais protegida sinais referentes a carbonos metilicos (6 21,19 e
21,05 com sinais praticamente do mesmo tamanho e ¢ 21,49 com um sinal menor)

confirmando a existéncia de cinco grupos hidroxilicos na molécula de XA.

Figura 96 — Espectro na regido do infravermelho da substincia XA em KBr
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Tabela 35 - Dados de RMN da Substiancia XA em CD;0D

195

Posicio 'H J em Hz COSY Pc HMBC NOESY
2 483s - 4,19 79,98 6,82; 7,00 2,88; 4,19; 6,82; 7,00
3 4194 - 2,76,2,88; 4,83 67,60 2,76; 2,88 2,88; 4,83; 6,82; 7,00
4 2,88dd 45,167  2,76;4,19 29,83 4,83 2,76; 4,19; 4,83
2,76dd 27,167 288 4,19 2,88
5a - - - 100,21 2,76; 2,88; 4,19; 5,97 -
- - - 158,11° 2,76; 2,88; 5,97 -
5,97% 2,3 - 96,52 5,94 -
- - - 157,77° 5,94; 5,97 -
8 5,94% 2,3 - 96,02 5,97 =
8a - - - 157,49° 2,76; 2,88; 5,94 -
1 - - - 132,41 6,78; 7,00 -
2 7,00d 1,7 6,82 115,44 4,83; 6,82 4,19; 4,83
3 - - - 145,88° 6,78; 7,00 -
& - - - 146,04° 6,78; 7,00 -
5 6,78d 8,2 - 116,02 6,82 -
6’ 6,82 dd 1,7;82 7,00 119,54 4,83; 7,00 4,19; 4,83

abecEgses sinai s podem estar interconvertidos

Josiane Luna



Cap. l1l. Resultados e Discussio 196

Figura 97 — Espectro de RMN de hidrogénio em CD;0D a 500 MHz da substincia XA, padrio interno TMS
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Figura 98 — Espectro de RMN de carbono em CD;OD a 125 MHz da substincia XA, padrao interno TMS
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Figura 99 — Espectro de DEPT 135° da substincia XA
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Figura 100 — Espectro de DEPT 90° da substincia XA
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Figura 101 — Mapa de contornos HMQC da substiancia XA
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Figura 102 — Mapa de contornos COSY da substincia XA
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Figura 103 — Mapa de contornos HMBC da substiancia XA
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Figura 104 — Mapa de contornos NOESY da substancia XA
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Figura 105 — Espectro na regidao do infravermelho do de rivaado acetilado da substincia XA em

KBr
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Figura 106 — Espectro de RMN de hidrogénio em CDCIl; a 500 MHz do derivado acetilado da substincia XA, padrio interno TMS
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Figura 107 — Espectro de RMN de carbono em CDCIl; a 125 MHz do derivado acetilado da substincia XA, padrao interno TMS
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IIL5 — Avaliacdo da Atividade Antioxidante do extrato, fracdes e composto obtido da

Casca do Caule da planta X. americana e das emotinas A, B,Fe |

Os radicais desempenham um papel importante na origem da vida e evolucao
biologica, produzindo efeitos benéficos nos organismos. Por exemplo, radicais oxigenados
exercem agdes essenciais, tais como transducao de sinais e transcri¢do de genes. O NO, ¢ um
dos sinalizadores mais difundidos do corpo. Entretanto, os radicais livres causam a oxidagio
de biomoléculas como proteinas, aminoacidos, lipideos ¢ DNA, levando a sérios danos
celulares e até a morte (TEPE et al., 2005).

Para avaliar a atividade antioxidante de extratos e moléculas, 0 ensaio com o radical
DPPH ¢ um método bastante utilizado, por ser de facil execug@o e ocorrer em um espacgo de
tempo curto quando comparado a outros métodos. A reagdo pode ser observada visualmente
usando-se cromatografia em camada delgada (ensaio qualitativo) e sua intensidade pode ser
avaliada por ensaios cromométricos ou espectrofotométricos (SANCHEZ-MORENO et al.,
1998; SOLER-RIVAS et al., 2000). O radica DPPH ¢ seqiiestrado pelos antioxidantes através
da doagdo de hidrogénio para formar a molécula estavel do DPPH na forma reduzida
(ARGOLO et al., 2004).

O ensaio qualitativo antioxidante foi realizado em placas cromatograficas de silica
usando-se como revelador uma solugédo de DPPH a 90uM e revelou que o extrato etandlico da
casca do caule de X. americana, suas fragbes cloroformica, acetato de etila e hidrometandlica,
provenientes do processo de parti¢do do extrato etandlico, e o composto codificado como XA,
isolado a partir da fragdo em acetato de etila, reagiram rapida e fortemente com o radical
DPPH, de forma semelhante aos controles positivos. A fragdo hexanica, no entanto, promoveu
uma fraca reagdo que progrediu lentamente quando comparada a forte atividade dos
flavonoides utilizados como controles (Figura 108, p. 208).

As substancias isoladas da cascado caule de E. nitens e codificadas como emotinas A,
B, F el também foram testadas neste ensaio, mas s a emotina I reagiu com o radical DPPH.
A reacdo observada no ensaio qualitativo dessa substincia também foi semelhante aos

controles utilizados (Figura 109, p. 208).
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MeOH

(-)-catequina

(-)-galato de epicatequina
(-)-galato de epigalocatequina
Extrato etanolico

Fracao hexanica

Fracao cloroférmica

Fracao acetato de etila

Fracao hidroalcodlica

XA puro

Figura 108 - Ensaio antioxidante qualitativo do extrato etandlico de X. americana, suas

fragdes e o composto XA

MeOH
(-)-catequina

(-)-galato de epicatequina

(-)-galato de epigalocatequina

Emotinal

Figura 109 - Ensaio antioxidante qualitativo da substancia emotina I

Os valores da concentragdo de inibicdo Clsp (concentragao necessaria para diminuir
em 50% a concentragdo do radical DPPH) e da porcentagem de inibi¢do PI caracterizam a
capaci dade antioxidante de compostos puros, mas esses parametros podem ser usados também
para indicar quais extratos e fragdes sdo mais adequados como fontes de antioxidantes e
podem ser usados para guiar processos de isolamento e purificagdo. Em nosso estudo, foi
utilizada a medida da porcentagem de inibi¢ao para determinar a intensidade da atividade
antioxidante das amostras testadas.

A intensidade da capacidade de seqiiestrar radicais livres das amostras ensaiadas foi
avaliada usando-se o valor da porcentagem de inibi¢ao e os resultados podem ser vistos nas
Tabelas 36 e 37 p. 209. Em todas as amostras, 0 estado estacionario foi alcangado em até 20

minutos. A Tabela 38 p. 209 mostra os resultados da porcentagem de inibi¢ao dos controles.
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Tabela 36 — Atividade antioxidante de X. americana e suas fracdes e do composto XA

determinada pela reducio do radical livre DPPH*

Amostra P1% P1% P1% P1% PI% P1%
2,5Smg/mL  1,25mg/mL  0,625mg/mL  0,312mg/mL  0,0156mg/mL  0,078mg/mL
E. Etandlico 90,56 90,34 90,45 89,02 59,17 -
F.Hexanica 54,99 21,19 17,45 11,09 9,11 -
F.Cloroférmica 91,11 90,67 86,83 51,48 25,91 -
F. Acetato de Etila - 91,28 91,16 88,81 73,83 39,37
F. Hidrometanolica 92,84 89,60 90,38 90,38 67,45 -
Composto XA - 89,49 89,49 89,04 79,31 48,88

*QOs valores de IP foram calculados no tempo estacionario (20min) (definido como o estado em que a
absorvancia da amostra torna-se estacionaria)

Tabela 37 — Atividade antioxidante da substincia Emotina I determinada pela reducéo

do radical livre DPPH*

Amostra PI% P1% P1% P1% P1%
Smg/mL 2,5mg/mL  1,25mg/mL  0,625mg/mL  0,312mg/mL
Emotinal 96,56 94,67 88,33 79,22 48,44

*QOs valores de IP foram calculados no tempo estacionario (20min)

Tabela 38 — Atividade antioxidante dos controles positivos determinada pela reducao do

radical livre DPPH*
Amostra PI % PI % PI % PI % PI %
1,25mg/mL 0,625mg/mL 0,312mg/mL 0,0156mg/mL 0,0078mg/mL
Epicatequina 91,49 91,60 91,83 74,12 55,39
Galato de Epicatequina 92,51 92,28 92,85 85,70 16,00
Galato de Epigal ocatequina 92,40 92,17 92,40 88,42 55,28

*QOs valores de IP foram calculados no tempo estacionario (20min)
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De acordo com os valores exibidos na tabela 36, para a X. americana, a porcentagem

de inibi¢ao do radical DPPH ¢ baixa para a fragdo hexanica, comparada aos valores obtidos
para o extrato etanolico, para as fracdes cloroférmica, acetato de etila e hidrometandlica e
para 0 composto XA. Esse comportamento estd correlacionado com a natureza e a
concentragdo de antioxidantes nas amostras como previsto por Sanchez-Moreno et al. (1998)
e Choi e al.. (2002), o que indica que a fragdo hexanica deve ser uma fonte pobre em
compostos antioxidantes. Para as concentragdes de 2,5; 1,25 e 0,625 mg/mL as porcentagens
deinibi¢do do extrato etandlico, das fra¢des cloroférmica, acetato de etila e hidrometandlica e
do composto XA sio semelhantes entre si e comparaveis aos controles, entretanto, a partir da
concentragdo de 0,312 mg/mL a atividade da fragdo cloroformica ¢ significativamente menor
gue a atividade das demais amostras. Os resultados indicam ainda que dentre as fragdes
obtidas da particdo do extrato etandlica de X. americana, afragdo acetato de etila parece ser a
mais ativa e, portanto a mais rica em compostos antioxidantes. O resultado quantitativo da
capacidade para seqiiestrar o radical DPPH para o extrato etandlico de X. americana, para as
fracdes obtidas a partir da partigdo liquido-liquido desse extrato (hexanica, cloroférmica,
acetato de etila e hidrometanolica) e para o composto XA isolado a partir da fragdo acetato de

etilaé mostrado na Figura 110, p 211.
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Figura 110 — Comportamento cinético da X americana  determinado

espectrofotometricamente a 515nm, pela reagdo com uma solu¢do de DPPH 90uM;
1,25mg/mL (a); 0,625mg/mL (b); 0,312mg/mL (c) e 0,156mg/mL (d)

Como as atividades dos controles sio muito proximas apenas a (-)-epicatequina-galato foi
utilizada para a comparagio grafica.
Os graficos na figura 110 indicam que outros compostos antioxidantes de diferentes

polaridades podem ainda ser obtidos de X. americana. A prospecgao fitoquimica mostrou um
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resultado positivo para a presenga dos compostos fendlicos em geral e compostos da classe
dos flavonoéides.

O composto XA, que foi caracterizado como a epicatequina, mostrou um comportamento
proximo aos padrodes utilizados, como era esperado.

A substancia emotina I mostrou uma porcentagem de inibigao de 88,33% a 1,25 mg.mL'l,
um bom resultado quando comparado a porcentagem de inibigdo da (-)-epicatequina a 1,25
mg.mL™ que ¢ de 91,49%. O comportamento cinético da emotina I nas concentragdes de 5;

2,5; 1,25; 0,625 e 0,312 mg/mL podem ser vistos na figura 111.
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—e— EMI 2,5mg/mL

| EMI 1,25mg/mL
8o | —v—EMI0,625mg/mL

100

Q
s —e—EMI0,312mg/mL
2 so || —<— Padrdo 1,25mg/mL
1|
é i “wo&—w% > ¢ o —o
|
& 404 |
z \
2 |
|
a 2004 WYV VYV————— V—— V¥V ————— VvV ————V
X

: : : : T :
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 111 — Comportamento cinético Emotina I determinado espectrofotometricamente a

515nm, pelareagao com uma solugdo de DPPH 90uM

Por ser um composto fenolico, ndo é novidade a emotina | possuir atividade
antioxidante. Em geral, a atividade sequestrante de compostos fenolicos depende da estrutura
molecular e do padrdo de substitui¢do dos grupos hidroxilas, isto ¢, da disponibilidade de
hidrogénios fendlicos e da possibilidade de estabilizagdo dos radicais fenoxilas via ligagdo de
hidrogénio ou deslocalizagao de elétrons. Grupos orto-dihidoxi possuindo propriedades
elétron-doadores como observado na emotina | é um requerimento essencial na atividade
antioxidante de flavonoides (AMIE et al., 2003; BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A
eficiéncia de difendis em orto € em para é devida em parte a estabilizagao do radical ariloxila
por ligagdo de hidrogénio ou pela regeneragdo de um outro difenol indicado na figura 112,
p-213 (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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Figura 112 — Mecanismo de regeneracao de um orto-difenol

Uma outra caracteristica que deve contribuir para a agdo antioxidante da Emotina I ¢ a

presenca de uma carbonila peri a uma hidroxila.
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Conclusao

Oito dos extratos testados mostraram ser ativos a 500 ug.mL™ (mortalidade > 40%)
contraaslarvas do 4. aegypti. Os mais ativos com 100% de mortalidade foram os extratos das
folhas de 4. muricata, do caule de B. cheilantha e do tubérculo de O. macrocarpa. Os extratos
das sementes de S. mombin, folhas de C. echinata e E. uniflora, caule de C. echinata e casca
do caule de M. altissima exibiram, nesta ordem, um decréscimo de mortalidade contra as
larvas do mosquito.

Apenas dois dos extratos testados neste estudo, aqueles das folhas da A. muricata e da
casca do caule de M. altissima, mostraram atividade a 100 pg.mL™ contra o caramujo adulto,
enquanto que o extrato do caule de C. echinata foi 0 tnico com uma boa atividade, 100% de
mortalidade, contra a massa de ovos do caramujo B. glabrata.

Dezessel's dos extratos testados apresentaram atividade citotoxica (mortalidade > 40%)
contra as larvas de A. salina na concentragio de 1000 pg.mL™. As mais altas atividades
(100% mortalidade) foram observadas com as sementes de S. mombin, folhas de A. muricata,
raizes de B. cheilantha, caule de C. pyramidalis e tubérculo de O. macrocarpa.

O extrato das folhas da espécie A. muricata apresentou 0s seguintes valores de
concentracdo letal: B. glabrata ClLig = 6,16 pg.mL™; CLsp = 17,57 ng.mL™ e ClLgy = 73,04
ng.mL™; 4. aegypti Clio = 11,13 ng.mL™; Clso = 28,52 pg.mL™ e CLgo = 50,13 pug.mL™; 4.
salina CL1o= 0,10 pg.mL™; CLsp = 0,48 ug.mL™ e CLgp = 2,27 pg.mL™).

A curva dose-resposta do extrato das folhas de 4. muricata sobre as larvas do A.
aegypti mostrou que a partir da concentragio de 700 pg.mL™, estatisticamente ndo existem
diferengas no percentual de mortalidade apdés 330 minutos. Dessa forma, a concentragdo de
700 pg.mL1 foi a que apresentou o melhor resultado, maior mortalidade em um menor
espaco de tempo.

Annona muricata foi ativa no bioensaio com a traga-das-cruciferas P. xylostella. Sua
avaliagdo sazonal demonstrou que o extrato obtido no més de outubro promoveu uma taxa de
mortalidade de 100% das lagartas quando aplicado na concentragio de 5mg/mL, um
percentual que nao diferiu dos meses subseqiientes até o més de fevereiro, com médias de
86,6; 73,0; 69,0 e 61,0%, respectivamente. Em contraste, as porcentagens de mortalidade
promovidas pelos extratos obtidos durante os outros meses do ano foram variaveis e menores,

com valores variando entre 49,6% em maio a 14,6% em agosto.
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O estudo fitoquimico do extrato das folhas da A. muricata conduziu ao isolamento do
fitoesteroide PB-sitosterol e das acetogeninas anossenegalina, xilomaticina, bulatanocina,
anomontacina, anonacina, goniotalamicina e isoanonacina.

A substancia B-sitosterol foi submetido aos bioensaios frente ao molusco B. glabrata,
as larvas do mosquito A. aegypti e as larvas da 4. salina € mostrou-se inativo em todos eles.

As acetogeninas isoladas foram ativas no caramujo B. glabrata € nas larvas do
MOosquito A. aegypti. A agdo moluscicida das acetogeninas ¢ descrita aqui pela primeira vez.

A casca do caule da espécie X. americana mostrou uma boa atividade antioxidante
com o radical DPPH com uma porcentagem de inibig¢ao igual 89,02% na concentragdo de
0,312mg/mL. O seu estudo fitoquimico conduziu ao isolamento da substancia epicatequina
como um dos responsaveis pela atividade (Pl = 91,49% na concentragio de 1 mg.mL™).

As substiancias emotinas A, B, F, I, emotinol-1 e emotinol-2 foram reavaliadas
confirmando as estruturas descritas na literatura. Os dados de ressonancia magnética nuclear
daemotinal, emotinol-1 e emotinol-2 estdo sendo descritos pela primeira vez.

A substancia emotina I apresentou atividade antioxidante com o radical DPPH (PI =
79,22% na concentragio de 0,625 mg.mL™) e atividade larvicida frente as larvas do mosquito
A. aegypti (CLso = 11,70 pg.mL™).
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