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Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao
carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophillus ) microplus.

RESUMO

A atividade pecuéaria movimenta de forma significativa a economia do Brasil,
sendo diretamente afetada pelas diversas doencas incidentes nos rebanhos de
bovinos. Entre os parasitas comumente observados esta o carrapato bovino,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, responsavel pela transmissdo de varios
agentes etioldgicos causadores de enfermidades nos seus hospedeiros. Entre
0os meétodos de controle deste ectoparasita esta a utilizacdo de extratos
vegetais, técnica ja conhecida pela populacdo e fundamental para a descoberta
de principios ativos. As raizes de Annona dioica foram selecionadas ap6s uma
triagem dos seus extratos com teledginas de R. (B.) microplus, realizada pela
Embrapa — Gado de Corte, onde 0s mesmos se mostraram promissores no
controle do carrapato bovino. Os ensaios com extratos das raizes desta planta,
bem como de fases originadas do fracionamento do extrato etandlico por
particdo, mostraram que tanto a fase acetato de etila, quanto algumas fracdes
do extrato diclorometanico foram significativamente ativas, com resultados
superiores a 70% de eficiéncia do produto. Estes resultados tornaram essas
amostras potencialmente promissoras para a bioprospeccdo de metabdlitos
para o estudo proposto. Os estudos fitoquimicos mostraram a presenca de
duas classes de substancias, alcalbides e acetogeninas, sendo esta ultima uma
particularidade das anonaceas, com comprovada atividade contra diversos
tipos de artrépodes. Paralelamente ao ensaio com R. (B.) microplus, o teste de
citotoxicidade para Artemia salina, realizado para amostras resultantes do
fracionamento da fase acetato de etila, mostrou que as substancias destas
amostras possuem uma excelente atividade frente ao teste, e que, como
esperado, as fracbes que continham acetogeninas apresentaram maior
atividade que as fracBes ricas em alcaléides. O estudo fitoquimico deste
material resultou no isolamento de quatro alcaldides, a liriodenina e a
anomontina, ja conhecidas, e outros dois alcaldides inéditos: 5,6,7-trimetoxi-1-
(4-metoxi-benzil)-2-metil-tetra-hidroisoquinolina e (5,6,7-trimetoxi-1-(4-metoxi-
benzil)-2-6xido-3,4-di-hidroisoquinolina. O perfil das atividades biolégicas
associadas as classes de compostos as quais estas substancias pertencem
sugere que, possivelmente, estas substancias tenham a atividade em relacéo
ao estudo proposto e isso € corroborado pelos resultados dos ensaios com
teledginas de R. (B.) microplus.

Palavras chave: Annona dioica, fitoquimica, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus
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ABSTRACT

The livestock activity moves significantly Brazil's economy, which is directly
affected by various diseases incident in herds of cattle. Among the parasites
commonly observed in cattle that the cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, responsible for the transmission of various etiologic agents of
disease in their hosts. Among the methods to control this ectoparasite, is the
use of plant extracts, technique already known by the population and
fundamental for the discovery of active principles. The roots of Annona dioica
were selected after a triage with engorged females of R. (B) microplus,
conducted by EMBRAPA — Gado de Corte, where the same if shown promise in
the control of cattle tick. The trials with extracts and phases of the roots of this
plant showed that both the ethyl acetate phase, coming from the ethanol
extract, as of some fractions of the dichloromethane extract were significantly
active, with results higher than 70% efficiency of the product, what makes these
samples potentially promising for the bioprospecting of metabolites for the
proposed study. The phytochemical studies showed the presence of two
classes of substances, alkaloids and acetogenins, this last, a particularity of
Annonaceae, with proven activity against various types of arthropods. In parallel
to the test with R. (B.) microplus, the cytotoxity test with Artemia salina
substances showed that these samples have excellent activity front of the test,
and that, as expected, the fractions containing acetogenins showed greater
activity than the fractions rich in alkaloids. The phytochemical studies resulted in
the isolation of four alkaloids, the liriodenine and anomontina, known in the
literature, and two other alkaloids unpublished, the compound 3 (5,6,7-
trimethoxy-1-(4-methoxy-benzyl)-2-methyl-tetrahydroisoquinoline) and
substance 4 (5,6,7-trimethoxy-1-(4-methoxy-benzyl)-2-oxide-3 A4-
dihydroisoquinoline). The profile of the biological activities associated with the
classes of compounds which these belong shows that, possibly, these
substances have activity in relation to the proposed study and this is
corroborated by the results of the tests with engorged females of R. (B)
microplus.

Keywords: Annona dioica, phytochemistry, Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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1. INTRODUCAO

A atividade pecuaria no Brasil € muito intensa e movimenta de forma

significativa a economia do pais.

Os dados oficiais do ultimo levantamento agropecuario do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) retrataram que o efetivo do
rebanho bovino brasileiro € de 204.260.154 cabecas, sendo o rebanho da
regido Centro-Oeste de 70.659.695 cabecas e que o estado de Mato Grosso do
Sul detinha um rebanho de 22.325.663 animais’(Figura 1).

Roraima Amapa
Amazonas Pard
y / R. G, do Norte
) Piaul .~ Paraiba
Acre ‘ LT __“Pemambuco
. Alagoas
Ronddaia Tocantins Seorgipe
Mato Grosso : Bahia
Golas
DF
mBR mCO lato Grosso ) Minas Gerais
Sul E Santo
Kd mCO mMS
Sao Paulo
Parana *
S. Catarina
R. G/do Sul

Figura 1: Distribuicdo do rebanho brasileiro em %, segundo o do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE, realizado no periodo de 2007.

A producdo de leite e carcaca de bovinos, em 2012, movimentou um
montante de aproximadamente 63 bilhdes de reais®>. Deste total, 30% é
referente & producéo leiteira, com mais de 22 bilhdes de litros de leite, e 0
restante, 70%, corresponde a producéo de 7 milhdes de toneladas de carcaca,

oriunda do abate de mais de 31 milhdes de cabegas?®.

Tanto a producéo de leite quanto a producéo de carne sao diretamente

afetadas pelas diversas doencas que sdo observadas nos bovideos. Segundo
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a Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE), as dez doencas mais
comuns sao: Anaplasmose bovina, Babesiose bovina, Campilobacteriose
genital bovina, Dermatose nodular contagiosa, Diarreia viral bovina,
Encefalopatia  espongiforme  bovina, Leucose bovina  enzootica,
Pleuropneumonia contagiosa bovina, Septicemia hemorragica, Teileriose,
Tricomonose, Tripanosomose (transmitida por tsetsé) e Tuberculose bovina.
Entre essas, duas enfermidades sdo muito comuns em regides tropicais e de
grande incidéncia no Brasil, as quais podem ser transmitidas pelo mesmo
vetor, desencadeando um quadro clinico conhecido como Tristeza Parasitaria
Bovina. S&o essas: a Anaplasmose Bovina — que tem como agente etioldgico o
protozoario Anaplasma marginales — e a Babesiose bovina — desencadeada
pelas bactérias Babesia bovis e Babesia begimena — ambas transmitidas pelo

carrapato bovino, o Rhipicephalus (Boophilus ) microplus®.

De origem asiatica, o carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, € um ectoparasita que se distribui entre os paralelos 32 Norte e 32
Sul, abrangendo extensas areas das América do Sul e Central, Africa e
Oceania®. A presenca deste parasita é observada por todo o territério brasileiro,
e a intensificacdo da sua ocorréncia € um fenbmeno sazonal, de maior
incidéncia nos meses mais quentes do ano®. O R. (B.) microplus se
estabeleceu em paises tropicais e subtropicais da América pela importacéo de

gado do continente asiatico®, sendo um dos principais parasitas de bovinos.

Existem diversos métodos de controle para a infestacdo destes
carrapatos. Os métodos fisicos envolvem a retirada do parasita por catacao, no
animal ou nas pastagens, neste caso, arrastando um pano aonde o carrapato
vai se fixar e o produtor poderd extermina-lo da forma que for mais
conveniente, com agentes quimicos ou queimando. Entretanto as formas mais
comuns de profilaxia sdo: a utilizagdo de agentes quimicos diretamente no
animal hospedeiro por aspersédo ou banho em valas com solucgéo carrapaticida,
a aplicacdo de solucdes injetaveis ou ainda solugcbes oleosas no dorso do
animal (Método POUR ON)*.
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A eficiencia de produtos com acéo carrapaticida que circulam no
mercado depende intimamente de fatores como condicbes de manejo do
produto e do rebanho ao qual estd sendo aplicado o ixodicida, dosagem e
genética tanto do parasita quanto do hospedeiro entre outros” 8. Esses fatores,
associados a constante utilizacdo, desencadeiam uma resisténcia desta
espécie em relacdo aos produtos comerciais, como pdde ser observado no
caso dos piretréides, os quais surgiram como inovacao na década de 70, sendo

de fundamental importancia para o controle do carrapato bovino **.

Os piretroides passaram a apresentar menor eficiéncia no controle do R.

(B.) microplus*®*°,

Esta resisténcia torna a producdo pecuaria onerosa, a
medida em que dosagens mais expressivas ou produtos com maior eficiéncia
carrapaticida devem ser utilizados para apresentar efeito. Em contraposicao a
isto, a auséncia do controle pode acarretar em perdas significativas, tanto na
producéo leiteira’’ quanto na producdo de gado de corte'®. Estima-se que os
prejuizos a pecuaria decorrentes deste parasita cheguem a valores maiores

gue dois bilhdes de reais por ano no Brasil.

A substituicdo dos produtos comerciais utilizados no controle do R. (B.)
microplus e a reducdo no intervalo entre as aplicacbes sdo estratégias
utilizadas pelos produtores para minimizar o problema da resisténcia do
carrapato-do-boi nos seus rebanhos. Porém, estas estratégias representam um
controle apenas temporario dessas populacbes, além de causar um
desequilibrio ecolégico uma vez que a comunidade instalada no local também

pode ser sensivel aos produtos aplicados que contaminam o ambiente™®.

O uso de plantas para contornar estes problemas é uma boa alternativa,
tendo em vista a grande diversidade de produtos, com comprovada acéo
carrapaticida, existentes nas espécies vegetais. Esta opcéo, que representa um
método alternativo no controle do R. (B.) microplus®, j& é conhecida pela
populacdo, sendo um conhecimento etnobotanico comprovadamente eficaz,
uma vez que diversas plantas, utilizadas pelos produtores na forma de solucao
ou como forrageiras na pastagem, sintetizam metabdlitos secundarios com

atividade repelente ou toxica frente ao R. (B.) microplus. Também é esperada
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uma menor potencialidade ecotoxica, ja que estas substancias foram extraidas
do proprio ambiente no qual serdo inoculadas, e podem resultar em produtos

de baixo custo, maior biodegradabilidade e alta disponibilidade.

Os metabdlitos secundarios, antes considerados produtos de excrecéao,
sdo compostos de ocorréncia restrita a alguns grupos de organismos, além de
serem extremamente Uteis para defesa e protecdo, principalmente para
plantas, que sdo organismos fixos, susceptiveis as mudancas e aspectos do
ambiente. Algumas das funcdes relatadas sao: protecdes contra herbivoros e
infeccdo microbiana, atracdo de polinizadores, agentes alelopaticos, protecdo
contra raios UV entre outras®.

Através de um levantamento quantitativo de plantas medicinais da

vegetacdo da caatinga do Brasil**

, confirmou-se que muitas plantas nativas
dessa regido apresentaram alvos potenciais para futuros estudos
farmacolégicos e fitoquimicos. Os extratos de varias plantas originarias de
regides tropicais e subtropicais tém sido testados e alguns demonstraram

atividade acaricida contra certas espécies de carrapatos?.

Compostos naturais que apresentam bioatividade foram isolados a partir
de espécies como Chrysanthemum cinerariafolium (Trev.), Nicotiana tabacum
L., Derris sp. e Azadirachta indica A. Juss., no caso do piretro, nicotina,
rotenona e azadiractina, repectivamente. Outros principios ativos, oriundos de
plantas, com atividade carrapaticida sdo observados em espécies como Melia

azedarach e Azadirachta indica, ambas da familia Meliaceae 2* %2.

Estudos revelam a eficiéncia de terpenos no controle deste
ectoparasita®®, os quais sdo provenientes do metabolismo secundario de
vegetais e foram previamente isolados de plantas como Xylopia aromatica,
Xylopia sericea, da familia Annonaceae. Extratos de plantas desta familia
demonstraram diversos tipos de atividades, entre elas, larvicida, inseticida e

moluscicida®.
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1.1 Annonaceae

A familia Annonaceae é representada por mais de 2300 espécies
divididas em 130 géneros. S&o plantas predominantemente de clima tropical®®,
caracteristicas de regibes com alto indice de precipitacdo, apresentando

espécimes de diversos portes e variada distribuicdo topografica®.

Figura 2: Imagem de um espécime do género Annona, a Annona muricata, Graviola.

No Brasil, dentre as mais de 32 mil espécies de angiospermas
catalogadas, aproximadamente 386 s&d0 anonaceas, que sSe encontram
amplamente distribuidas pelo territério brasileiro (Figura 3), ndo sendo
observadas apenas nos Pampas. Os dois géneros mais expressivos, em
termos de espécies, sdo 0s géneros Annona (Figura 2), com 81 espécies, e
Guatteria, com 88 espécies. O cerrado abriga 12,2% das 386 espécies citadas
acima, sendo que no estado de Mato Grosso do Sul podem ser encontradas 17
espécies o0 que corresponde a 4,4% das espécies desta familia encontradas no
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Brasil. Essa familia é encontrada em cinco dos seis dominios fitogeogréaficos

brasileiros, Caatinga, Mata Atlantica, Amazénia, Cerrado e Pantanal %%

| 5

Figura 3: Mapa dos dominios fitogeograficos onde podemos encontrar espécies de anonaceas.
Nas areas coloridas pode ser observada a ocorréncia de anonaceas?®.

A fitoquimica das anonaceas € muito diversificada, podendo ser
encontrados compostos de diversas origens biossintéticas: terpenos,
flavonoides, alcaléides e acetogeninas. A Figura 4 mostra alguns compostos
encontrados em anonaceas, como flavondide isolado de Porcelia macrocarpa
(1)*°; sesquiterpeno isolado de Duguetia glabriuscula (2)**; alcaléide isolado de
Unonopsis lindmanii(3)**; acetogenina isolada de Annona muricata(4)**. No
entanto, a maioria dos relatos encontrados na literatura, sobre estudos
fitoquimicos com espécimes representantes desta familia, tratam
principalmente da ocorréncia de duas classes de metabdlitos, as acetogeninas

e os alcaloides.
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Figura 4: Alguns compostos isolados de espécies de anonaceas.

As acetogeninas sdo compostos derivados de &cidos graxos com
cadeias carb6nicas com 32 ou 34 unidades de carbono, combinadas com uma
unidade de 3 carbonos, para formagao dos anéis y-lactonicos, dando origem a
compostos derivados de cadeias carbbnicas com 35 ou 37 carbonos,
impreterivelmente (Figura 5). Essa classe de compostos se restringe as

anonaceas, ndo sendo observada em nenhuma outra familia®.

Figura 5: Acetogenina ( 4-desoxi-anoreticuina) isolada de um espécime de Annona squamosa.

Os alcalbides de anonaceas séo, na maioria dos casos, derivados da
rota biossintética da fenilalanina/tirosina, esta rota pode originar alcaldides
derivados dos nucleos tetrahidroisoquinolinicos (Figura 8). Muitos dos
alcaldides observados nesta familia sdo resultados da reagdo entre uma

unidade derivada da dopamina com uma unidade CgC,. Entre os derivados
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desta rota de biossintese, estdo os alcaldides oxoaporfinicos, que sao

considerados marcadores quimiotaxonémicos desta familia (Figura 6).
3 4
¥ o \33/ \5

-

Figura 6: Nucleo oxoaporfinico.
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1.2 Annona
O género Annona é o segundo maior da familia em namero de espécies

no Brasil, ocorrendo por todo o territério nacional.

Esse género se destaca pelo fato de que muitos dos seus
representantes produzem frutos comestiveis, cultiviveis e comercializados,
como no caso das espécies, ndo nativas, Annona silvatica, (Figura 7) A.
muricata e A. squamosa, conhecidas popularmente por araticum do mato,

graviola e fruta do conde, respectivamente.

Figura 7: Frutos de Annona sylvatica®.

A fitoquimica das anonas é bastante conhecida e apresenta uma vasta e
diversificada gama de constituintes, no entanto, como citado para a familia de
forma mais ampla, os principais relatos da literatura sdo sobre alcaloides,

principalmente os de nucleo descritos na Figura 8 e acetogeninas.
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Figura 8: Esqueletos de alcaldides mais comuns em anonéceas.

A biossintese dos alcaldides de nucleos benzil-tetrahidroisoquinolinicos
(BTHIQ) envolve a participacdo de duas unidades derivadas dos aminoacidos
fenilalanina ou tirosina. A partir destes alcaléides sdo originados os nucleos
benzil diidroisoquinolinicos (BDHIQ), benzil-isoquinolinicos (BIQ), aporfinicos,

pro-aporfinicos, protoberberinas e oxoaporfinicos (Figura 9).
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alcal6ides derivados da

Fenilalanina/Tirosina, frequentemente encontrados em espécies de anonaceas.
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Alcal6ides com nucleo benzil-tetrahidroisoquinolinico e seus derivados
séo frequentemente isolados de espécies do género Annona. Alguns exemplos
destes alcaldides sdo os encontrados em Annona muricata, anonurina,
anomuricina, reticulina, coclaurina®; de Annona cherimola, anocherina A e

anocherina B*; de Annona elliptica, anoneliptina®(Figura 10).
O/ ‘
@]

(1)
T

o)
Anocherina B Anocherina A | Anomurina

Anomuricina
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NH O
HO HO
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HO
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Figura 10: Alguns alcal6ides encontrados em espécies do género Annona.

A classe de alcaldides mais encontrada na literatura para este género é

a dos derivados de nuacleos benzil-tetrahidroisoquinolinicos (BTHIQ),
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entretanto, de forma mais restrita, a literatura relata a ocorréncia de alcaléide

de nucleo B-carbolinico, este, derivado da rota biossintética da triptanina

(Figura 11).
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Figura 11: Rota biossintética do nucleo p-carbolinico*’.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢cao quimica das raizes de Annona dioica e avaliar a

atividade ixodicida dos extratos e fracdes.

2.2 Objetivo especifico

e Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado para caracterizagao das
fragbes bioativas frente ao R. (B.) microplus e A. salina e isolar e

identificar seus principais constituintes.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Coleta do material botanico;

As raizes de Annona dioica foram coletadas no primeiro semestre de
2011 pelo Dr. Joao Batista Catto, na regidao do Pantanal da Nhecolandia,
Corumba-MS e a identificacéo foi realizada pelo Dr. Arnildo Pott, da UFMS.

3.2 Preparo dos extratos;

As raizes de A. dioica foram selecionadas para estudo apds uma triagem
com diversas plantas do Cerrado e Pantanal sul-mato-grossense, buscando a
identificacdo de atividade contra o carrapato bovino. Este estudo foi realizado
pelo Dr. Jodo Batista Catto da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) — Gado de Corte — MS, utilizando o método de imersao teledginas

de R. (B.) microplus*.

A proposta de trabalho originou-se na informagdo de que o extrato
diclorometanico das raizes de A. dioica apresentava atividade contra o
aracnideo da familia Ixodidae, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Essa
problematica foi sugerida pelo pesquisador da Embrapa — Gado de Corte, Dr.
Joéo Batista Catto.

Em funcdo da perspectiva de atividade na fase diclorometanica, o
processo de extracdo foi realizado através da extracao, por polaridade, direta
no material vegetal, utilizando, primeiramente, hexano. Ao retirar o hexano do
material vegetal foi acrescentado diclotometano e apds retirar o diclorometano

foi adicionado etanol como descrito na Figura 12.

ApoOs secagem, em ambiente sombreado, as raizes (2,8 kg) foram
pulverizadas e submetidas a extragdo em hexano, diclorometano e etanol,
respectivamente como descrito na Figura 12. Apos a filtracdo, os extratos
foram concentrados em evaporador rotativo sob pressao reduzida, gerando os
extratos hexanico (10g), diclorometanico (90 g) e etandlico (100 g).Os extratos

hexanico, diclorometanico e etandlico, bem como as amostras resultantes do

15
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primeiro fracionamento do extrato diclorometanico, foram submetidos a teste

com teledginas, simultaneamente, conforme descrito na Figura 14.

O resultado desta bateria de ensaios revelou duas possibilidades
de estudo fitoquimico biomonitorado: o estudo da composicdo do extrato
etandlico, que mostrou maior atividade entre os extratos testados (Figura 20),
contrariando as expectativas iniciais, e 0 estudo de uma fracdo do extrato
diclorometéanico, que também apresentou atividade frente as teledginas do R.

(B.) microplus (Figura 22).

16
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Figura 12: Esquema do processo de obtencdo dos extratos de raizes de Annona dioica.
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3.2.1 Fracionamento dos extratos;

Para os fracionamentos foram realizadas: particdes liquido-liquido
(extrato etandlico — AD-3) com acetato de etilaimetanol:dgua, sendo
primeiramente, acrescentado CH3OH para solubilizar a amostra e
posteriormente acrescentado H,O até a proporcdo 1:1 de CH3OH:H,O. O
acetato de etila foi adicionado aos poucos em por¢coes de 100 mL para a
extracao, conforme mostra a Figura 13; cromatografias por adsor¢do com silica
gel (70-230 mesh e 230-400 mesh, Sigma Aldrich) e por exclusdo com
Sephadex LH 20 (malha 25-100 micrometros, Sigma Aldrich) (Extratos AD-2 e
AD-3).

R
>

Figura 13: Esquema de fracionamento liquido-liquido do extrato etandlico.
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3.3 Metodologias para os ensaios bioldgicos;
3.3.1 Teste de imerséao de teledginas de R. (B.) microplus;

Estes ensaios foram efetuados na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA - Gado de Corte — MS, de acordo com a
metodologia (Figura 14), sob a supervisdo do Dr. Jodo Batista Catto. O
resultado do ensaio é registrado como indice de Eficiéncia (IE), que é a raz&o
entre a diferenca da eficiéncia reprodutiva observada no controle
negativo(ERcontrole negativo) € Na amostra (ERamostra) pela eficiéncia reprodutiva

observada no controle negativo, conforme a equacgéo:

ERcontrole negativo—ERamostra 4
(IE = ¢ g 2.100).

ERcontrole negativo
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Figura 14: Sequéncia das operacdes descritas na Metodologia para realizacao do teste de
imerséo de teledginas de R. (B.) microplus.
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3.3.2 Teste de citotoxicidade para Artemia salina;

Os ensaios foram realizados no laboratério de pesquisa da UFMS,de
acordo com a metodologia descrita na Figura 15. A bioprospecc¢ao utilizando
Artemia salina é uma metodologia eficaz para chegar as substancias
biologicamente ativa (citotéxicas)*®, além de ser um teste mais répido e de
melhor reprodutibilidade que o ensaio com teledginas.

I
I

I

I

Bl [

I

Figura 15: Sequéncia das operacdes descritas na metodologia para realizagdo do teste de
toxicidade para Artemia salina. Para o controle positivo foi utilizado o sulfato de quinidina.
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3.4 Anédlise qualitativa por Cromatografia em Camada Delgada Analitica;

O perfil cromatogréfico foi obtido por cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA), com placas comerciais de silica gel Fzs4 (Merck) em placas
de aluminio e placas preparadas em laminas de vidros 7x5 cm com silica gel
PF2s4 (Merck). Para visualizagdo dos perfis cromatograficos das placas de
CCDA foram utilizados reveladores como camara escura com luz ultravioleta,
vapores de iodo, reagente de Dragendorff (seletivo para alcaldides) e/ou

solucéo de sulfato de cério em acido sulfurico.

3.5 Identificagcdo e/ou elucidacdo dos compostos;

As substancias foram elucidadas e/ou identificadas por técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), em espectrobmetro da marca Bruker
DPX-300, operando na faixa de 300.13 MHz para 'H e 74.47 MHz para *°C,
executando experimentos unidimensionais (RMN 'H e **C e DEPT) e
bidimensionais (HSQC, HMBC). Os espectros de massas de baixa resolucao
foram obtidos em equipamento SHIMADZU QP-2010 PLUS com columa Rtx®
(crossbond — 5% difenilpolisiloxano/ 95% dimetilpolisiloxano) de 30 m de
comprimento, didmetro de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. Os
espectros de massas de alta resolucdo HRESI-MS — microTOF-QII, Bruker
Compass (os espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridos em
parceria com a Universidade de S&do Paulo, USP-Ribeirdo Preto). Os dados de

rotacdo optica foram obtidos com polarimetro digital Perkin-Elmer 341 EM.

22



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao
carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophillus ) microplus.

3.6 Estudo fitoquimico da fase acetato de etila

Parte da fase AD-3-AE (59), obtida da particdo do extrato etandlico, foi
submetida a um processo de cromatografia em coluna com 5 cm de diametro e
35 cm de altura, empacotada com Sephadex LH 20 e eluida em sistema
isocratico com CH3OH (100%). Deste procedimento foram obtidas 150 fracdes,
de 10 mL cada. As fracGes foram analisadas em placas de CCDA, eluidas com
CH,CI,:CH30H (9:1) e reveladas em camara escura de luz ultravioleta,vapores
de iodo e sulfato de cério. De acordo com o perfil cromatogréfico observado,
as fracdes foram agrupadas em 6 grupos de AD-3-AE-A a AD-3-AE-F (Figura

16), para facilitar o biomonitoramento.

F
99-150; 101 mg

E
70-98; 75 mg

B
15-35; 2.406 mg

A
1-14; 500 mg

Figura 16: Esquema de obtencao das fracdes do extrato acetato de etila, com ndmero das
fracBes reunidas e massa ap6s o agrupoamento.
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3.6.1 Isolamento das substancias 1 e 2

Com a fragdo AD-3-AE-E (75 mg) foi realizada uma cromatografia em
coluna com 1,75 cm de diametro e 35 cm de altura, utilizando Sephadex LH 20
e eluida em sistema isocratico, com CH3OH. Deste procedimento foram obtidas
40 fragcOes, de aproximadamente 5 mL cada, as quais foram agrupadas em 4

grupos de A a D, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Resultado do processo cromatografico da amostra AD-3-AE-E.

Amostra AD-3-AE-E

FracOes Massa
AD-3-AE-E-1 a AD-3-AE-E-11 20 mg AD-3-AE-E-A
AD-3-AE-E-12 a AD-3-AE-E-20 18 mg AD-3-AE-E-B
AD-3-AE-E-21 a AD-3-AE-E-30 21 mg AD-3-AE-E-C
AD-3-AE-E-31 a AD-3-AE-E-40 10 mg AD-3-AE-E-D

Substancia 1

A fracdo AD-3-AE-E-B (18 mg) foi uma das selecionadas para prosseguir
com estudo fitoquimico, por apresentar um perfil cromatografico com manchas
mais definidas e em menor numero nas placas de CCDA, em comparagao
com as demais. Esta fracdo foi submetida a um novo processo de separacao
em coluna de silica gel 230-400 mesh com leito de 2,5 cm de didmetro e 15 cm
de altura, utilizando, eluida com CHCI3;:CH3OH, em gradiente crescente de
polaridade, sendo coletados 50 fragbes de 10 mL cada, dando origem a
amostra AD-3-AE-E-B-B (Tabela 2), que corresponde ao agrupamento das
fracOes AD-3-AE-E-B-27 a AD-3-AE-E-B-39.

Tabela 2: Resultado do processo cromatografico da amostra AD-3-AE-E-B.

Amostra AD-3-AE-E-B (18 mg)

Fracbes Massa
AD-3-AE-E-B-1 a AD-3-AE-E-B-26 - AD-3-AE-E-A
AD-3-AE-E-B-27 a AD-3-AE-E-B-39 7,4 mg AD-3-AE-E-B
AD-3-AE-E-B-40 a AD-3-AE-E-B-50 - AD-3-AE-E-C
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A amostra AD-3-AE-E-B-B (7,4 mg) foi purificada utilizando coluna com
com 25 cm de altura, 1,75 cm de diametro, empacotada com Sephadex LH 20
e eluida com CH30OH. Neste procedimento foram coletadas 30 fragbes de 10
mL cada, levando a obtencéo da sustancia 1 (4 mg) (Figura 17) nas fracdes
AD-3-AE-E-B-B-11 a AD-3-AE-E-B-B-17. Nestas fracbes pode ser observado

um resultado positivo para alcaldide, com revelador de Dragendorff.

Substancia 2

A fragdo AD-3-AE-E-C (21 mg) apresentou um perfil cromatografico com
manchas mais definidas e menor nimero nas placas de CCDA, sendo, em
funcdo destas caracteristicas, selecionada para prosseguir com i isolamento
dos seus constituintes. Esta fracdo foi submetida a um processo de separacéo
em coluna com 1,75 cm de diametro e 25 cm de altura, utilizando Sephadex LH
20 e eluida com CH3OH (Figura 17), sendo coletadas 40 fracdes de
aproximadamente 10 mL cada, das quais foi originada a amostra AD-3-AE-E-C-
C (11,7 mg) (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado do processo cromatografico da amostra AD-3-AE-E-C.

Amostra AD-3-AE-E-C (21 mg)

Fracoes Massa
AD-3-AE-E-C-1 a AD-3-AE-E-C-9 - AD-3-AE-E-A
AD-3-AE-E-C-10 a AD-3-AE-E-C-14 - AD-3-AE-E-B
AD-3-AE-E-C-15 a AD-3-AE-E-C-25 11,7 mg AD-3-AE-E-C
AD-3-AE-E-C-25 a AD-3-AE-E-C-30 - AD-3-AE-E-D

A substancia 2 (5 mg), que também apresentou resultado positivo para
o0 teste com reagente de Dragendorff, foi obtida da fracdo AD-3-AE-E-C-C (11,7
mg), esta fragcdo foi submetida a um processo de cromatografia em coluna com
Sephadex LH 20, com 1,75 cm de diametro e 25 cm de altura e eluida com
CH3OH. Deste procedimento foram coletadas 30 fragbes de 10 mL cada, sendo
observada a apresenca da substancia 2 nas fracbes AD-3-AE-E-C-C-12 a AD-
3-AE-E-C-C-19 (Figura 17).
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Figura 17: Fluxograma detalhado da obtencao das substancias 1 e 2.
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3.6.2 Isolamento substancia 3.

A substancia 3 (2 mg), obtida da fragdo AD-3-AE-F (12 mg), apresentou
um resultado positivo para alcaloide, sendo detectada nas fracoes AD-3-AE-F-
20 a AD-3-AE-F-24. As fracOes nas quais a substancia 3 foi detectada forram
obtidas apés um processo de cromatografia em coluna de 1,75 cm de diametro
e 20 cm de altura, tendo como fase estacionaria silica gel 230-400 mesh,
eluida em gradiente crescente de polaridade CHCI3:CH3OH, sendo coletadas

40 fracBes de 10 mL cada.

Ap6s aquisicdo dos dados de RMN de *H e »*C desta amostra, pode ser
observado que o0 componente majoritdrio € 0 composto previamente

identificado na fracdo diclorometanica (substancia 3).
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3.7 Estudo fitoquimico do extrato diclorometanico

3.7.1 Isolamento da substéncia 3

O extrato AD-2 (Extrato Diclorometanico) foi submetido a CCDA com
varios tipos de eluentes, sendo o que apresentou melhor resolucédo foi
CHCI3:CH3OH. Este extrato foi entdo submetido & cromatografia em coluna de
silica gel (70-230 mesh, 90 g) eluida com CHCI;:CH3;OH em gradiente
crescente de polaridade, obtendo-se 44 fragGes, as quais foram classificadas
em 6 grupos (Figura 18), devido a similaridades no perfil cromatografico em

CCDA, para facilitar o biomonitoramento.

Para realizar o biomonitoramento foi retirada uma porcdo de cada uma
das fracdoes resultantes da coluna descrita acima, isso observando os seis

grupos como descrito anteriormente, preservando as 44 fracdes da forma como

as mesmas foram obtidas do procedimento cromatografico descrito na Figura

.

18.

Amostra AD-2

33-44
-~ E Fragoes (gﬁgir(t:eHg’L)
Eluida em gradiente 25-32
crescente de AD-2-1a AD-2-12 100:0
laridade com AD-2-13 a AD-2-20 89:1
AD-2-21a AD-2-23 98:2
AD-2-24 a AD-2-25 96:4
AD-2-26 a AD-2-27 94:6
713 AD-2-28 a AD-2-29 92:8
AD-2-30 a AD-2-31 90:10
1/:\6 AD-2-32 a AD-2-33 80:20
AD-2-34 a AD-2-38 50:50
AD-2-39 a AD-2-44 0:100

Figura 18: Esquema de obtencéo das fracbes do extrato diclorometanico e classificacdo das
mesmas de AD-2-A a AD-2-F.

A fracdo de numero 24 (1 g), obtida do processo cromatografico descrito

na Figura 18, foi selecionada para prosseguir com estudo fitoquimico, pois
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apresentava manchas definidas no perfil cromatografico em CCDA, utilizando
sulfato de cério como revelador. Uma parte da mesma (500 mg) foi submetida
a um processo cromatografico em coluna com Sephadex LH 20, resultando em
60 fragcOes, as quais foram analisadas por CCDA. Em funcdo desta anédlise
foram selecionadas e agrupadas as fracdes AD-2-24-43 a AD-2-24-50 (Fracao
AD-24-A, 12,7 mg) para prosseguir o isolamento e caracterizacdo dos seus
constituintes. Foram realizados trés processos de purificacdo com silica gel
230-400 mesh (Figura 19), no intuito de isolar uma mancha, visivel a olho nu e
que apresentou resultado positivo para alcaldides com reagente de
Dragendorff. Destes procedimentos foi obtida a substancia 3 (Tabela 4).

Tabela 4: Frag8es originadas dos processos cromatograficos da amostra AD-2-24, para a
obtencado da Substancia 3.

Amostra AD-2-24 (500 mq)
FracOes Massa
AD-2-24-1 a AD-2-24-20 - -
AD-2-24-21 a AD-2-24-29 - -

AD-2-24-30 a AD-2-24-35 167 mg AD-2-24-C
AD-2-24-36 a AD-2-24-42 30 mg AD-2-24-B
AD-2-24-43 a AD-2-24-50 27,2 mg AD-2-24-A

AD-2-24-51 a AD-2-24-60 - -

Amostra AD-2-24-A (27,2 mq)

FracOes Massa
AD-2-24-A-1 a AD-2-24-A-42 - -
AD-2-24-A-43 a AD-2-24-A-50 12,7 mg AD-2-24-A-B

AD-2-24-A-51 a AD-2-24-A-80 - -

Amostra AD-2-24-A-B (12,7 mq)

FracOes Massa
AD-2-24-A-B-1 a AD-2-24-A-B-20 - -
AD-2-24-A-B-21 a AD-2-24-A-B-24 6 mg AD-2-24-A-B-D

AD-2-24-A-B-25 a AD-2-24-A-B-40 - -

Amostra AD-2-24-A-B-D (6 mQ)

Fracbes Massa
AD-2-24-A-B-D-1 a AD-2-24-A-B-D-5 - -
AD-2-24-A-B-D-6 a AD-2-24-A-B-D-8 4 mg Substancia 3

AD-2-24-A-B-D-9 a AD-2-24-A-B-20 - -
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Figura 19: Esquema de fracionamento para obtencao da Substancia 3, 4 e obtencédo da amostra rica em acetogeninas.
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Este composto foi observado em CCDA nas fragbes AD-2-24-A-B-D-6,
AD-2-24-A-B-D-7 e AD-2-24-A-B-D-8, as quais foram reunidas para obtencéo
de espectros de RMN *H, DEPT 135° e **C.

3.7.2 Isolamento da substéncia 4

A substancia 4 foi isolada apds dois processos de cromatografia em
coluna da amostra AD-2-24, como descrito na Figura 19, sendo observada nas
fracbes AD-2-24-B-22 a AD-2-24-B-25 ( Tabela 5).

Tabela 5: Resultado dos processos cromatograficos da amostra AD-2-24, para a obtencéo da
Substancia 4.

Amostra AD-3-AE-E-C (21 mqg)

Fracoes Massa
AD-2-24-B-1 a AD-2-24-B-22 - AD-2-24-B-A
AD-2-24-B-22 a AD-2-24-B-25 12 mg Substancia 4
AD-2-24-B-25 a AD-2-24-B-40 - AD-2-24-B-D
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3.8 Acetogeninas
As acetogeninas foram observadas nas fracdes resultantes do extrato
diclorometéanico e também nas fracdes da fase acetato de etila, proveniente do

extrato etandlico.

3.8.1 Extrato diclorometénico

A partir da fragdo AD-2-24, foi obtida a fracdo AD-2-24-C, ap4s um novo
procedimento cromatogréfico em Sephadex LH 20, eluido com CHCl3, do qual
foram coletadas 60 frac6es. Deste total de fracBes foram reunidas as fracoes
AD-2-24-30 a AD-2-24-34 (Fracdo AD-2-24-C), e estas foram novamente

submetidas a cromatografia em coluna conforme ilustra a Figura 19.

3.8.2 Fase Acetato de Etila
As amostras AD-3-AE-B e AD-3-AE-C provenientes da fase acetato de

etila também demostraram a presenca de acetogeninas, a metodologia de

fracionamento para a obtencéo destas amostras esta descrita na Figura 16.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios biol6égicos com A. salina e teledginas de R. (B.) microplus
Apos obtencdo dos extratos (AD-1, AD-2 e AD-3), os mesmos foram
preparados para teste de atividade com teledginas do R. (B.) microplus. Destes

0 mais ativo foi o AD-3 (extrato etandlico) (Figura 20), com indice de eficiéncia

de 34%.

Teste de atividade com teledginas de
R. (B.) microplus

34,65
AD-3 !

AD-2

Extratos

AD-1 8,27

indice de eficiéncia (%)

Figura 20: Resultado do teste de atividade com teledginas de R. (B.) microplus com os extratos
etandlico (AD-3), diclorometéanico (AD-2) e hexanico (AD-1).

Em funcédo deste resultado foi realizada uma particéo liquido-liquido com
acetato de etila, metanol e H,O, como descrito anteriormente na Figura 13,
dando origem as fases acetato de etila (AD-3- AE) e hidrometandlica (AD-3-
HMeOH). Estas também foram submetidas ao bioensaio, e o resultado

monstrou que a atividade concentrava-se na fase AD-3-AE (Figura 21).
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Teste de atividade com teledginas de
R. (B.) microplus
AD-3

AD-3-AcOFt 71

Extratos

AD-3-HMeOH

indice de eficiéncia (%)

Figura 21: Resultado do teste de atividade com teleéginas de R. (B.) microplus para o extrato
etandlico e suas fases acetato de etila (AD-3-AcOEt) e hidrometandlica (AD-3-HMeOH).

O teste de atividade com teledginas, para as fracdes obtidas do extrato
diclorometénico, como descrito na Figura 17, mostrou 0os maiores valores para
a amostra AD-2-D (Figura 22), nesta foram identificados alcaldides e

acetogeninas.

Teste de atividade com teledginas de
R. (B.) microplus

AD-2-F (RO
AD-2-E
AD-2-D

AD-2-C

Extratos

AD-2-B 4

AD-2-A 0
indice de eficiéncia (%)

Figura 22: Resultado do teste de atividade com teledginas de R. (B.) microplus, para fracdes
resultantes do extrato diclorometénico.

Sabendo que a fase mais ativa era a acetato de etila, a mesma foi

submetida a um procedimento cromatografico que resultou em seis fracdes
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como mencionado anteriormente. Estas fases foram submetidas,
simultaneamente aos testes de citotoxicidade com Artemia salina e contra

teledginas de R.(B.) microplus.

Devido a contratempos ocorridos com o teste de atividade contra o
carrapato bovino o mesmo teve que ser realizado duas vezes, sendo que o
primeiro ensaio, ndo apresentou resultados passiveis de serem interpretados,
pois a incubadora, onde estavam estocadas as larvas, superagueceu e iSsO
coloca em duvida o resultado obtido. No segundo ensaio com estas mesmas
amostras o resultado mostrou a auséncia de atividade para todas as amostras

testadas.

O teste com Artemia salina mostrou que todas as fracoes apresentaram
significativa atividade, principalmente, as fracdes AD-3-AcOEt-B e AD-3-AcOEt-
C (Figura 23), nas quais ap0s estudo fitoquimico preliminar, identificou-se a

presenca de acetogeninas.

Teste de atividade Artemia salina

AD-3-AcOEt-F 50 mg.1"{(R20,99)

w AD-3-AcOEt-E 15 mg.LY(R?=0,90)
@
0 hids
& AD-3-AcOEt-D 14 mg.L'}(R2=0,91)
s

AD-3-AcOEt-C <5mg.lt

-1
AD-3-AcOEt-B <3mg.L
AD-3-AcOEt-A >200mg.Lt

Concentragdo Letal (mg.L?)

Figura 23: Resultado do teste de atividade com Artemia salina, utilizando como controle
positivo o sulfato de quinidina.
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4.2 Estudo fitoquimico da fase acetato de etila

4.2.1 Elucidacéo estrutural

4.2.1.1 Caracterizacédo da substancia 1

No espectro de RMN de *H (Figuras 24 e 25), em CDCls, da substancia
1 observa-se a presenca de um simpleto com integracdo proporcional a dois

hidrogénios em 6,35 ppm.

Também podem ser observados dois dupletos em 8,87 ppm (H-5, 1H) e
em 7,75 ppm (H-4, 1H) com J = 5,2 Hz, constante de acoplamento
caracteristica de anel aromatico com heterodtomo e outros cinco sinais na
regido de hidrogénios de anel aromatico, sendo quatro com, no minimo, um
acoplamento tipico de relacéo orto: 8,64 ppm, 8,57 ppm, 7,75 ppm, 7,56 ppm e
um simpleto em 7,18 ppm. Esses dados indicam portanto, que além do anel
heterociclico, a estrutura da substancia 1 apresenca de mais dois anéis

aromaticos, sendo um dissubstituido em orto e o outro pentassubstituido.

Os sinais referentes ao anel dissubstituido, em CDCl3, ndo possibilitam a
interpretacdo de todas as constantes de acoplamentos dos mesmos.
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da substancia 1, em CDClj,

37



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao carrapato bovino, Rhipicephalus
(Boophillus ) microplus.

mim - o m
a8 EEs B R =
iE 23E = 2
r -~ T - T 1 1 1T 1T T 71T T " T " T "~ T ™ T T T
PRM 8.8 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.3 6.5 6.4 6.2

Figura 25: Expansao do espectro de RMN de *H, com valores de deslocamento quimico.
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Como pode ser observado na Figura 24, dois sinais entre 7,7 e 7,8 ppm
ficaram sobrepostos no experimento de RMN de *H com CDCl;. A mudanca de
solvente (metanol-d;) provocou um deslocamento nestes sinais (Figura 26),
facilitando a atribuicAo dos mesmos, e a determinacdo das constantes de
acoplamentos. Com base nos resultados do experimento de RMN de *H, em
metanol-d4, foi possivel atribuir todas as constantes de acoplamento para os
sinais da substancia 1, como mostra a Tabela 6. Os hidrogénios em 8,23 ppm e
em 7,46 ppm estdao acoplando com J = 7,8 Hz, mostrando que esses
hidrogénio sdo vicinais. O hidrogénio em 7,60 ppm presentou-se como ddd,
com duas constantes caracteristicas de acoplamento do tipo orto, uma de 8,1
Hz, com o H em 8,28 ppm e uma de 7,2 Hz com o H em 7,46 ppm,

caracterizando a presenca do anel benzénico dissubstituido em orto.

Tabela 6: Dados de RMN de *H da Substancia 1 em metanol-d,.

Substancia 1
Valores de RMN *H (deslocamento e acoplamento)

1 -
2 -
3 7,04 ppm (1H; s)
3a -
4 7,71 ppm (1H; d; 5,2 Hz)
5 8,55 ppm (1H; d; 5,2 Hz)
6a -
6b -
7 -
7a -
8 8,23 ppm (1H; dd; 7,8 Hz e 1,6 Hz)
9 7,46 ppm (1H; ddd; 7,8 Hz, 7,2 Hz e 1,2 Hz)
10 7,60 ppm (1H; ddd; 8,1 Hz, 7,2 Hz e 1,6 Hz)
11 8,28 ppm (1H; dd; 8,1 Hz e 1,2 Hz)
1l1a -
11b -
12 6,29 ppm (3H; s)
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Figura 26: Espectro de RMN de H (300 MHz) da Substancia 1, em metanol-d,,

40



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao
carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophillus ) microplus.

No espectro de RMN de *C em metanol-ds foram listados 17 sinais
entre 100 e 190 ppm (Figura 27). Entre esses, pela analise do experimento
DEPT 135°, foram identificados: um de carbono metilénico, em 104,6 ppm sete
sinais de metinicos, e nove sinais de carbonos tetrassubistituidos, entre eles

uma carbonila em 183,2 ppm (Figuras 28 e 29)

Esses dados corroboram com a idéia inicial discutida para os espectros
de RMN de 'H, com a presenca de trés anéis aromaticos, sendo um com um
heteroatomo, com dois grupos de carbonos metinicos aromaticos vizinhos,
para 0os quais os hidrogénios apresentaram constante de acoplamento de 5,2
Hz; um pentassubstituido, com apenas um sinal de carbono de metinico
aromatico, no qual o H apresentou um simpleto em 7,04 ppm; e outro
dissubstituido, proposto em funcdo da presenca de quatro sinais de carbonos
metilénicos, aliado aos quatro sinais no espectro de RMN de *H, onde todos
apresentaram, no minimo, uma constante de acoplamento maior que 7 ppm,

evidenciando a relacéo do tipo orto entre estes.
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Figura 27: Espectro de RMN de **C (75 MHz) da substancial, em metanol-d..
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Com esses dados em maos, aliados a presenca de um ion molecular de
m/z de 275 no espectro de massas de baixa resolucéo (Figura 30), foi proposto

gue a substancia possui esqueleto oxoaporfinico.
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Figura 30: Espectro de massas de baixa resolugédo da Substéncia 1.
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Ap6s comparacdo com dados da literatura*}(Tabela 7), a Substancia 1,
um sélido amarelo, péde ser identificada como sendo o alcaléide oxoaporfinico
Liriodenina (Figura 31), frequentemente encontrado em espécies de

Annonaceae e considerado um marcador quimiotaxonémico da familia.

Figura 31: Liriodenina, alcaléide marcador quimiotaxonémico de anonaceas, isolado das raizes
de Annona dioica.
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Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao carrapato bovino, Rhipicephalus

Tabela 7: Dados de RMN de *H (300 MHZ) (*Hamosra) © °C (75 MH2z) (*Camosta) da Substancia 1 em metanol-d,, e dados da literatura (‘Hgeferencia)
com constantes de acoplamento.*

Substancia 1

! HAmostra 1 HReferencia 13Cfl‘\mostra\
1 - - 153,6 ppm (C)
2 - - 150,1 ppm (C)
3 7,04 ppm (1H; s) 7,18 ppm (1H; s) 104,2 ppm (CH)
3a - - 137,5 ppm (C)
4 7,71 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 7,76 ppm (1H; d, 5,3 Hz) 126,2 ppm (CH)
=) 8,55 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 8,87 ppm (1H; d; 5,3 Hz) 144 8 ppm (CH)
6a - - 145,1 ppm (C)
6b - - 107,8 ppm (C)
7 - - 183,2 ppm (C)
7a - - 131,7 ppm (C)
8 8,23 ppm (1H; dd; 7,8 Hz e 1,6 Hz) 8,57 ppm (1H; dl; 8,0 Hz) 135,3 ppm (CH)
9 7,46 ppm (1H; ddd; 7,8 Hz, 7,2 Hz e 1,2 Hz) 7,56 ppm (1H; td; 7,8 Hz e 2,0 Hz) 128,5 (CH)
10 7,60 ppm (1H; ddd; 81 Hz, 7.2 Hz e 1,6 Hz) 7,73 ppm (1H; td; 7,8 Hz e 2,0 Hz) 129.5 ppm (CH)
11 8,28 ppm (1H; dd; 8,1 Hz e 1,2 Hz) 8,64 ppm (1H; d/; 8,0 Hz) 129.0 ppm (CH)
11a - - 124.,0 ppm (C)
11b - - 134,0 ppm (C)
12 6,29 ppm (2H; s) 6,38 ppm (2H; s) 104,6 ppm (CH2)
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4.2..1.2 Caracterizacédo da substéncia 2

O espectro de RMN de 'H mostrou que esta amostra apresentava, em
principio, apenas uma substancia (Figura 32). Dois conjuntos de dupletos
foram importantes para a identificagdo desta substancia, o observado para os
hidrogénios H-3 (8,49 ppm) e H-4 (8,3 ppm), que acoplam com J=4,8 Hz e o
referente aos H-5" (7,67 ppm) e H-6’ (8,43 ppm), que apresentam J = 5,1 Hz
(Tabela 8). Esses quatro sinais indicaram a presenca de dois anéis com

heteroatomo na estrutura.

Outros quatro sinais, sendo dois tripletos e dois dupletos (Figura 33), dos
H-6 e H-7, H-5 e H-8, respectivamente, com constante de acoplamento maior
que 7 Hz, acoplando entre si, indicaram a presenca de um anel dissubstituido
em posicdo orto (Tabela 8). Também podem ser observados dois simpletos
referentes aos H-9 (NH), em 11,89 ppm e H-7’ (NH>), em 7,07 ppm (Figura 33).

Tabela 8: Dados de RMN de *H da substancia 2, adquiridos em DMSO-Dg.

Substancia 2
Valores de deslocamento de RMN *H (constantes de
acoplamento)

1 -

la -

3 8,49 ppm (1H; d; 4,8 Hz)

4 8,30 ppm (1H; d; 4,8 Hz)

da -

5a -

5 8,31 ppm (1H; d; 8,3 Hz)

6 7,30 ppm (1H; dd; 8,3 Hz e 7,4 Hz)
7 7,61 ppm (1H; dd; 8,2 Hz e 7,4 Hz)
8 7,76 ppm (1H; d; 8,2 Hz)

8a -

9 11,86 ppm (1H; s)

2' -

4' -

5' 7,67 ppm (1H; d; 5,2 Hz)

6' 8,43 ppm (1H; d; 5,2 Hz)

10 7,06 ppm (2H; sl)
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da substancia 2, em DMSO-Ds.
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Figura 33: Expanséo do espectro de RMN de H (300 MHZz) da substancia 2, em DMSO-De.

50



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao
carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophillus ) microplus.

O espectro de RMN de '3C, em DMSO-ds (Figuras 34) mostra a
presenca de 15 sinais entre 100 ppm e 170 ppm. No experimento de DEPT
135° desta amostra com CH3;OH em capilar de D,0O, podemos notar a presenca
de 8 CH e a auséncia de outros 7 sinais de carbonos quaternarios (Figuras 35
e 36).

Os sinais observados no espectro de RMN de *H mostraram a presenca
de no minimo, trés anéis aromaticos, esses dados aliados aos dados de RMN
de *3C, indicam a presenca de trés atomos diferentes de carbono fazendo parte
da estrutura dos anéis, uma vez que para corresponder a expectativa dos trés
anéis benzénicos é necessario que estejam presentes no espectro de RMN de
13C 18 sinais (Tabela 9).

Tabela 9: Dados de RMN de **C da substancia 2, adquiridos em DMSO-Ds.

Substancia 2
Valores de deslocamento quimico de RMN de **C

1 136,2 ppm (C)
la 134,4 ppm (C)
3 138,0 ppm (CH)
4 116,9 ppm (CH)
da 130,4 ppm (C)
5a 120,3 ppm (C)
5 122,0 ppm (CH)
6 119,9 ppm (CH)
7 128,9 ppm (CH)
8 112,4 ppm (CH)
8a 140,9 ppm (C)
9 -

2' 163,5 ppm (C)
4' 164,4 ppm (C)
5' 105,7 ppm (CH)
6' 159,2 ppm (CH)
10 -
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Figura 34: Espectro de RMN de B¢ (75 MHz) da substancia 2, em DMSO-ds.
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Figura 36: Espectro de RMN de DEPT 135° da substancia 2, em metanol com capilar de D,0.
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O espectro de massas de baixa resolugéo, obtido por insercao direta,
desta substancia apresentou um ion molecular com m/z = 261, compativel com

a formula molecular C15H19Ns (Figura 37).
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Figura 37: Espectro de massas de baixa resolucdo (EM-IE) da substancia 2.

Com a comparagdo com os dados da literatura®® (Tabela 10), a
Substéncia 2, foi identificada como sendo a Anomontina, um alcaloide

pirimidinico-p-carbolinico , sélido cristalino e amarelado (Figura 38).

54



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao carrapato bovino, Rhipicephalus

(Boophillus ) microplus.

Tabela 10: Dazglos de RMN de **C da substancia 2, adquiridos em DMSO-Dg. Os valores de RMN de 3C na referéncia foram adquiridos em DMSO-
D¢ (400 MHZz)*".

Substéncia 2

1 H(Amostra) 1 H(Referénma) 130(Am05tra) 130(Referéncia)

1 - 136,2 ppm (C) 136,1 ppm (C)
1a - - 1344 ppm (C) 134,2 ppm (C)
3 8,49 ppm (1H; d; 4,8 Hz) 8,51 ppm (1H; d; 5,0 Hz) 138,0 ppm (CH)  137,9 ppm (CH)
4 8,30 ppm (1H; d; 4,8 Hz) 8,32 ppm (1H; d; 5,0 Hz) 116,39 ppm (CH)  116,8 ppm (CH)
4a - - 130,4 ppm (C) 130,2 ppm (C)
5a - - 120,3 ppm (C) 120,1 ppm (C)
5 8,31 ppm (1H; d; 8,3 Hz) 8,33 ppm (1H; ddd; 79 Hz,12Hze 08Hz) 1220ppm (CH)  121,8 ppm (CH)
6 7,30 ppm (1H; dd; 8,3 Hz e 7,4 Hz) 7,32ppm (1H;ddd; 7,9 Hz, 71 Hze1,0Hz) 1199 ppm (CH)  119,8 ppm (CH)
7 7,61 ppm (1H; dd; 8,2 Hz e 7,4 Hz) 765ppm (1H;ddd; 8,3 Hz, 71 Hze12Hz) 1283 ppm (CH)  128,7 ppm (CH)
8 7,716 ppm (1H; d; 8,2 Hz) 7,81 ppm (1H;ddd; 8,3 Hz,12Hze10Hz) 1124 ppm (CH) 1123 ppm (CH)
8a - - 140,9 ppm (C) 140,8 ppm (C)
9 11,86 ppm (1H; s) 11,9 ppm (1H; s) - -

2' - - 163,5 ppm (C) 163,3 ppm (C)
4' - - 164,4 ppm (C) 164,4 ppm (C)
9) 7,67 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 7,70 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 105,7 ppm (CH)  105,6 ppm (CH)
6' 8,43 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 8,45 ppm (1H; d; 5,2 Hz) 159,2 ppm (CH)  159,0 ppm (CH)
10 7,06 ppm (2H; s/) 7,09 ppm (2H; s/) - -
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Este alcaldéide ja foi encontrado em trés espécies da familia
Annonaceae, Annona purpurea®’, Annona montana**, Annona foetida® e agora
Annona dioica. Entretanto, em funcdo das espécies que a literatura relata como
portadoras deste alcaldide observa-se que sua ocorréncia se limita, até o
momento, ao género Annona, o que mostra a relevancia deste alcaldéide para
guimiotaxinomia do género e também da familia, uma fez que ndo ha relatos

deste alcaléide em outras familias.

A estrutura deste composto possui semelhanga com duas unidades bem
conhecidas, uma é a do aminoécido triptofano, precursor dos alcaldides de
nacleo B-carbolinicos, como mostrado na Figura 11, e a outra por¢do €
semelhante & base nitrogenada uracila, da qual pode ser proveniente. Uma

proposta de biossintese é apresentada na Figura 39.

Figura 38: Estrutura da Substancia 3, a Anomontina, um alcal6ide pirimidinico-B-carbolinico.
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Figura 39: Proposta de biossintese para a substancia 2, Anomontina.

57



Identificacdo de metabdlitos de Annona dioica com atividade ixodicida frente ao
carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophillus ) microplus.

4.3 Estudo fitoquimico do extrato diclorometéanico

4.3.1 Elucidacgéo estrutural

4.3.1.1 Caracterizacédo da substancia 3

Os dados espectrais de RMN de 'H da substancia 3 mostram a
presenca de trés simpletos, em 3,70 ppm, 3,77 ppm e 3,80 ppm, sendo que o
sinal em 3,77 ppm apresentou o dobro da integracdo dos demais indicando a
existéncia de dois hidrogénios equivalentes, com integracao proporcional a 3, 6
e 3 hidrogénios, respectivamente (Figura 41). Simpletos, nesta faixa de
deslocamento quimico sdo caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados, logo sdo quatro metoxilas sendo duas com o mesmo valor de
deslocamento quimico. Também foram observados trés sinais acima de 6 ppm:
6,23 ppm (s), 6,78 ppm (d, J = 8,4 Hz) e 7,03 ppm (d, J = 8,4 Hz) (Tabela 11).

A integracdo da area de cada sinal mostrou uma proporcdo de dois
hidrogénios para os sinais em dupletos (7,03 e 6,78 ppm) e um hidrogénio para
o simpleto (6,23 ppm). A constante de acoplamento evidencia uma relagéo do
tipo orto entre os hidrogénios referentes aos dupletos (7,03 e 6,78 ppm) e a
integracdo para dois hidrogénios em cada sinal denota uma equivaléncia entre

os dois hidrogénios de cada sinal em um sistema AABB.

Tabela 11: Dados de RMN de 'H da substancia 3, adquiridos em CDCls. Os valores (*) podem
estar trocados.

Substancia 3

Valores de deslocamento quimicos de "H.

3b 2,88 ppm (1H; dddd; 12,3 Hz, 9,4 Hz, 3,6 Hz e 2,8 ppm)
3a 5,01 ppm (1H; ddd; 9,4 Hz, 5,9 Hz e 1,5 Hz)
4B 3,34 ppm (1H; ddd; 13,2 Hz, 5,9 Hz e 3,6 Hz)
4q 3,21 ppm (1H; ddd; 13,2 Hz, 12,3 Hz e 1,5 Hz)
8 6,22 ppm (1H; s)
aa 2,37 ppm (1H; dd; 17,1 Hz e 2,8 Hz)
af 2,88 ppm (1H; dd; 17,1 Hz e 2,8 Hz)

2'e6 7,03 ppm (2H; d; 8,4 Hz)

3'eb 6,77 ppm (2H; d; 8,4 Hz)

S5m e 7m 3,76 ppm (6H; s)*

6m 3,80 ppm (3H; s)*
4., 3,70 ppm (3H; s)*
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Figura 40: Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da substancia 3, em CDCls.
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Figura 41: Espectro de RMN de "H (300 MHz) da substancia 3, em CDCl;, expansao 1.
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Figura 42: Espectro de RMN de "H (300 MHz) da substancia 3, em CDCl;, expansao 2.

O espectro de **C apresentou sinais para 20 carbonos (Figura 45),
sendo 4 CHs, 3 CH,, 5 CH e 8 C, observados com auxilio do experimento
DEPT 135° (Figura 46 a 48). A presenca de dois sinais, referentes a CH, muito
intensos em 130,85 e 113,76 ppm, em conjunto com os dupletos em 7,03 e
6,78 ppm no espectro de RMN de hidrogénio, mais dois sinais de carbonos
tetrassubstituidos, um em 130,85 ppm e outro em 158,22 ppm (carbono
aromatico ligado a O), levaram a identificacdo de um anel aromatico 1,4-

dissubstituido.

Outros 6 sinais foram observados na regido entre 130 e 160 ppm
indicando a presenca de outro anel aromatico (Figura 48). Esses dados aliados
a presenca de 3 CH, e um C (164 ppm), os dados ja descritos par RMN de 'H e
a presenca do ion pseudomolecular de m/z = 358, compativel com a formula
molecular C,0H23NOs (Figura 43), levaram a identificacdo de um alcal6ide do
tipo N-Oxido-benzil-diidroisoquinolinico, inédito (Figura 44). Com base na
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biossintese dos nucleos tetrahidroisoquinolinicos, como mostra a Figura 9, foi

elaborada uma proposta para a biossintese da substancia 3, descrita na Figura

49.
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Figura 43: Espectro de massas de alta resolucdo (Eletrospray) da substancia 3, obtido no modo
positivo.
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Figura 44: Estrutura da Substancia 3, alcaléide N-6xido-benzil-diidroisoquinolinico.
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Figura 45: Espectro de RMN de **C da substancia 3, em CDCls.
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Figura 46: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia 3, em CDCl.
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Figura 47: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia 3, em CDClj, expanséo 1.
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Figura 48: Espectro de RMN de **C e DEPT da substancia 3, em CDCl;, expansao 2.
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Figura 49: Proposta de biossintese para a substéncia 3, alcaléide N-6xido-benzil-
diidroisoquinolinico inédito.
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4.3.1.2 Caracterizacéo da substancia 4

No espectro de RMN de 'H, em CDCl;, desta substancia (Figura 52),
podemos observar a presenca de dois dupletos em 6,98 ppm (2H) e 6,78 ppm
(2H), acoplando com J = 8,1 Hz, caracteristico de um sistema aromatico p-
substituido. Outros 5 simpletos podem ser observados, em 3,82 ppm (6H), 3,75
ppm (3H), 3,52 ppm (3H) referentes a quatro metoxilas, sendo que duas
apresentaram o mesmo valor de deslocamento quimico (3,82 ppm) € um em
2,48 ppm (3H) valor relativamente baixo para metoxila (6 = 3,5 ppm) e muito
alto para metila (& < 2 ppm), indicando a possibilidade de um grupo N-CHs, o
qual apresenta deslocamento nesta faixa. Também pode ser observado um

simpleto em 5,84 ppm, proporcional a um hidrogénio.

Os sinais descritos acima indicam a presenca de um alcal6ide de nucleo
benzil-tetrahidroisoquinolinico, com o anel A pentassubstituido, apresentando
apenas um hidrogénio (5,84 ppm) na forma de simpleto e dois dupletos em
6,98 ppm e 6,78 ppm, proporcionais a dois hidrogénios cada, com acoplamento

do tipo orto, indicando a presenca de um grupo benzil.

Os sinais dos hidrogénios metilénicos e metinicos, ficaram sobrepostos
no experimento de RMN 'H em CDCl;, impossibilitando a definicdo dos

padrdes de acoplamento entre 0s mesmos, pela analise do experimento 1D.

Para contornar esse problema, oriundo da sobreposicdo de alguns
sinais, uma alternativa foi a mudanca do solvente, de CDCl; para Piridina-d6.
Essa mudanca foi o suficiente para identificar todos os padroes de

acoplamento entre os protons.

Dois hidrogénios ficaram sobrepostos, no entanto, mesmo com essa
sobreposicao, foi possivel, em comparacdo com os demais sinais, observar
gual o padrdao que eles apresentavam. A troca do solvente provocou dois
efeitos, uma pequena mudanca nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e

uma melhora significativa na resolugéo dos sinais (Figura 50 e 52).
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Figura 50: Espectros de RMN de'H da substancia 4, em Piridina-dg(A) e CDClI3(B).
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Figura 51: Expanséo dos espectros de RMN de 'H da substancia 4, em Piridina-dg (A) e (B),
em CDCI;(C).

Com resultado do espectro de RMN de 'H em Piridina-ds, podemos
observar a presenca de um duplo dupleto em 3,82 ppm, referente ao H-1,
acoplando com outros dois hidrogénios metilénicos, H-a, (2,96 ppm) e H-
og (3,17 ppm) com J = 6,3 e 6,6 Hz, respectivamente. Estes, por sua vez, sao

pré-quirais e apresentaram constante de acoplamento geminal de 14,0 Hz.
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Os acoplamentos de 6,6 e 6,3 Hz (entre o H-1 e os Ha), valores tipicos
de acoplamentos vicinais, indicam que os dois hidrogénios o estdo dispostos
de forma equivalente, com relacdo ao angulo diedro, em relagéo ao H-1. Isso
pode ser observado pelo fato de que as constantes de acoplamento entre H-1

- H-a, € H-1 2 H-o, tiveram valores semelhantes.

Os outros dois grupos metilénicos também apresentam constantes de

acoplamento geminais, de 12,1 e 16,2 Hz, para os H-3 e H-4, respectivamente.

Um acoplamento de 8,9 Hz, tipico de acoplamento axial-axial, em
sistemas de rotacado impedida, pode ser observado entre H-33 e 0 H-4,. O H-3,
ainda apresenta dois acoplamentos, tipicos de relacdo equatorial-equatorial;

equatorial-axial com H-45 e H-4,, de 4,1 e 5,4 Hz, respectivamente.

O acoplamento, de 5,1 Hz, observado entre H-33 e H-45, também é tipico

de acoplamento axial-equatorial (Tabela 12).

Tabela 12: Dados de RMN de 'H (300 MHZz) da substancia 4, adquiridos em Piridina-d6.

Substéncia 4
'H
1 3,82 ppm (1H; dd; 6,6 Hz e 6,3 HZz)
3- 3,18 ppm (1H; ddd; 12,1 Hz, 8,9 Hz e 5,1 Hz)
3a 2,71 ppm (1H; ddd; 12,1 Hz, 5,4 Hz e 4,1 Hz)
4 2,61 ppm (1H; ddd; 16,2 Hz, 5,1 Hz e 4,1 Hz)
4, 2,86 ppm (1H; ddd; 16,2 Hz, 8,9 Hz e 5,4 Hz)
8 6,41 ppm (1H; s)
(o 2,96 ppm (1H; dd; 14,0 Hz e 6,3 Hz)
a- 3,17 ppm (1H; dd; 14,0 Hz e 6,6 Hz)
2'e 6 7,22 ppm (2H; d; 8,6 Hz)
3'eb 6,95 ppm (2H; d; 8,6 Hz)
5m 3,86 ppm (3H; s)
6m 3,65 ppm (3H; s)
Tm 3,89 ppm (3H; s)
4'm 3,67 ppm (3H; s)
2m 2,65 ppm (3H; s)
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Figura 52: Espectro de RMN'H (300 MHz) da Substéancia 4, em CDCls.
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No espectro de RMN de *C da Substancia 4 (Figura 54), foram
observados 19 sinais, referentes a 21 carbonos. Através da analise do
experimento DEPT 135° podemos distinguir os 21 sinais como sendo, 3
carbonos metilénicos, 5 carbonos metilicos e 6 metinicos (Figura 55 e 56). Sete
sinais de carbonos aromatico, sendo trés terciarios oxigenados, 150,6 ppm (C-
5), 150,7 ppm (C-7), 120,0 ppm (C-6), outros dois em 132,9 ppm (C-1a) e 132,0
ppm (C-4a) e um metinico em 107,0 ppm (C-8), foram observados. Esses
sinais, em conjunto com as 3 metoxilas, duas em 55 ppm e a outra em 60 ppm,
formam um sistema aromético frequentemente observado em alcalodides de

nacleo benzil-tetrahidroisoquinolinicos de anonaceas.

A presenca de um grupo benzil para-dissubstituido pode ser observada
em funcé@o dos dois sinais de carbonos metinicos arométicos, em 113,5 ppm
(C-3’ e C-5') e 130,6 ppm (C-2" e C-6’). O sinal em 157,9 pm (C-4’) é referente
ao carbono aromatico tetrassubstituido com uma metoxila, ratificando o padréao

observado no espectro de RMN de *H descrito anteriormente.

Um sinal de metila (C-2,) em 42,5 ppm, valor abaixo do esperado para
carbonos metilicos oxigenados e acima dos esperado para metilas primérias, o
que indica a presenca de um grupo N-CHs. O sinal no espectro de RMN de *H,
em CDCl3, em 2,4 ppm (H-2), com integracdo proporcional a 3 H corrobora

com a presenca deste grupo.

Os dados de RMN de *H e *3C (Tabela 13) mostram que a Substancia 4,
e um alcal6ide de nudcleo benzil-tetrahidroisoquinolinico, inédito na literatura
(Figura 56).
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H (Piridina-d6) e *C (CDCl,), da Substancia 4.

Substancia 4
lH 13C

1 3,82 ppm (1H; dd; 6,6 Hz e 6,3 Hz) 65,1 ppm (CH)

la - 133,0 ppm (C)

3b 3,18 ppm (1H; ddd; 12,1 Hz, 8,9 Hz e 5,1 Hz)

46,1 ppm (CHy,)
3a 2,71 ppm (1H; ddd; 12,1 Hz, 5,4 Hz e 4,1 Hz)
4, 2,61 ppm (1H; ddd; 16,2 Hz, 5,1 Hz e 4,1 Hz)
19,8 ppm (CHy)

44 2,86 ppm (1H; ddd; 16,2 Hz, 8,9 Hz e 5,4 Hz)

4da - 132,0 ppm (C)

5 - 150,6 ppm (C)

6 - 120,0 ppm (C)

7 - 150,7 ppm (C)

8 6,41 ppm (1H; s) 107,0 ppm (CH)

Og 2,96 ppm (1H; dd; 14,0 Hz e 6,3 Hz)

b 3,17 ppm (1H; dd; 14,0 Hz e 6.6 Hz) 39,9 ppm (CHz)

1 - 140,1 ppm (C)
2'e 6 7,22 ppm (2H; d; 8,6 Hz) 130,6 ppm (CH)
3'eb 6,95 ppm (2H; d; 8,6 Hz) 113,5 ppm (CH)

4' - 157,9 ppm (C)

5m 3,86 ppm (3H; s) 60,4 ppm (CHs)

6m 3,65 ppm (3H; s) 60,8 ppm (CHjs)

Tm 3,89 ppm (3H; s) 55,2 ppm (CHy)

4'n 3,67 ppm (3H; s) 55,5 ppm (CHy)

2m 2,65 ppm (3H; s) 42,5 ppm
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Figura 53: Espectro de RMN de **C (75 MHz) da substancia 4, em CDCls.
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Figura 54: Espectro de RMN de DEPT 135° da substancia 4, em CDCls.
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Figura 55: Expansdo da Figura 61, RMN de **C e DEPT 135° da substancia 4, em CDCls.
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O nucleo desta substancia ja é conhecido na literatura, e sua biossintese
também, entretanto ndo existe nenhuma proposta para este composto na

literatura. A Figura 56 mostra uma proposta de biossintese para este alcaldide.

OH \o
HO NH, Sy
/..
T inacio N\ /N H*
HO ransaminacéo S
Metilacéo
/©/\CHO
HO \o
Ataque
\O \O lNucleoﬂlico
0 Q)
NH  Regeneracio . NH
\o da Aromaticidade\g) ~
- H
®
\o \o /
Nucleo benzil-tetraidorisoquinolinico
lMetilagéo
\o
O
/
\ N
O \
\o Substéancia 4

5,6,7-trimetdxi-1-(4-metoxi-benzil)-2-metil-tetra-hidroisoquinolina

Figura 56: Proposta de biossintese para a substancia 4, alcaldide benzil-
tetrahidroisoquinolinico.
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4.4 Acetogeninas

A ocorréncia de acetogeninas pode ser identificada pela presenca de
alguns grupos funcionais caracteristicos de suas estruturas, como sinais de
RMN de *C de carboxilas de anéis lactdnicos, que caem na regido de 170
ppm, carbonos a. e B-carbonilicos, que apresentam deslocamentos em torno de
130 e 150 ppm, respectivamente, CH de epoéxidos, THF (tetrahidrofurano) e
THP (tetrahidropirano) que caem entre 60 e 80 ppm, além da presenca de CH>

de cadeias alquilicas (Figura 58).
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Figura 57: Espectro de RMN de "*C da amostra AD-2-24-C-131-134, em CDCl; com uma
mistura de acetogeninas, mostrando os principais grupos funcionais que existem esta classe de
compostos.

Nos espectro de RMN de *H (Figura 59) os principais grupos de prétons
gue podem ser observados sdo dos hidrogénios beta carbonilicos, do anel
lactbnicos, que aparecem préoximos de 7 ppm, a presenca de um dupleto entre
1,0 e 1,5 ppm dos hidrogénios da metila 35 ou 37. Também é comum a
presenca de varios multipletos dos CH oxigenados e de hidrogénios de
hidroxilas. Nas acetogeninas que nao possuem o grupo lacténico com a
insaturacdo entre o carbono 2 e 33/35 é comum a presenca de um singleto

referente aos hidrogénios da metila 35 ou 37, acima de 2 ppm.
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Figura 58: Espectro de RMN de 'H da amostra AD-2-24-C-131-135°, em CDCl; com uma
mistura de acetogeninas, com 0s principais grupos funcionais que existem esta classe de
compostos.

As acetogeninas foram identificadas na fracdo de maior atividade do
extrato diclorometanico (Figuras 64 e 65) e nas duas amostras de maior
atividade da fase acetato de etila (AD-3-AE-B E AD-3-AE-C), como observado

nos espectros das Figuras 60 e 61.

i J\M

Figura 59: Espectro de RMN de 'H, em CDCl,, da amostra AD-3-AE-B-B-37.
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Figura 60: Espectro de RMN de 'H, em CDCl,;, da amostra AD-3-AE-C-B-49.

Como pbde ser observado nos espectros acima e nas altas atividades
observadas para estas amostras, as acetogeninas realmente estdo presentes
nas amostras de maior atividade para as raizes desta planta, entretanto as
tentativas de isolamento das mesmas nao foram bem sucedidas, o que
demanda novos estudos e técnicas mais cuidadosas e melhor elaboradas para

a obtencao destas substancias.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
O estudo das raizes de Annona dioica resultou no isolamento e
caracterizagdo de quatro alcaléides, a Liriodenina (Substancia 1), a
Anomontina (Substancia 2) e os alcaldides de nucleos N-Oxido-benzil-
tetrahidroisoquinolinico  (Substéncia 3) e benzil-tetrahidroisoquinolinico
(Substéancia 4), ambos inéditos.

Correlacionando o estudo fitoquimico com o0s ensaios biolégicos
preliminares, com teleoginas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e com
Artemia salina, fica evidente a convergéncia entre a presenca de duas classes
de metabdlitos secundarios e a atividade das raizes desta planta, tanto no

extrato diclorometanico quanto no etandlico.

A deteccdo de acetogeninas e a identificacdo de alcalbides nestas
fragcbes (com maior atividade) denota uma potencial atividade com relacao ao
estudo proposto, a qual pode estar ligada a uma destas classes ou a
associacdo das mesmas. Uma hipotese a ser alcada é a de sinergismo, entre
as acetogeninas e os alcaldides, uma vez que os testes com as fracdes
oriundas da fase acetato de etila, fase biomonitorada com maior atividade, nao
mostraram o0 mesmo potencial observado para a fase, pelo contrario, nenhuma
das fracdes teve atividade significativa, resultado que, sumariamente, ndo era

esperado.

A ocorréncia da Substancia 2, Anomontina, nesta espécie, associada
aos relatos da mesma na literatura induz a levantar a hipétese de que se trata
de um marcador quimiotaxébmico de anonaceas, e mais especificamente do

género Annona, uma vez que todos os relatos se restringem ao mesmo.

Todas as substéncias isoladas ou detectadas s&o particularmente
interessantes, uma vez que a literatura mostra que as classes de metabdlitos a
que elas pertencem possuem uma grande diversidade de aplicagcdes se
tratando de atividades bioldgicas, tais como, anticancerigena, antileishmania,

moluscicida, larvicida e acaricida, o que torna a bioprospeccao de metabolitos
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com esta espécie um potencial foco de interesse para as atividades

relacionadas.
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