DENISE ZELAK BASTOS

CONTRIBUICOES AO ESTUDO FITOQUIMICO DE
Annona glabra Linné - ANNONACEAE

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
a obtengdo do grau de Mestre. Curso de Pés-
Graduacdo em Quimica, Setor de Ciéncias
~ Exatas, Universidade Federal do ParanA.

Orientador: Prof. Dr. Bréas Heleno de Oliveira

CURITIBA
2000



TERMO DE APROVACAO

CONTRIBUICOES AO ESTUDO FITOQUIMICO DE
ANONNA GLABRA LINNE - ANNONACEAE

por

DENISE ZELAK LEITE BASTOS

Dissertagdo aprovada como requisito
parcial para obtengdo do grau de
Mestre no Programa de Pos-Graduagdo em Quimica,

pela Comissdao Examinadora composta por:

I

Orientador:

Prof Dr. José\Dnas de Spusa Filho
Dept° de Quimica - G

Prof? Dr’ Beatriz Helena L. N Safes Mala
Dept°® de Quimica - UFPR

Curitiba, 01 de dezembro de 2000.



Aos meus fithos, Fernando e Henrique
Ao meu marido, Roberto
Aos meus pais, Eduardo e Dandusia.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Bras Heleno de Oliveira, pelos ensinamentos e eficiente
orientacao em todas as etapas deste trabalho.

Aos professores do Departamento de Quimica pelo conhecimento
transmitido.

As Prof. Drs. Adriana Contin, Ana Luiza Lordello, Beatriz Helena Sales
Maia, Maria Elida Stefanello pelas discussdes e sugestdes a este trabalho.

Ao Prof. Dr. Olavo Guimaraes e a funcionaria Simone pela identificagcao
boténica da planta.

Ao Prof. Antdnio Euzébio SantAnna pelo extrato inicial da planta.

Ao Prof. Dr. José Dias de Souza Filho do Departamento de Quimica da
UFMG, pela realizacao por espectros de ressonancia magnética nuclear.

Ao Prof. Dr. Nelson Duran do Departamento de Quimica da UNICAMP
pela realizagao dos espectros de massa.

Ao Angelo Oliveira pelos espectros de infravermelho.

A Francisco e Wanda Prolico sem os quais a coleta da planta nao seria
possivel.

Aos colegas do laboratorio de produtos naturais, Ana Paula, Cristina,
Maria Cristina.

Aos colegas dos laboratérios vizinhos, Adelson, Sirlei, Eliane, Aderti,
Lenise.
Aos novos e velhos amigos, especialmente Alika, pela cumplicidade nas
horas dificeis. ‘

Aos funcionarios do Departamento de Quimica por sua colaboragao.

A CAPES que proporcionou o suporte financeiro para o desenvolvimento
do trabalho.

A meus familiares pelo apoio e incentivo.

A todos aqueles que de uma forma ou de outra, contribuiram para a
realizagao deste trabalho.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..c..coecoeoeeeeeeeeeseetesssasssaesassssssasasssssssssasssassssnssansesssssassassasssnssanas v
LISTA DE TABELAS. ..o eieeeeieieecieeseeesessessesssssssssssassassassssanasssensensesessssssssnssssensass Vil
LISTADE ESQUEMAS ...........ocooeeieeieeemrestssssmsesesssssnsessssssesaresassssrasssessmesnssasesnssens Vil
LISTADE FIGURAS ..o eeeceeeeceeeeseseamesmteaeeemeemeeaseeataamesmsesstaasaasesessaesneanesneasases IX
LISTA DE ABREVIATURAS ....coueerieetreeeeesesssessemesseensenssemmessassssemeesessssssssaseesasensanes Xl
RESUMO ....o..ooeoeeeeeeeeeeee e eeesveseeeteasemeassaseseeeaaseamemeemsasesseemseneaesaseasaassasstaasessesrasanses Xl
ABSTRACT eeoeveeeeeeeemeoeeeeesaseesmessessssemsasasassestamsasasasanessasaeasemsasasasassasassesssesesemmeeens Xiil
Annona glabra L. E A FAMILIA ANNONACEAE............cccoirneseecmrcsecessseasnasass 1
LA INTRODUGAO ... enaes 1
12 OBUETIVO oo e et 1
1.3 FAMILIA ANNONACEAE ... .. o oo e 1
T4 ANNONA QIADIA. ...t 3
DITERPENOS ....ooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeemeemsameessassensesesemeesssesssaseanaastesanesseamesasanteeeasssmssasans 10
24 INTRODUGAO. ... seeeeseeereerseeseee e eneeeens 10
D 2 BIOSSINTESE ..o oo e 10
2.3 CLASSIFICAGCAO. ... e 14
2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS ... e oo eenaeeas 14
MATERIAIS E METODOS.........coceeieeeeeeceseeecesmeesesseeamsssssmessessssesssessasensanessessensanes 14
3.1 ESPECIFICACOES DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS........cocooviiiieveennne, 14
3.2 MATERIAL BOTANICO E PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO.................... 14
3.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO.....coooooooeeeeen 14
3.4 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO ... 14
3.5 DADOS ESPECTROMETRICOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS.................... 14

v



3.5.1 AD-1 ((AcidO CAUrENOICO)......c.ueiiuiiiiiiiii i e 14

3.5.2 AD-2 (acido ent-19-carbometoxicauran-17-0iC0o) .............cccocereeiriiiienenn 14
3.5.3 AD-3 (acido 16B-hidro-19-ol-enf-cauran-17-0iC0)................cccooomiieicnnenne. 14
3.5.4 AD-4 (16p,17-diidroxi-ent-cauran-18-al) ... 14
3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO........ororooororrer e 14
3.6.1 AD-1 (ACIAO CAUIENOICO) ........oieivie et 14
3.6.2 AD-2 (acido ent-19-carbometoxicauran-17-6ic0) ................ccccoeriiinennn. 14
3.6.3 AD-3 (acido16 B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6iC0)..............cccceeoviniieiinnnnn. 14
3.6.4 AD-4 (16p,17-diidroxi~ent-cauran-19-al)............................. 14
ANALISE QUANTITATIVA DO ACIDO CAURENOICO NA Annona glabra.......... 14
4.1 INTRODUGAO..........coooeverreennn et eeteeeteeemeeueeseeeseeemesstesteeesteeeetetesnianeeaeeaeas 14
4.2. PARTE EXPERIMENTAL ... 14
4.2.1 Coleta do material botanico.............c.ooiiiiii 14
4.2 .2 Preparacgao da BIMOSHA ..o eee e 14
423 Instrumentos € COIUNA ... 14
4.2.4 Condigoes cromatografiCas.............ccoooiiiiiiiiii i 14
4.2.5 Determinagao e calibragaio. .........cccccevvieiiiiiiiiiece e 14
426 Testes de RECUPEraCa0 ..........ooiiiiiiiiiiiieceeiecce e 14
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO........c.ciiiieiiiieeeeieeeeeeeenees Cenennnneannrereeenaens 14
CONCLUSAO.......cueeeereemrensmeenstsssrsmsensesssisssstsssssessssanssasasssssasssssesssnasssassasasssssaseas 14
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cococeremrieccnesensenssesmsssssssassssssssssasssseass 14
ANEXOS......ccecerrmrrreresarrmtansrsnsasasaaseamessssassant sasstasassassssssnnrsnsssarassassesasssasassesarassensasas 14

Vi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais géneros da familia Annonaceae....................ccccoconiniinnine. 2
Tabela 2: Alcaléides encontrados em A. glabra...............ccceeeeeeeeeeeeieieeeeeeeeen. 4
Tabela 3: Acetogeninas encontradosem A. glabra ... 7
Tabela 4: Diterpenos encontrados em A. glabra ..............c.cccccccoviiiiiiniiiiiiii i, 9

Tabela 5: Plantas medicinais contendo diterpenos e suas a¢ées farmacolégicas.... 16

Tabela 6: Fragdes obtidas da partigao liquido/liquido........................coooi. 19
Tabela 7: Fragdes obtidas da cromatografia liquida a vacuo ................................ 21
Tabela 8: Dados de RMN de 'H do acido caurendico (CDCl3, 200MHz).................. 26
Tabela 9:Comparacéo dos dados de RMN de ™C do acido caurenéico (CDCI3 ;
200MHZ).......ooeeeeeeeee et ea et e e 27
Tabela 10: Atribuices dos sinais de atomos de carbonode AD-2............................ 29
Tabela 11: Dados de RMN de 'H e de *C (CDCl3, 100;400MHz).............cc.cccucnr.... 30
Tabela 12: Atribuigdes dos sinais de atomos de carbonode AD-3 ... 32
Tabela 13: Dados de RMN de 'H e °C (CDCI3,200;50 MH2). .........c.ccocovvree wrrunnnnn 32
Tabela 14: Atribui¢cdes dos sinais de atomos de carbonode AD4............................ 34
Tabela 15: Comparagao dos dados de RMN de *C do 16, 17 diidroxi-ent-
cauran-19-al (CDCI3 ; 200MH2Z)............coommiee e 35

Tabela 16:Quantificacao do acido caurendico por extragcdo em soxhlet da casca do
caule de A. glabra ap6s cada 3 CIClOS............coocciiiiiiiiiiii e, 43
Tabela 17:Quantificacao do acido caurendico por extragao em soxhlet das folhas
de A. glabraapds cada 3 CiClOS............cccooiiiiiiiii e 44
Tabela 18: Doseamento do acido caurendico, por estacao climatica na casca do
caule de A. glabra para soxhlet @ SONICAGA0 ..............ooiiiiiiiiiiiiiniiininnes. 45
Tabela 19: Teor do acido caurenéico na casca do caule de A.glabra por estacdo
climatica e por método de extracdo (Mg %).....cccccceeiiieiiciniinciiceneeneene. . 46
Tabela 20: Doseamento do acido caurendico, por estagcéo climatica nas folhas de
A.glabra para soxhlet € sonicagao................oocoiiii e 47
Tabela 21: Teor do acido caurendico nas folhas de A.glabra por estagéo
climatica e por método de extragao (Mg %).......coeeeeeiiiimineiiiiiieeee 47
Tabela 22: Recuperagao do éster de esteviol e do acido caurendico, extragdo em
soxhlet na cascadocaulede A. glabra............ccccocoeeeieiiiiiiiiiiiiii 49

vii



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Quadro geral de biossintese. ... 11
Esquema 2: Biossintese dos terpenos pela via mevalonica..................cccocccvveeennnen. 12
Esquema 3: Biossintese dos terpenos pela via metil eritritol fosfato......................... 13
Esquema 4: Fracionamento cromatografico da casca do caule de A.glabra............. 20

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estruturas dos alcaldides encontradosem A. glabra................................. 5
Figura 2: Estrutura dos monoterpenos encontrados em A. glabra...................... e 8
Figura 3: Diterpenos encontrados em A.glabra. ..., 9
Figura 4: Unidade iSOPreno ...........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeee e e 10
Figura 5: Estruturas de diterpenos. ... ..., 14
Figura 6: Estruturas de diterpenos com acao farmacolégica:..............cc..cccccoooeee. 14
Figura 7: Curva de calibragao do acido caurenGico. ..., 14
Figura 8: Curva de calibragao do ésterde esteviol....................ccciiiiiiiiiiiiiiineen. 14
Figura 9: Teor do acido caurendico na casca do caule de A. glabrapor estagao

Figura 10:

Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22

Figura 23:

Figura 24:
Figura 25:

climatica e por método de extragao. ............cccceiriiiiiiiii e 14

Teor do acido caurendico nas folhas de A. glabra , por estagao climatica

e por método de extragao. ...........coooiiiiiiiiii e 14
Cromatograma do extrato de cascade A. glabra .............c.ccooeiiieeeniee 14
Cromatograma do extrato de folhade A. glabra...................cocccciieeeee. 14
Espectro no infravermelho - acido caurendico................ccoceiieiiiiiiciieneees 70
Atribuicao no espectro de RMN de 'H - acido caurenéico....................... 71
Atribuigio no espectro de RMN de 'H expandido — acido caurendico......72
Atribuicdo no espectro de RMN de °C — acido caurendico...................... 74
Atribuicdo no espectro DEPT — acido caurendico...........cccccccceeevecnnnnnen... 75
Espectro no infravermelho—-acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico.....76

Atribuicao no espectro de RMN de H - acido ent-19-carbometoxi

(o= 10T R I Ao 1T o TS 77
Mapa de contorno COSY de 'H — acido ent-19-carbometoxi
CAUAN-T17-0IC0.......coi i e e e 78
Atribuicdo no espectro de RMN de *C-acido ent-19-carbometoxi
CAUTAN-TT=01C0. ...t e e ee e e e ee e s e e anaaaenas 79

: Atribuicao no espectro de RMN de ®*C e DEPT-4cido ent-19-carbometoxi

CAUMAN-T7-0IC0. ...ttt et e e cte e e e e eeeieeeeaeeaaeaa e eneeneeeeeeaeanaas 80
Mapa de contorno HMQC-acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico....... 81
Espectro de massa-acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico................. 82
Espectro no infravermelho-acido 16 B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-éico.....83

iX



Figura 26: Atribuicdo no espectro de RMN de H — acido 16p-hidro-19-ol-ent-

o= Y0 =) O I o T o TSP 84
Figura 27: Mapa de contorno COSY de 'H acido 16p-hidro-19-ol-ent-
CAUTAN=T7-0IC0.....ceeueiiiieeeiiee et ee et e et e eeene e st et e eseneeeen 85
Figura 28: Atribuigdes no espectro de RMN de *C acido 16p-hidro-19-ol-ent-
CAUNAN=TT7-GIC0. ... ittt et e e e e st e et te e s ame e e e eeee 86

Figura 29: Atribuicdo no espectro DEPT acido 16f-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico..87

Figura 31: Espectro de massa acido 16 B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico................ 89
Figura 32: Espectro no infravermelho 16 B-17-diidroxi-ent- cauran-19-al.................. 90
Figura 33: Atribuicdo no espectro de RMN de 'H-16p-17-diidroxi-ent-cauran-19-al 91
Figura 34: Mapa de contorno COSY de 'H 16p-17-diidroxi-ent- cauran-19-al........... 92
Figura 35: Atribuicdo no espectro de RMN de **C 168-17-diidroxi-ent-

CaUrAN=-19-al..... ... e 93
Figura 36: Atribuicdo no espectro DEPT 16p-17-diidroxi-ent- cauran-19-al............... 94
Figura 37: Espectro de massa 16-17-diidroxi-ent- cauran-19-a|......T ....................... 95



LISTA DE ABREVIATURAS

8 -deslocamento quimico

°C - grau Celsius

pm — micrémetros

Amax - comprimento de onda (nm) de absor¢ao maxima
CCD - cromatografia em camada delgada

CCDC - cromatografia em camada delgada centrifuga
CDCls - cloroformio deuterado

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLAE-FR - cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
CLV - cromatografia liquida a vacuo

COSY- correlagao homonuclear (H x H)

CPD - composition pulse decoupling

cm - centimetro

d -dupleto

dt - duplo tripleto

DEPT- espectro de RMN *3C utilizando transferéncia de polarizagao
DMSO - dimetilsulféxido

EM — espectrometria de massas

g -grama

g/L — grama por litro

HMQC - hetero multiple quantum coherence

Hz - hertz

IV — infravermelho

m - multipleto

Me — grupo metila

mg - miligrama

mL - mililitro

mm — milimetros

ppm — parte por milhdo

q - quarteto

Rf -razao de frente

RMN de**C - ressonancia magnética nuclear de carbono —13 -
RMN de 'H - ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
s — simpleto -
t- tripleto

TMS - tetrametilsilano

tr- tempo de retencao

UV — ultravioleta

xi



RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico de Annona glabra
Linné. O fracionamento cromatografico da casca do caule levou ao isolamento de
diterpendides com esqueleto cauranico: acido caurendico, acido ent-19-
carbometoxicauran-17-6ico, acido 16p-hidro-19-ol-ent-caran-17-éico, 16,17-diidroxi-
ent-cauran-19-al. Dentre esses o acido 168-hidro-19-ol-ent-caran-17-6ico e 168,
17-diidroxi-ent-cauran-19-al foram isolados pela primeira vez na espécie; o acido
ent-19-carbometoxicauran-17-6ico é inédito na familia. As determinagdes estruturais
foram baseadas em técnicas espectrométricas usuais.

Foi também realizada a quantificagao do principal composto isolado, o
acido caurendico, devido as suas importantes propriedades farmacoldgicas. Através
de CLAE-FR foi realizado um estudno da distribuicao deste metabélito na planta. Os
maiores teores foram encontrados na casca do caule (503,22 mg%) e os menores
nas folhas (10,53 mg%). A variacdo sazonal deste composto foi significativa, tendo

sido encontrado os maiores teores no outono e os menores no iNverno.

Palavras Chave — Annona glabra; diterpenos ;acido caurendico.
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ABSTRACT

This work describes the chemical study of Annona glabra Linné. The
chromatographic fractionation of stem bark led to the isolation of kaurenoic acid, ent-
19-carbometoxykauran-17-oic acid, 16p-hydro-19-ol-ent-kauran-17-oic acid, 168, 17-
dihydroxi-ent-kauran-19-al. This is the first report of these compounds in the plant
except the first one. The Structu‘re determination was based on spectrometric data.

The detemination of the main compound isolated, kaurenoic acid, was
also carried out due to its important pharmacological properties. Using RP-HPLC a
study of the distribution of the met"éBoIite in the plant was accomplished. The highest
concentration of kaurenoic acid was fbund'in the bark (503,22 mg %) and the lowest
in the leaves (10,53 mg %). The seasonal variation of this compound was also
significative. The highest concentrations were found in the autumn and the lowest in

the winter.
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CAPITULO |
Annona glabra L. E A FAMILIA ANNONACEAE

1.1 INTRODUGCAO

Os homens, diante de suas necessidades de salde, identificaram as
propriedades terapéuticas de varias plantas acumulando dados preciosos e valiosos
até hoje. Na busca de compreender as questées relacionadas com esta
biodiversidade, o estudo fitoquimico vem ganhando importancia, procurando
identificar os principios ativos e as interagdes destes vegetais com o ambiente onde
se localizam ou devido a variacao climatica.

Annona glabra L. € uma planta da familia Annonaceae, conhecida
populamente como araticum-do-brejo. Ela é encontrada em quase toda regido
costeira brasileira e é utilizada na mediciha popular como vermifugo e no tratamento
de reumatismo (SANTOS,1998). Muito pouco de sua composi¢do quimica é

conhecida.
1.2 OBJETIVO

Devido ao pequeno numero de relatos de seu estudo na literatura
resolvemos realizar o estudo quimico da planta A. glabra L. com énfase para
diterpenoides tetraciclicos. Tal escolha se baseou no fato de haver apenas dois
trabalhos descritos para este grupo de compostos na planta (YANG,1973;
CHANG,1998) e que varios compostos desta classe possuem propriedades
biolégicas relevantes (DEWICK,1997;BLOCK,1998). Além disso era nosso objetivo

quantificar algum metabélito encontrado que fosse biologicamente ativo.

1.3 FAMILIA ANNONACEAE

Annonaceae é uma grande familia de arvores e arbustos composta de 120
géneros e mais de 2000 espécies. Estas plantas ocorrem em regides tropicais e
subtropicais sendo que a Asia e a Australia possuem a maior diversidade de
espécies. No continente americano encontram-se 38 géneros e 740 espécies. No

Brasil, em particular, estao descritos 29 géneros compreendendoc 260 espécies
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(BARROSO,1978). Os principais géneros desta familia estdo relacionados na
tabela1.

TABELA 1: PRINCIPAIS GENEROS DA FAMILA Annonaceae

Género Nuamero de Espécies
Guatteria Ruiz & Pav. ~250

Uvaria L 150

Xylopia L. (~100 - 150)
Annona L. 120
Polyalthia Bl 120
Goniothalamus Hook. F. & Thoms 115
Artabotrys R.Br. ~100
Dugguetia A St. Hil. ) 70
Fissistigma Griff. - ~70

Rollinia A St. Hil. 65

Esta familia vegetal tem importancia econdmica por ser fonte de frutos
comestiveis. A A. squamosa (fruta-do-conde), A. muricata (graviola), A. reticulatta
(condessa), sdo muito apreciadas e tem um alto valor comercial. Os frutos e
sementes possuem carboidratos (frutose, sacarose e glucose), lipideos, aminoacidos
e proteinas o que confere alto valor nutritivo. As sementes produzem 6leo comestivel
e utilizado para fabricacao de sabao.

Durante a década de 70, muitos estudos quimicos (e em menor escala
farmacolégicos) da familia foram realizados (LEBOEUF,1982). Grande parte das
investigacOes centraram-se sobre alcaldides, tendo sido encontrados varios de
estrutura isoquinolinica, notavelmente os aporfinicos. Compostos de outras classes
como os polifendis, flavondides, Oleos essenciais, terpendides, compostos
aromaticos e poliprendis também ja foram encontrados. Mais recentemente tem sido
amplamente estudadas as acetogeninas e ciclopeptideos (tIU,1998 a,b; 1999 a,b)
Diterpendides também tem sido encontrados na familia principalmente aqueles com
esqueletos caurano, traquilobano e clerodano (ETSE,1987; FERRARI,1971).



1.4 Annona glabra

O género Annona é representativo dentro da familia Annonaceae. Isto se
deve ao grande numero de espécies deste género e a presengca de metabdlitos
secundarios de varias classes, principalmente alcaldides e acetogeninas. Estas
ultimas tem sido intensamente estudadas recentemente devido a propriedades anti-
cancerigenas. Estes fatores justificam o grande interesse de estudo deste género.

A A. glabra, cujo nome popular é araticum-do-brejo, € uma planta nativa
da América. E encontrada no litoral atlantico da América do Sul desde a Guiana até
Santa Catarina. Ela prefere terrenos baixos das margens dos lagos, foz dos rios e
mangues onde frequentemente se encontra com as raizes imersas na agua salobra.

Segundo Pio Corréa esta planta é um “arbusto grande ou arvore pequena,
geralmente até 4 metros de altura, as vezes maior, alcancando até 8 metros, casca
grossa, avermelhada, muito aromatica, revestida de epiderme espessa, crustacea,
parda e pardacenta, irregularmente fendida; folhas alternas pecioladas, muito
variaveis, ovadas ou oblongas, agudas, simples, inteiras, quase coriaceas,
geralmente glabras, as vezes sericeo-tomentosas, saliente-nervadas (nervagao
avermelhada) nas duas paginas, sendo a superior vernicosa, flores carnosas, verde
amareladas externamente, com méacula purpura e uma zona amarelada na base das
pétalas dispostas em pedinculos com uma bractea solitarios, axilares; fruto baga
composta quase lisa, cordiforme, tuberculado, vermelho-amarelo ou pardacento de
6-13cm. de diametro”.(PIO CORREA, 1984).

Segundo a classificacao de A CRONQUIST A. glabra esta assim
caracterizada (BARROSO, 1978):
Divisao Magnoliophyta

Classe Magnoliidae
Ordem Magnoliales
Familia Annonaceae

Sub-familia Annonoideae
Tribo Unnoneae
Género Annona
Espécie Annona glabra
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Em medicina popular A. glabra é usada como vermifugo e no tratamento
de reumatismo (SANTOS,1998).

Estudos iniciais sobre A. glabra relataram o isolamento de alcaldides. O
primeiro deles descreve o isolamento da liriodenina da casca do caule, uma
substancia com atividade antitumoral. Trabalhos subsequentes levaram ao
isolamento de outros 10 alcal6ides. Estas informacdes estao resumidas na tabela 2

e figura 1.

TABELA 2: ALCALOIDES ENCONTRADOS EM A. glabra.

Alcal6ide Estrutura Localizagao Ref. Bibliografica

Anolobina 1 Casca de caule/tronco YANG,1974

Anonaina 2 Casca de caule/tronco  idem

Asimilobina 3 Tronco | Idem

Isoboldina 4 Tronco Idem

Liriodenina 5 Casca de caule/tronco WARTHEN, 1969

N-Metilactinodafnina 6 Folha YANG,1973

Nornuciferina 7 Tronco Idem

Norushinsunina 8 Tronco Idem

Phanostenina 9 Folhas CASTANEDA, 1994

Reticulina 10 Folhas YANG,1971
Casca do caule/tronco  ldem

Roemerina 11 Tronco idem




FIGURA 1: ESTRUTURAS DOS ALCALOIDES ENCONTRADOS EM A. glabra
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O unico flavonodide descrito na A. glabra foi a quercetina (12). Este composto,

que é comum no reino vegetal, foi encontrado nas folhas da planta
(LEBOEUF,1982.)

12

A maioria dos trabalhos fitoquimicos sobre a A. glabra se concentraram
no isolamento de acetogeninas. Estes compostos séo importantes devido as suas
atividades biologicas, principalmente a anti-tumoral. Na década de 90 foram
realizados sete estudos sobre acetogeninas onde foram relatados 28 estruturas na
espécie conforme tabela 4 sendo que as estruturas encontram-se descritas no anexo
2, pag.64.



TABELA 3: ACETOGENINAS ENCONTRADAS EM A. glabra.

Acetogenina Localizacao Ref.Bibliografica
GlacinaA = Folha LIU, 1998 a
Glacina B Folha Idem
Glabranina Semente GALLARDO,1998
Muricatetrocina-B Semente idem
Gigantetronenina Semente Idem
Gigantetrocina-A Semente Idem
Annonacina casca de caule CHEN,1995
| Semente GALLARDO,1998
Annonacinona Semente Idem
" Corossolina Semente Idem
Corossolona casca de caule CHEN,1995
Semente GALLARDO, 1998
Molvizarina Semente Idem
Parviflorina Semente Idem
Laherradurina Semente Idem
Itrabina | Semente Idem
Glabracina A Folhas LIU,1998 b
Glabracina B Folhas Idem
Bullatanocina Folhas Idem
Squamocina Semente OHSAWA 1991
Asimicina semente idem
Desacetiluvaricina Semente idem
Cherimolina-2 Semente LI, 1995
Annonina | Semente Idem
4-desoxicherimolina-2 Semente Idem
Solamina cascade caule CHEN,1995
Annonaglaxina Folhas LIU, 1999 a
27-hidroxibullatacina Folhas Idem
Annoglacina A Folhas LIU, 1999 b
Annoglacina B folhas Idem
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Monoterpenos tem sido encontrados como constituintes volateis em frutos

verdes e maduros da espécie (SANTOS, 1998). Os principais monoterpenos
identificados, representando 75% dos volateis em frutos verdes e 56% em maduros,
sao: a-pineno (13), limoneno(14), a-felandreno (15), (E)-p-ocimeno (16). Outros 39

monoterpenos encontram-se em concentracfes menores.

FIGURA 2: ESTRUTURA DOS MONOTERPENOS ENCONTRADOS EM A. glabra

N/
N

13 14 15 16

Diterpenos também tem sido descritos na espécie principaimente com
esqueleto caurano. Os dados estdo resumidos na tabela 4 e figura 3. Outros

diterpenos descritos no género estao relacionados no anexo 1, pag.59.



TABELA 4 : DITERPENOS ENCONTRADOS EM A. glabra

Diterpeno Estrutura Localizagdo Ref.Bibliografica
Acido ent caur-16-en-19-6ico 17 tronco YANG,1973
fruto CHANG, 1998

Acido 160-17-dihidroxi-ent-cauran-19-6ico 18 fruto Idem

Acido 16B-hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-6ico 19 fruto idem

Acido 16B-hidro-ent-cauran-17-6ico 20 fruto Idem

Acido 16a-hidro-ent-cauran-17-6ico 21 fruto Idem
ent-caur-16-en-19-ol 22 fruto Idem
ent-caur-15-ene-17,19-diol 23 fruto Idem

Acido 16a-hidro-19-al-ent-cauran-17-6ico 24 fruto Idem
Metil-16a-hidro-19-al-ent-cauran-17-oato 25 fruto Idem
16p-hidroxil-1 7-acetoxi-ent—cauran-1“9-al 26 fruto Idem

Acido 19-nor-ent-cauran-4a.-ol-17-6ico 27 fruto Idem

Acido 16a-hidro-19-acetoxi-ent-cauran-17-6ico 28 fruto Idem
Metil-16B-acetoxi-19-al-ent-cauran-17-oato 29 fruto idem

FIGURA 3: DITERPENOS ENCONTRADO EM A glabra.

R1 R2 R3
17 COOH =CH2
18 COOH CH20H OH
19 COOH OH CH20Ac
20 CH3 H COOH
21 CH3 COOH H
22 CH20H =CHz
24 CHO COOH H
25 CHO COOCH3s H
26 CHO OH CH20AC
27 OH COOH H
28 CH20AC COOH H

29 CHO OAC COOCHS3
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CAPITULO I

DITERPENOS
2.1 INTRODUGAO

Diterpenos sao compostos de 20 atomos decarbonos pertencentes a
grande classe dos terpenos. Os terpenos sdo metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos na natureza. Eles sado encontrados em abundancia nas plantas
superiores e com uma rica diversidade quimica, estruturalmente baseados na
repeticao da unidade isopreno (2-metil-1,3-butadieno, fig. 4).

FIGURA 4: UNIDADE ISOPRENO
/l\/

O numero de unidades de isopreno de determinado terpeno serve de
base para a classificagdo desses compostos; monoterpenos (C1g), sesquiterpenos
(C1s); diterpenos (C2o) e triterpenos (Cap). Durante a biossintese destes compostos
depois de formado o esqueleto carbonico podem ocorrer reagcdes de oxidagao,
reducdo, rearranjo, ciclizagdo ou outras. O metabdlito resultante &, por  isso,
chamado genericamente de terpendide.

A maioria dos terpendides sdao encontrados livres no tecido da planta,

mas muitas vezes podem ser encontrados como glicosideos, acidos de ésteres

organicos ou combinados com proteinas.

2.2 BIOSSINTESE

Segundo GEISSMAN as rotas biossintéticas das diversas classes de
metabdlitos secundarios podem ser resumidamente visualizadas no esquema a

seqguir:



ESQUEMA 1 : QUADRO GERAL DE BIOSSINTESE

Clorofila + CO2 + H20

Acido Xiquimico

Acido Fosfoenolpiravico—

Fotossintese
Carboi|dratos
Ciclo das Pentoses

Acido Piravico

Aminoacidos Alcaloides
Aromaticos
Acidos cinamicos — Flavondides

Fenilpropandides

Cumarinas
Ligninas

Lignanas

Acetil CoA

11

Acidos ciclicos

do ac.citrico

Malonil CoA

Acidos Graxos

Policetidios Poliaceti]enos

Compostos fendlicos

Acido Mevalénico

Terpendides
Esterdides
Carotendides

O isopreno nao é encontrado na natureza. Apesar de servir didaticamente

como unidade basica de terpenos ele nao é de fato o precursor destes compostos. A

biossintese de terpenos tem como base o pirofosfato de isopentila (IPP) e o

pirofosfato de dimetilalila (DMAPP). A partir da uniao de malonil CoA com acetil

CoA, origina o acido mevaibnico (MVA) sendo este o precufsor do IPP e DMAPP;

consequentemente dos outros terpenos (esquema 2). Por muitos anos, acreditou-se

que esta seria a Unica rota biossintética possivel para a formagao de compostos

terpendides.



ESQUEMA 2: BIOSSINTESE DOS TERPENOS PELA VIA MEVALONICA.

SCoA

NADPH
5 COH COH
SCoA CoA
W (2) MVA
(1) HMG-CoA
o O
iiil ATP
OH .. OH
iv /
‘—-—.—-—
PPO COH AP o COH
MVA 5-difosfato (3)MVA 5-fosfato

Vl ATP

(4) PP (5) DMAPP

Enzimas: i — HMG CoA sintase; ii — HMG CoA redutase; iii — mevalonato kinase;

iv—fosfomevalonato kinase; v — mevalonato 5-difosfato decarboxilase; vi — |PP isomerase.

12

Recentemente foi proposta uma rota alternativa para a biossintese dos

terpenos. Ela foi descoberta na bactéria Rhodospirllum rubrum e encontrada

também em algas verdes e plantas superiores. Nesta rota a partir do gliceraldeido-3-

fosfato e acido piravico é formado o 1-deoxi-D-xilulose-5 fosfato precursor do IPP
conforme mostra o esquema 3. (ROHMER,1992;ROHMER,1993; LICHTENTHALER,

1996.)
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ESQUEMA 3 : BIOSSINTESE DOS TERPENOS PELA VIA METIL ERITRITOL
FOSFATO.

H——OH
H——OH

CH,0OH

Glicose

CH,

PP ]
HO —

L OH
H

H —}—OH

CH,OP

Dy

CH,

H ——OH

D-1-deoxi-xilulose - 5 P

—>

Dihidroxiacetona - P

Gliceraldeido 3P

l;:o

CH,OH

{l

CHO

H —— OH

CH,OP

—

H
OH

o SCoA
o - \(
CHj CH,
Acido Pinivico Acetil-CoA
l '/\TPP
\_* CO,
CH;
OH TPP
OP

Metil eritritol fosfato - MEP

TPP : Difosfato de tiamina (LICHTENTHALER, 1997).

— )\/\
OPP

IPP
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2.3 CLASSIFICAGAO

Os diterpendides compreendem um grande grupo de compostos C20 com
varios tipos de estruturas. Ha diterpendides aciclicos, mas a grande maioria é de
compostos ciclicos com até cinco anéis. Os varios esqueletos carbonicos
conhecidos de diterpendides ciclicos estao mostrados na figura 5.

FIGURA 5: ESTRUTURAS DE DITERPENOS.

Biciclicos Triciclicos

Série de labdanos Série de abietanos

\\\\ H
CO,H

Esclareol )
(-)- Acido Abiético
Tetraciclicos
Séries caurénicas: Série de traquilobanos

COOH
ent-caureno Acido traquilobanéico
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Série de baieranos: Série de atisiranos:

HO  ch,onH

Baierol Atisireno

Os diterpendides podem existir tanto na configuracado normal quanto na
estereoquimica antipodal. A série normal tem uma fusdo de anéis A/B que se
relaciona estereoquimicamente com a dos esteréides enquanto que as séries em
que a fusao dos anéis é antipodal sao conhecidas como séries ent. revelando a
inversdo de configuragdo de todos os centros quirais envolvidos numa substincia
com configuracao definida. Na mesma espécie vegetal podem ocorrer exemplos de
ambas.

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os diterpendides tém vasta gama de atividades biologicas. Eles podem
agir em varios sistemas bioldgicos ocasionando varias respostas.

Os acidos resinicos como o abiético sao exsudados da madeira das
arvores, especialmente as coniferas e protegem-nas de infec¢oes e do ataque dos
insetos. As giberelinas sao hormonios vegetais que estimulam o crescimento da
planta, enquanto as prodolactonas sao inibidores do seu crescimento. Os diésteres
do forbol sdo muito usados em estudos farmacoldgicos sobre a carcinogénese por
sua capacidade de provocar a formagao de tumores.

Algumas plantas tem sido amplamente estudadas devido a agdo
terapéutica dos diterpenos nelas encontrados. Exemplos de plantas contendo
diterpenos estao sumarizadas na tabela 5. (DEWICK,1997.)
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TABELA 5 : PLANTAS MEDICINAIS CONTENDO DITERPENOS
E SUAS AGOES FARMACOLOGICAS

Espécie/ Familia  Efeito Terapéutico Constituintes diterpenoidicos
Taxus brevifolia Anticancerigeno Taxol

(Taxaceae)

Ginkgo biloba Melhora a circulagao periférica Ginkgolideo

(Ginkgoaceae) e cérebro-vasculares Bilobalideo

Coleus forskohliil  Propriedades cardiovasculares, Forskolina

(Lamiaceae) regula pressao sanguinea

Polyalthia Atividade contra Leishmania (4S,9R,10R) 18-carboxi-labda -
macropoda donovani 8,13(E)-diene-15-oato de metila
(Annonaceae)

FIGURA 6: ESTRUTURAS DE DITERPENOS COM ACAO FARMACOLOGICA:

Taxol



Forskolina
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CAPITULO il

MATERIAIS E METODOS
3.1 ESPECIFICACOES DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

1. Para as extragcoes, particoes e sistemas cromatograficos foram utilizados
solventes de grau comercial os quais foram destilados. Para o uso em CLAE
foram utilizados metanol (Merck. art. 2007), acetonitrila (Vetec art.2011) e agua

ultra-pura com pH ajustado para 3,0 com acido ortofosférico.

2. O tipo da fase estacionaria utilizada variou de acordo com o tipo de separagao:

- pafa cromatografia liquida a vacuo utilizou-se silica Si-60 (Merck, art.7744),
particulas de 5 - 40 um e silica Si-60 H ( Merck, art.7736)

- para cromatografia camada deléada centrifuga (CCDC) utilizou-se silica Si-60
PF254 com sulfato da calcio (Merck, art.7749). Os rotores foram preparados com
uma camada de silica de espessura de 2 mm.

- para cromatografia em camada delgada — CCD, utilizou-se como adsorvente Si-
60 F254 (Merck, art.5554) com espessura de 0,2 mm.

3. As revelagbes dos cromatogramas em CCD foram feitas com solugao de acido

sulftirico e aquecimento e/ou irradiagao no UV (254 e 336nm).
4. A cromatografia circular foi realizada em aparelho Chromatotron.

5. Para cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa — CLAE foi utilizado um
sistema da marca Varian constituido do bomba quaternaria modelo 9012Q,
detetor de fotodiodo modelo 9065, injetor automatico marca Rainin modelo Al-
200, e o sistema foi controlado pelo programa Star versédo 4.5. A coluna utilizada

foi uma C18 de 5 um da marca Rainin.

6. Os espectros de RMN de 'H e de °C foram registrados em espectrometros da
marca Broker Avance DRX 400 e Broker Avance DPX 200, operando a 400 MHz

para hidrogénio utilizando como solventes e padrao de referéncia interna o TMS.
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7. Os espectros no IV foram registrados em aparelho Bomem MB-100.

8. Os espectros de massas foram obtidos em espectrémetros da Shimadzu.

3.2 MATERIAL BOTANICO E PREPARA(;AO DO EXTRATO BRUTO.

A casca do caule de A. glabra foi coletada em Maceié (Alagoas), e o
extrato etandlico foi preparado e fornecido pelo professor Antonio Euzébio G.
Sant'’/Anna, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Alagoas.

3.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO

O extrato bruto etandlico (20,18g), foi dissolvido em metanol:agua 60:40
(1150 ml), filtrado e particionado consecutivamente com hexano, diclorometano,
acetato de etila (3 vezes 200mi cada). Os solventes foram entdao destilados em

rotaevaporador e as massas dos residuos foram determinadas (tabela 6).

TABELA 6: FRAGOES OBTIDAS DA PARTICAO LIQUIDO/LIQUIDO

Fragoes Massa (g) Rendimento (%)
Hexanica 1,594 7,90
Diclorometano 4,210 20,86

Acetato de etila 0,960 - 4,76

Hidroalcodlica 13,416 66,48




3.4 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

20

O fracionamento foi realizado de acordo com o fluxograma mostrado no

esquema 4.

ESQUEMA 4: FRAClONAMENTO CROMATOGRAFICO DA CASCA DO CAULE DE

A.glabra

Casca de caule A. glabra

a b,c,d,e

Extrato bruto etanédlico

m=20,18 g
f.g,h
~ Fracdo Fracdo Fracao
F .
quj’::’es’;:m diclorometano acetado de efila hidroalcoslica
’ m=4,21g m=0,96g m=1341g
i
F-1,23 F-4 F-§ F-6 F-7 F-8 F -9,10 F-11 F-12 F-13
m=00 mg m=60 mg m=100 mg m=810m m=790m m=390m m=290m m=100m m=80 mg m=70 m:
- F-15 F-16,17 F-18,19 F-2 F-21
m~30 mg m=100mg m=160 mg m=110m m=70 mg m=100 mg
ij j j Bk
AD -1 AD-2 AD-3 AD- 4
421 mg 35mg 20 mg 6,9mg
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a. secagem
moagem
maceragao

refluxo

concentracao em rotaevaporador
adicao de agua (10 a 40 %)

b

c

d

e centrifugagao
f

g

h particao

cromatografia sélido - liquida a vacuo em silica
j cromatografia em camada deigada centrifuga (CCDC)
k cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa - CLAE

A fragao diclorometanica (4,21g) foi incorporada em celite e submetida a
cromatografia liquida a vacuo, sendo utilizadas 82,44 g de silica 5-40 ym em uma
coluna de 3 cm de diametro interno. A eluicao foi realizada com hexano; hexano:
acetato de etila até acetato de etila 100% (gradiente de 5%) e acetato de etila:etanol
1:1. Foram coletadas vinte e uma fracdes de 200 ml, as quais foram analisadas por
CCD. Depois de destilados os solventes em rotaevaporador suas massas foram

determinadas (tabela 7).

TABELA 7 : FRACOES OBTIDAS DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA A VACUO

Fragbes Residuo Fragoes Residuo

seco (g) seco (g)
1 0,000 11 0,100
2 0,000 12 0,080
3 0,000 13 0,070
4 0,060 14 0,090
5 0,100 15 0,100
6 0,913 16 0,090
7 0,791 17 0,070
8 0,390 18 0,070
9 0,200 19 0,040
10 0,090 20 0,070

21 0,100
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A fragédo 6 foi submetida a nova cromatografia liquida a vacuo utilizando
20 g de silica 540 um. A eluigao foi feita com hexano (3 fragbes); hexano — acetato
de etila 95:5 (7 frag6es); acetato (1 fragcdo). Fragbes destas foram refracionadas por
CCDC usando como eluente 200 ml hexano — acetato de etila 95:5. Destes
experimentos foi isolado o composto AD-1 (421mg).

Parte da fracdo 7 (313mg) foi refracionadas por CCDC utilizando como
eluente 200 ml de hexano:acetato de etila (95: 5). Ap6s analise algumas fragoes
foram reunidas e refracionadas pela mesma técnica com hexano — acetato de etila
80: 20 como eluente. Isto levou ao isolamento do composto AD-2 (35 mg).

A fragao 8 formou um precipitado, o qual foi separado por filtragdo. O
precipitado foi ressolubilizado em acetato de etila com uma gota de metanol, e
recrorriétografado por CCDC, utilizando hexano — acetato de etila 7:3 como eIueh‘te.
Este procedimento levou ao isolamento do composto AD-3 (20 mg), o qual estava
também presente no sobrenadante.

As fragoes 9 e 10 foram reunidas e cromatografadas por CCDC. A fase
movel foi hexano — acetato 6:4 e foram coletadas 30 fragbes. Parte destas foram
reunidas e recromatografadas pela mesma técnica, utilizando-se como eluente
cloroférmio — acetato (8:2). Foi obtida uma mistura de dois compostos (14 mg) com
Rf muito préximos, a qual foi submetida a CLAE preparativa. Usando metanol/agua
(8:2) como fase movel foi obtido o composto AD-4 (3,7mg).

A fracao 11 foi refracionada através de CCDC. Eluigdo com cloroférmio -
acetato de etila 8:2 produziu 25 fragbes. As fracoes 12 a 18 foram reunidas (24 mg)
e recromatografadas por CLAE preparativa. Eluicdo com metanol/agua (8:2) resultou
também no isolamento do composto AD—4 (6,9 mg).

As substancias isoladas tiveram sua identificacdo e/ou determinacéo
estrutural baseadas em espectros de massa, infravermelho, RMN de 'H e de °C, e

comparados com os dados espectrométricos apresentados na literatura.
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3.5 DADOS ESPECTROMETRICOS DOS COMPOSTOS ISOLADOS

3.5.1 AD -1 (ACIDO CAURENOICO)

IV v maxcm™ : 2937, 1689, 1448, 1263, 873.

RMN de ™H [CDCIs, 200MHz, 8, multiplicidade, J/Hz] o: 0,95 (s, 3H); 1,24 (s,3H);
2,63(s, 1H); 4,79 (s, 1H); 4,73 (s, 1H) 8,20 (s, 1H).

RMN de "*C [CDCl3] &: 15,58; 18,42; 19,08; 21,82; 28,96; 33,10; 37,80; 39,66; 39,69;
40,70; 41,27; 43,72; 43,84; 44,22; 48,95; 55,10; 57,04; 102,98; 155,89; 184,12

3.5.2 AD -2 (ACIDO ent-19-CARBOMETOXICAURAN-17-0ICO)

IV v maccm™ : 2975, 1726, 1701, 1234, 1153.

RMN de'H [CDCIls, 400MHz, 8, multiplicidade, J/Hz] &: 0,808 (s, 3H); 1,16 (s, 3H);
3,64 (s, 3H); 2,05 (d, 1H, J=12,8); 2,16 (d, 1H, J=13,2); 2,57 ( s, 1H) ,2,94 (dt, 1H);
RMN de *C [CDCI3] &: 15,35; 18,21; 19,12; 22,14; 27,31; 28,71; 38,07; 39,40; 39,60,
40,62; 40,65; 41,61, 41,61, 43,77, 44,39; 45,22; 51,08; 56,96; 178,09

3.5.3 AD -3 (ACIDO 16B-HIDRO-19-OL-ent-CAURAN-17-0ICO).

IV v maxcm™ : 2929, 1708, 1454, 1220, 1030.

RMN de'H [CDCls, 200MHz, §, multiplicidade, J/Hz] §: 0,92 (s, 3H); 1,04 (s, 3H); 3.4
(d, 1H, J=10,7); 3,8 (d, 1H, J=10,7); 7,8 (s, 1H).

RMN de C [CDCl3] 8:17,24; 17,31; 17,45; 19,77; 26,62; 26,66; 37,89; 38,19; 38,82;
39,50; 39,75; 41,29; 41,32; 43,35; 44,93; 55,90; 56,49; 63,20; 176,12; 184,02
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3.5.4 AD - 4 (16B,17-DIIDROXI-ent-CAURAN-19-AL)

IV v maxcm ™ : 3374, 2942,2844,1693, 1240, 1022

RMN de 'H [CDCI3,400MHz, 8, multiplicidade J/Hz] 6: 0,87 (s, 3H); 1,17(s, 3H); 2,6
(d,t, 1H,); 3,31 (d, 1H, J=10,0); 3,41 (d, 1H, J=10,8); 9,72 (s, 1H).

RMN de ©C [CDCI3] §: 15,6; 17,7; 18,1; 19,0, 23,6; 26,1; 33,6; 37,7; 38,9; 39,1; 40,6;
41,2; 42,7, 47,8; 51,6; 54,9; 55,8; 69,0; 78,9; 205,3.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento bibliografico de A. glabra revelou a existéncia de apenas
dois trabalhos publicados sobre diterpenos na espécie (YANG,1973; CHANG,1998).
Estes trdbalhos resultaram no isolamento de 13 diterpenos com esqueleto caurano
apresentados na tabela 4 (pag. 8). “

Verificou-se que em outras espécies de annonas existiam diterpenos
diferentes daqueles encontrados nos estudos desenvolvidos em Taiwan para A.
glabra (anexo 1, pag. 59); a conﬁrmagéo dos diterpenos ja conhecidos numa espécie
nativa no Brasil, a atividade biolégica potencial dos diterpenos e o crescimento
espontaneo desta espécie no litoral do estado do Parana nos levou a iniciar um
procedimento sistematizado com intuito de identificar metabdlitos secundarios
presentes na espécie, com atengao especial aos diterpendides.

Apés a extracio foi realizada particées do extrato bruto com solventes de
polaridade crescentes. Esta etapa tem por objetivo a obtencao de fragbes mais
simples e separados de acordo com o coeficiente de particdo de seus constituintes
nestes solventes.

Devido ao melhor rendimento em massa obtida da fragao diclorometanica
e por ser se tratar de uma fracdo de polaridade intermediaria, esta foi submetida a
cromdfbafgﬁa de adsorcdo a vacuo com silica 540 um. As fragdes obtidas foram
analisddads através de CCD, reveladas com &cido sulfirico mostrando-se ainda
bastante complexas o que as levou a serem refracionadas em coluna a vacuo efou
cromatografia circular até obtermos os compostos puros AD —1, AD-2, AD-3, AD-4.
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3.6.1 AD-1 (ACIDO CAURENOICO)

O composto AD-1, caracterizado como acido caurendico através de
comparagdes em CCD com padrao "desta substancia, apresentou no espectro no
IV banda larga entre 2800 a 3400 e pico em 1689 caracteristicos dos grupos OH e
CO, respectivamente, indicando assim a presenca de um acido e o pico em 2937
relativo ao estiramento C-H sp® (figura 13, pag. 70).

O espectro de RMN de 'H (figura 14, pag. 71) mostrou-se bastante
complexo na regiao de & 0,8 e 2,6 sendo possivel observar a existéncia de dois
grupos metila como simpletos em 8 1,24 (H-19); 0,95 (H-20) e os hidrogénios
metilénico do H-17 da dupla liga¢ao terminal em 6 4,79 e 4,73 representado por um
sistema de spins AB com acoplamento gem conforme tabela 8 indicada na literatura
(ENRIQUEZ,1997). A presen¢a de um quarteto centrato em & 4,10 refere-se a
impure2a de acetato de etila.
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TABELA 8: DADOS DO RMN DE 'H DO ACIDO CAURENOICO (CDCls)

c OHa OHp
1 1,88 0,82
2 1,86 1,42
3 2,16 1,02
4 - -

5 ; 1,06
6 1,80 1,80
7 1,47 1,62
8 - -

9 - 1,04
10 - -

11 1,56 1,60
12 1,52 1,45
13 2,63 -

14 11,99 1,13
15 2,05 2,05
16 - -

17 4 80* 473
18 - -

19 - 1,24
20 0,95 -

*a,B ndo condiz com hidrogénios olefinicos, e sim préton cis ao C-13

Este fato foi confirmado pela inspec¢ao do espectro de RMN de ¥ C e
DEPT (figura 16 e 17, pag. 73 e 74) do composto em questdo com dados de
literatura para o acido caurenéico como mostra a tabela 9 (ENRIQUEZ,1997). A
localizagao do grupo carboxila em posi¢ao axial trans em relagédo ao atomo de
hidrogénio H-5 baseou-se no deslocamento quimico do carbono C-5 (6c 57,04)

devido aos efeitos y dos atomos de oxigénio do grupo carboxila. (VELANDIA, 1998).
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TABELA 9 : COMPARACAO DOS DADOS DE RMN DE C DO ACIDO CAURENOICO

(CDCI3; 200)
c 1 2
1 40,70 40,70
2 19,09 19, 08
3 37,83 37,80
4 43,71 43,72
5 57,04 57,04
6 21,83 21,82
7 33,10 33,10
8 4423 44,22
9 55,11 55,10
10 39,66 39,66
1" 18,43 18,42
12 41,27 41,27
13 43,85 43,84
14 39,70 39,69
“15 48,96 48,95
16 155,90 155,89
17 102,98 102,98
18 183,74 184,12
19 28,96 28,96
20 15,60 15,58

1. acido caurendico dados de literatura

2. acido caurendico deste trabalho.

Apesar do acido caurendico ja ter sido isolado em diversas anonaceas,

inclusive na A. glabra, & importante té-lo identificado devido a ser o componente

majoritario na planta e por apresentar interessantes atividades biologicas.

Vérias atividades bioloégicas foram atribuidas ao acido caurendico:

citotoxica (CHAVEZ et al. 1997); tripanosomicida (Trypanossoma cruzi causador da

doenca de Chagas; ALVES et al. 1995); larvicida eliminando os ovos do mosquito

Aedes aegypti

transmissor da dengue (SLIMESTAD, 1995); antimicrobiano,

vermiﬂjgo, esporicida (PADMAJA, 1995; OGUNTINEUM, 1986). Ele possui também
atividade analgésica mais potente que a do acido acetilsalicilico e dipirona (BLOCK

et al. 1998) e ainda atividade contraceptiva (VALENCIA, 1986; PAGE, 1992).
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3.6.2 AD-2 (ACIDO ent-19-CARBOMETOXICAURAN-17-0ICO)

15 “COOCH,
19 21

Da fragdo 7 da coluna do extrato de diclorometano foi isolado o
composto AD-2 que possui esqueleto caurano, sendo que o espectro no
infravermelho (figura 18, pag. 75) mostra a banda larga entre 2900 a 3400 indicativo
de OH, apesar da amostra ter apresentado problema de umidade. As bandas em
1726 e 1701 cm”' sao caracteristicas do grupo carboxilico de éster e &cido
respectivamente. Os sinais em 1234 e 1153 referem-se ao grupo C-O comprovando
a presenca da fungdo de acido e éster na molécula. O pico em 2976 cm? é
atribuido ao estiramento C-H sp®

O espectro RMN de 'H (figura 19, pag. 76) revela os sinais dos grupos
metila como simpletos em §&: 0,80 (H-20); 1,16 (H-18) e 3,64 (H-21) sendo a ultima
metila ligada a oxigénio; duplo-tripleto centrado em 3 2,94 ( J = 6,0, H-16); multipleto
62,57 (H-13); 62,16 (d, J = 13,2, H-3); 6 2,05 (d, J = 12,8, H-15) e muitos sinais na
regiao 4 0,78 - 1,88 .

A analise dos dados de RMN de '*C: CPD e DEPT 135; (figuras 21 e 22,
pag. 78 e 79) permite a construgao da tabela abaixo onde observa-se a presenca de
4 carbonos metinicos, 9 metilénicos e 3 metilicos sendo um oxigenado (6¢:51,1). A
diferenca entre o namero de sinais dos espectros obtidos pelas duas técnicas indica
a existéncia de 5 sinais correspondente a atomos de carbono quartenario sendo

dois sp? carboxilicos (5¢c 178,08, 179,5) e 3 sp® inseridos num esqueleto carbénico.
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TABELA 10: ATRIBUIGOES DOS SINAIS DE ATOMOS DE CARBONO DE AD-2.

C CH CH2 CHs
179,5 56,9 41,6 51,1
178,0 56,1 41,6 28,7
443 45,2 40,6 15,3
43,8 39,6 40,6
39,4 38,0

27,3

22,1

19,1

18,2
(CO0)2
Cs (CH)4 (CH2)g  [(CH3)3
Cs0a4 CaHa CoH1s CsHog

Pode-se, entdo, concluir que o composto AD-2 é o acido ent-19-

carbometoxicauran-17-6ico  substancia identificada anteriormente em A.
senegalensis (FATOPE,1996), mas pela primeira vez isolada em A. glabra. E
interessante observar que este composto possui atividade moderada contra cancer
de prostata. |

Na tabela tem-se os valores de & para °C e 'H em funcéo da analise
dos espectros de RMN de 'H , RMN de **C (CPD e DEPT), com a literatura. Pode-
se verificar divergéncia nos C12 a C16. O C16 encontra-se ligado ao grupamento
carboxilico fortemente eletronegativo, portanto mais desblindado, é de se esperar
que tenha sinal em campo mais baixo que o C13 que se encontra mais distante
deste grupamento. No COSY e HMQC ( figuras 20 e 23, pag. 77 e 80) pode-se
identificar o acoplamento entre 0 H13 e H16 e as atribuicbes dos sinais de H aos

seus respectivos C.
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TABELA 11: DADOS DE RMN DE 'H E DE *™C (CDCIs 100;400 MHz).

Posi¢cao |3ac1 dc2 SH2

1 40,7 40,6

2 19,2 19,1

3 38,1 38,0 2,16
4 43,9 43,8 -
5 57,0 56,9 1,05
6 222 221

7 41,7 41,6

8 44 5 44 3 -
9 56,2 56,0 1,05
10 40,0 39,3 -
11 18,3 18,2 1,50
12 30,0 27,3

13 453 39,6 2,57
14 39,8 416

15 394 40,6 2,05
16 274 452 294
17 179,8 179,5*

18 28,8 28,7 1,16
19 1781 178,0*

20 15,4 15,3 0,808
CO:Me (514 51.1 3,64

1. Dados de literatura
2. Dados deste trabalho.
* C-17 e C-19 podem interconverter

Esta proposta pode ser confirmada pelo espectro de massa por impacto
eletronico (70eV), através da presenca do fragmento m/z 289 (M —~ COOCHz ) e a
auséncia do pico correspondente ao ion molecular se deve as condi¢gdes

operacionais (figura 24, pag. 81).
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3.6.3 AD-3 (ACIDO1GB-HIDRO-19—0L—en_t-CAURAN-17-O|CO).

As informagdes do espectro RMN de 'H (figura 26, pag. 83) mostram a
presen¢a de dois grupos metila como simpletos em 3:0,92 (H-20) e 1,04 (H-18); os
sinais dos hidrogénios metilénicos diastereotépicos em &:3,4( d,J= 10,7,H-19); 3,8
(d,J=10,7,H-19) referente ao alcool primario representados por um sistema de spin
AB devido a acoplamento gem; o multipleto centrado em 5:3,0 (H-16)é devido ao
préton adjacente ao grupo carboxilico, um simpleto largo 5: 4.3 indicando
grupamento OH; simpleto em &: 7,8 referente ao préton de acido e restante dos
sinais na regiao de 0,8 a 2,6 ppm.

A analise comparativa dos espectros de RMN de 'C (espectro
totalmente desacoplado com o DEPT; figuras 28 e 29, pag. 85 e 86) mostrou a
presenca de 16 sinais de C sp® ligados a hidrogénio sendo 4 metinicos, 10
metilénicos (um oxigenado 8:63,2) e dois metilicos. A diferen¢a entre os nimeros de
sinais dos espectros obtidos pelas duas técnicas indica a existéncia de 4 sinais
correspondentes a atomos de carbono quaternario sendo um sp? carboxilico (5:
176,12) e 3 sp> inseridos num esqueleto carbdnico. Estas dedugdes estao resumidas
na tabela abaixo e fornecem dados para deduzir a formula “quasemolecular” através
da analise espectrometrica de C20H3203.
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TABELA 12: ATRIBUICOES DOS SINAIS DE ATOMOS DE CARBONO DE AD—3

C CH CH2 CHs
176,12 |56,5 63,2 26,6
43,3 55,9 41,3 17,3
38,2 449 41,3
37,9 38,8 39,7

39,5

34,8

26,6

19,7

17,4

17,2
COOH OCH2
Cs (CH)4 (CH2)s | (CHa)2
C402H |CaHa4 C10H200 | C2He

O espectro HMQC (figura 30, pag. 87) junto com o RMN de '*C levaram

a sugerir a estrutura abaixo para AD-3, acido16p-hidro-19-ol-ent-cauran-17-dico,

composto inédito na familia das anonaceas, e a atribuir os sinais de carbono e

hidrogénio mostrados na tabela:

TABELA 13: DADOS DE RMN DE 'H E '*C (CDCls e gotas de piridina,200;50 MHz)

Posicao |&c SH

1 39,5 1,8
2 17,2

3 34,8 2,0
4 38,2 -

5 56,5

6 19,7

7 41,3 2,1
8 43,3 -

9 55,9

10 37,9 -

11 17,5

12 26,6 1,5
13 38,8 2,6
14 39,7

15 41,3 21
16 449 3,0
17 184,0 7.8
18 26,6 1,04
19 63,2 3,4d 3,8d
20 17,3 0,92
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A orientacdo o do grupo carboxilico ligado ao C16 é definida pelo
deslocamento quimico dos H-13 e H-15 que sao desblindados pela influéncia deste
grupamento (BOHLMANN, 1982).

No espectro IV (figura 25, pag. 80) observamos as bandas relacionadas
a carboxila (1709 cm™) ; a hidroxila (2900 - 3400 cm™) indicativo das fungdes 4cido e
alcool, ainda o pico em 2929 cm™ atribuido ao estiramento C-H sp® .

Os fragmentos mais caracteristicos do espectro de massa por impacto
eletrénico a 70 eV'( figura 31, pag. 88) correspondem ao ion molecular M+ = 320
(1,66%), o pico base (M — CH20H) em m/z 289 (100%); m/z 302 (M — H20, 9,5%) e o
pico relativo @ m/z 123 ( [CoH1s]" ,63,66%).

3.6.4 AD-4 (16B,17-DIIDROXI-ENT-CAURAN-19-AL)

A analise do espectro de RMN de 'H e COSY (figura 33 e 34, pag. 90 e
91) do composto AD-4 mostra os sinais de dois grupos metilas como simpletos em
5:0,87 (H-20) e 1,17 (H-18); os sinais dos hidrogénios metilénicos em §:3,41( d, J=
10,8); 3,31 (d, J=10,0) referente a um alcool primario representados por um sistema
de spin AB do H-17; o multipleto centrado em §:4,02; dupleto-tripleto em 3:2,6 do H-
13 e dupleto em §:9,72 referente ao préton do aldeido; diversos sinais na faixa
compreendida entre 3: 0,78-2,17. A presenga de um quarteto centrato em §:4,10;
em 5:2,86 refere-se a impurezas de acetato de etila e DMSO utilizado como

solvente.
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A comparagéo entre o RMN °C (espectro totalmente desacoplado) com

o DEPT; (figuras 35 e 36, pag. 92 e 93) mostraram a presenca 15 sinais de C sp®
ligados a hidrogénio sendo 3 metinicos, 10 metilénicos (um oxigenado, 5:69,0) e dois
metilicos; além de um C sp2 referente a carbonila de aldeido 8:205,3. A diferenca
entre os numeros de sinais entre as duas técnicas indica a existéncia de 4 atomos
de carbono quaternario sendo um oxigenado (5:78,9) e 3 sp° inseridos em esqueleto

carbonico.

TABELA 14: ATRIBUICOES DOS SINAIS DE ATOMOS DE CARBONO DE AD-4

C CH CH2 CHs3
78,9 |55,8 69,0 23,6
478 |549 51,6 15,6
427 1406 41,2
38,9 (2053 (39,1
37,7
33,6
26,1
19,0
18,1
17,7
CO COH CH20
Cs3 (CH)3 [(CH2)9 |(CH3)2
C40 |C4H40 |C10H200 |C2Hs

Analisando a estrutura descrita na literatura por WU, Y.,(1996) como
16p,17-diidroxi-ent-cauran-19-al isolado da A. squamosa, percebe-se que se trata do

composto AD-4 ainda nao isolado na espécie em estudo.
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TABELA 15: COMPARAGCAO DOS DADOS DE RMN **C DO 16p,17-DIIDROXI-ent-
CAURAN-19-AL (CDCl3 ; 200)

C 1 2

1 41,8 41,2
2 18,8 18,1
3 34,2 33,6
4 48,4 47.8
5 56,5 55,8
6 19,6 19,0
7 39,4 39,1
8 43,3 42,8
9 55,5 54,9

10 39,7 38,9
11 18,3 17,7
12 26,5 26,1
13 40,6 40,6
14 38,3 37,7
15 52,3 516
16 79,8 78,9
17 69,7 69,0
18 24,2 236
19 206,0 |205,3
20 16,3 15,6

1. Dddos de literatura em CDCI3
2. Dados deste trabalho em CDCI3 e gotas de DMSO.

O levantamento bibliografico para 16, 17-diidroxi-ent-cauranolideos
mostra que os deslocamentos quimicos dos C16 e 17 sao sensiveis as orientagées
dos grupos hidroxilas em C16. Geralmente, os sinais de C16 e C17 ocorrem em
8:79,7-79,8 (C) e 69,5-70,4 (CH2); entre 5:81,6-81,8 (C ) e 66,2-66,5 (CH2) para ent-
caurdnolideos com 16p, 17a- € 16a,17p-diol respectivamente (AGRAWAL et al.
1995). Com base nestas informagées e verificando que os sinais para o composto
AD-4 do C16 e C17 aparecem em 578,9 e 69,0 sugere a orientagdo p para o grupo
hidroxila Iigddo ao C16. Esta suposicao é confirmada analisando os sinais de H2— 17
em 5:3,31 e 3,41 como um par de dupletos com sistema de spins AB que estdao em
concordancia com a revisao da estereoquimica realizada por ETSE et al., 1987,
DING,1391.

O espectro no IV mostra a banda larga em 3374 cm™ indicativo de OH,
funcao alcool, uma banda fraca em 2942 e 2844 referente a ligagdo CHO, e o pico
em 1693 cm™ caracteristico do grupo carbonila (figura 32, pag. 89).
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O espectro de massa mostrou a auséncia do pico correspondente ao ion
molecular justificado pelas condi¢gdes operacionais (impacto eletrdnico a 70 eV).
Observaram-se os picos m/z 305 ( M—CHzs; 31%) ; m/z 287 (m/z 305-H20; 12%); m/z
259 (m/z 305-OH—-CH20; 19%); m/z 241 (m/z 305—-CHO-H20-0H; 8,5%); (figura 37,
pag. 94).

Em resumo, dos compostos isolados o acido ent§1 9-carbometoxicauran-
17-6ico (AD-2) e 16p,17-diidroxi-ent-cauran-19-al (AD-4) foram previamente
descritos na género annona (FATOPE,1996; WU,1996), enquanto o acido168-hidro-
19-ol-ent-cauran-17-6ico (AD-3) é composto inédito na familia das anonaceas tendo
sido isolado anteriormante em FEuphorbiaceae - Ricinocarpus stylosus D.
(HENRICK,1964) e Asteraceae - Baccharis minutiflora (BOHLMANN,1982).
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CAPITULO IV
ANALISE QUANTITATIVA DO ACIDO CAURENOICO NA Annona glabra.
4.1 INTRODUGCAO

Na pesquisa de plantas medicinais deve-se ter em mente que o
crescimento e o desenvolvimento das plantas e, geralmente, a natureza e a
quantidade de seus metabdlitos secundarios sofrem influéncia de diversos fatores
tais como: clima; idade; cultivo; altitude e estado patolégico. (OLIVEIRA,1996;
EVANS, 1991).

Dentre os fatores climaticos pode-se citar a agao ndo s6 da temperatura
da regidao como as variagdes de temperatura durante o dia e ao longo dos meses,
também, a quantidade e a intensidade de luz requerida para o desenvolvimento da
planta.

Com relacao aos fatores climaticos — edaficos que derivam da interrelagao
clima — solo encontram-se: as precipitagdes pluviométricas que influenciam nos
aspectos da umidade do ar e da retengao da agua pelo solo; a porcentagem de gas
carbdnico presente na atmosfera e no solo e a altitude.

Os fatores edaficos levam em conta a quantidade de nutrientes, minerais,
microorganismos, o pH do solo e no caso de plantas cultivadas o tipo de cova, a
profundidade onde foram colocadas as sementes.

A colheita influi no teor do principio ativo da planta medicinal pois este
varia de orgao para orgao em que esta armazenado, com a idade, com a época da
colheita e mesmo com o periodo do dia no qual é efetuado.

O éacido caurenbico € um metabdlito secundario encontrado com
frequéncia na familia Annonacea inclusive na A. glabra (anexo 1). Este diterpendide
possui atividades analgésicé, antimicrobiana, vermifuga, fungicida, larvicida,
contraceptiva e tripanosomicida conforme descrito no capitulo 3.

Considerando o isolamento em alta concentragdo do acido caurendico da
casca do caule de A. glabra na primeira parte deste trabalho surgiu o interesse em
quantifica-lo mais precisamente na planta.
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O uso de CLAE para andlise de extratos vegetais tem aumentado
consideravelmente. Varias classes de compostos naturais podem ser analisadas
utilizando detetor apropriado (REWHWALD, 1994). A obtengao de cromatogramas
“impressao digital” (“fingerprint’) em condigbes padronizadas é o método mais
confiavel para controle de qualidade e padronizagao.

Devido as propriedades biolégicas do acido caurehéico € a sua presenca
em A. glabra resolvemos desenvolver um método para a quantificacao deste
metabdlito na planta, utilizando CLAE em fase reversa e detecgao no UV. Nenhum
relato foi encontrado na literatura a este respeito na planta. O (nico trabalho
encontrado se refere a determinagao do acido caurendico nas folhas de Mikania
glomerata através de CG. (VILEGAS, 1997 a e b). Resolvemos entdo determinar os
teores deste diterpendide na casca e nas folhas da planta através de CLAE-FR

assim como verificar a variagdo sazonal dos teores encontrados.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

As partes aéreas da A. glabra foram coletadas de um mesmo individuo
no Municipio de Guaratuba, litoral do Estado do Parand, no inicio de cada estagao
climatica, entre abril de 1999 a janeiro de 2000. O material boténico foi identificado
pelo Prof. Dr. Olavo Guimaraes, curador do Herbario da UFPR. Uma nova exsicata

foi preparada depositada naquele herbario sob o nimero 40.105.
4.2.2 PREPARAGCAO DA AMOSTRA

As folhas e casca foram separadas, secas em estufa a 40° C, moidas e

peneiradas.
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a) Extracdo Continua.

Aproximadamente 1 g do pé (caule ou folha) foi extraido, em triplicata,
em um aparelho de Soxhlet com 125ml de cloroformio. Cada extrato obtido foi
filtrado, o solvente foi destilado em rotaevaporador e o extrato foi ressolubilizado em

hexano.
b) Extracao com Sonicacao

Aproximadamente 1 g do p6 (caule ou folha) foi extraido com 10 mi de
cloroférmio em um erlenmeyer mergulhado em um banho ultrassénico, por 20
minutos. Apds filtragdo, novo solvente foi adicionado e as amostras foram
reextraidas sob as mesmas condi¢des. O processo foi executado quatro vezes, em
duplicata. Os solventes foram destilados em rotaevaporador e os extratos foram

ressolubilizados em hexano.
¢) Limpeza da Amostra

As amostras obtidas pelos dois sistemas de extragao foram purificadas por
extracao em fase sdlida. Foi usada uma coluna de silica 60 PF254 (40-65 um, 500
mg), empacotdda em uma pipeta de Pasteur e previamente condicionada com
hexdno. Abﬂs aplicagao da amostra dissolvida em hexano na coluna foi feita eluicao
com: a) hexdho (4 ml); b) hexano—acetato de etila (8: 2, 4 ml) e c) hexano—acetato
de etila (1:1, 4 ml). O solvente do extrato b foi evaporado e o résiduo foi redissolvido

em metanol.
4.2 3 INSTRUMENTOS E COLUNA

Foi utilizado um sistema da marca Varian constituido de: bomba
quaternarid modélo 901 2Q; detetor de fotodiodo modelo 9065; injetor automatico
marca Rainin modelo Al-200; estacdo de trabalho Star versao 4.5. A coluna
- cromatografica foi uma C18 de 5 um, (4,5X250 mm) da marca Rainin.
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4.2.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fase moével utilizada era composta de acetonitrila (A) e agua com pH
ajustado para 3,0 com acido ortofosforico (B). A separagao foi realizada utilizando-se
eluicao isocratica (0 —15 minutos, solugao A:85% e solugao B:15%) com um fluxo de
1,00 ml/min e coluna a temperatura ambiente. O volume de inje¢ao foi de 20 ul. e a

deteccao foi realizada em 205 nm.

4.2.5 DETERMINAGCAO E CALIBRACAO

A determinacdo do acido caurendico foi realizada utilizando o método de
padrao externo. A curva de calibragdo, com aplicagao em duplicata, mostrou uma
resposta linear do detetor nas concentragdes de 25-200 mg/mL, com coeficiente de
correlagédo de 0,9886 para o &acido caurendico determinada pela equagéo y =
2,0372e+0,03x — 8,2747e+0,03 ( figura 7) e 25-200 mg/mL e coeficiente de
correlacdo de 0.9993 para o éster de esteviol obedecendo a equagdo y =
1,670244e+003x + 2,516104e+003x (figura 8).
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FIGURA 7: CURVA DE CALIBRAGCAO DO ACIDO CAURENOICO.

100000 1

CondigGes de operagdo: fase movel acetonitrila — agua (85:15); volume de injec¢do
20 pl; detecgao 205nm; temperatura 25 °C;



FIGURA 8: CURVA DE CALIBRAGAO DO ESTER DE ESTEVIOL

100000 +

Condigcoes de operacao: fase movel acetonitrila ~ agua (85:15); volume de injegéo
20 pl; detecg@o 205nm; temperatura 25 °C
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4.2.6 TESTES DE RECUPERACAO

Para verificar se o acido caurenodico estava sendo eficientemente extraido
foi realizado um teste de recuperagao, em duplicata. A casca do caule (1,00 g) foi
extraida com 125 mi de cloroférmio em aparelho de Sohxlet por 5 horas. Apés cada
hora (3 ciclos) o solvente foi substituido e os cinco extratos obtidos foram secos e
pesados. Os extratos foram entao ressolubilizados em hexano e levadas ao sistema
de purificacdo apos o que tiverem os teores de acido caurendico determinados. Os
resultados estao resumidos na tabela 16.

TABELA 16: QUANTIFICAGCAO DO ACIDO CAURENOICO POR EXTRAGCAO EM
SOXHLET DA CASCA DO CAULE DE A. glabra APOS CADA 3
CICLOS.

No. de ciclos |Acido caurendico Porcentagem
(mg/g de material seco) .
AmostraA  AmostraB [Amostra A Amostra B

0-3 445,70 409,20 84,82 85,16
3-6 54,54 50,07 10,38 10,42
6-9 12,12 9,39 2,31 1,95
9-12 6,90 6,22 1,31 1,29
12-15 6,17 5,60 1,17 1,17

Analise em CCD que mostrava de forma qualitativa grande reducao na
quantidade de acido caurendico a partir do nono ciclo.

O resultado da analise em CLAE corresponde a expectativa criada por
CCD. Nas 2 horas iniciais a maior parte do acido caurendico é extraida (95%), o que
faz que o processo nao seja muito demorado levando trés horas.

O mesmo procedimento foi executado para as folhas, os resultados estao
apresentados na tabela 17. Conclui-se que ap6s 3 horas houve o esgotamento do
acido caurendico presente na amostra.
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TABELA 17: QUANTIFICAGAO DO ACIDO CAURENOICO POR EXTRAGCAO EM
SOXHLET DAS FOLHAS DE A. glabra APOS CADA 3 CICLOS.

No. de ciclos |Acido caurenéico Porcentagem
(mg/g de material seco) _
AmostraA  Amostra B |Amostra A Amostra B

0-3 12,10 14,95 65,30 70,85
3-6 3,85 3,58 21,15 16,96
6-9 2,51 2,57 20,74 12,18
9-12 0,00 0,00

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios fatores podem influenciar no teor de determinado metabdlito em
uma planta. Um desses fatores que resolvemos estudar foi a sazonalidade. Para que
fosse possivel o estudo deste na producgado do acido caurendico, tomou-se o cuidddo
de utilizar amostras sempre do mesmo individuo. Dessa forma eliminamos os fatores
fase de desenvolvimento e as condigbes do solo. A colheita, a cada estacao
climatica, foi realizada sempre na periodo da manha.

Os extratos foram obtidos através de dois procedimentos para
comparacao. O primeiro foi por extragao continua e exaustiva em um apareiho
Soxhlet e o segundo foi por sonicagdao. Em ambos os casos foi utilizado cloroférmio
como solvente.

A preparagao da amostra € um dos passos mais importantes em
qualquer procedimento analitico. Ela é especialmente importante na analise por
CLAE de matrizes complexas como os materiais vegetais. Essa preparagao pode ser
resumida em duas fases: extracdo, onde o analito € removido da matriz (material
vegetdl) e a limpeza da amostra, onde grande parte de outros componentes do
extrato é rermovida. '

A limpeza das amostras foi feita por extracdo em fase solida. A fase
estacionaria foi silica gel empacotada em uma mini-coluna e o condicionamento foi

feito com hexano. Apés aplicagdo da amostra foi feita eluicao dos componentes
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pouco polares com hexano. O analito foi entao eluido com hexano/acetato de etila
(8:2). Apds evaporacdo do solvente e ressolubilizagdo em metanol a amostra foi
quantificada por CLAE.

Utilizando as condigdes descritas obteve-se uma boa resolugao do pico
do acido caurenéico (tr =12 minutos). Foi obtida uma resolucdo de linha de base,
essencial para uma quantificagao precisa. O detetor foi ajusfado para 205 nm, pois

este valor é proximo do Amsx do acido caurendico e do éster de esteviol.

TABELA 18: DOSEAMENTO DO ACIDO CAURENOICO, CONFORME ESTACAO
CLIMATICA, NA CASCA DO CAULE DE A. glabra PARA SOXHLET E
SONICAGAO.

Estacao Amostra  Soxhlet Ultrassom

concentracao (mg%) concentragao(mg%)

Outono 1 519,26 398,33
2 512,60 454,07
3 477,80

Inverno 1 436,42 312,70
2 370,40 291,69
3 366,10

Primavera 1 407,50 321,40
2 367,30 300,80
3 365,39

Verao 1 506,29 438,40
2 481,50 411,50
3 433,14
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TABELA 19: TEOR DO ACIDO CAURENOICO NA CASCA DO CAULE DE A.glabra
POR ESTAGAO CLIMATICA E POR METODO DE EXTRACAO (mg%)

Estacao

Soxhlet (n=3)

Ultrassom (n=2)

Outono
Inverno
Primavera

Verao

503,22 + 18,18
390,97 + 32,18
380,05 + 19,42
473,64 + 30,37

426,20 + 27,87
302,20 + 10,50
311,10 £ 10,30
424,95 + 13,45

FIGURA 9: TEOR DO ACIDO CAURENOICO NA CASCA DO CAULE DE A. glabra
POR ESTAGAO CLIMATICA E POR METODO DE EXTRAGAO.
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TABELA 20: DOSEAMENTO DO ACIDO CAURENOICO, CONFORME ESTAGAO
CLIMATICA, NAS FOLHAS DE A. glabra PARA SOXHLET E
SONICAGAO.

Estacao Amostra  Soxhlet Ultrassom

concentracao (mg%) concentragdo (mg%)

Outono 1 26,89 18,51
2 25,34 16,69
3 24,24

Inverno 1 11,08 7,22
2 10,88 6,58
3 9,65

Primavera 1 18,39 16,20
2 18,01 16,22
3 15,88

Veréao 1 26,68 19,76
2 24,93 18,01
3 23,02

TABELA 21: TEOR DO ACIDO CAURENOICO NAS FOLHAS DE A. glabra, POR
ESTAGCAO CLIMATICA E POR METODO DE EXTRAGAO.

Estacao Soxihlet (n=3) Ultrassom (n=2)
Outono 25,49 +1,40 17,60 + 0,91
Inverno 10,53 + 0,63 6,90 + 0,32
Primavera 17,43 + 1,10 16,21 + 0,01j
Verao 24,88 + 1,49 18,88 + 0,87
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FIGURA 10: TEOR DO ACIDO CAURENOICO NAS FOLHAS DE A. glabra , POR
ESTACAO CLIMATICA E POR METODO DE EXTRACAOQ.
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Os resultados mostraram que a metodologia de extracao por Soxhlet
mais eficiente que a do ultrassom nos dois tipos de amostras. Para verificar a
confiabilidade do método fizemos a extracdo por Soxhlet do acido caurendico da
casca do caule (0,500g) adicionando a ela um padrao interno; o éster metilico do
esteviol (133 mg).

A preparagao do padrao interno consistiu na hidrélise quimica do
esteviosideo tendo como produto principal o esteviol. Este foi purificado por CCDC e
esterificado com diazometano etéreo.

O éster de esteviol (abaixo, tr = 7,5 minutos) foi utilizado como padrao
interno, pois apresentou tempo de retengao préoximo ao do acido caurendico (tr =12
minutos), nao fazia parte dos componentes da amostra, seu pico ficava separado
das demais substancias presentes e possui estrutura quimica semelhante a da
substancia em questao.
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Esta extracdo foi feita em duplicata e apresentou indice de recuperagao

satisfatéria apresentada na tabela abaixo.

TABELA 22: RECUPERAGAO DO ESTER DE ESTEVIOL E DO ACIDO
CAURENOICO, EXTRAGAO EM SOXHLET NA CASCA DO CAULE DE

A. glabra.
Amostra Acido caurendico Ester de esteviol
concentragao (mg%) concentracao (mg%)
218,20 129,40
2 205,58 125,20

A recuperacao do éster de esteviol foi boa havendo a recuperagao em

torno de 95% do éster de esteviol comprovando a eficiéncia do método.
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FIGURA 11: CROMATOGRAMA DO EXTRATO DE CASCA DE A. glabra
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Cendigbes de operagéo: fase movel acetonitrila — agua (85:15); volume de inje¢ao
20 pl; detecgédo 205nm; temperatura 25 °C
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FIGURA 12: CROMATOGRAMA DO EXTRATO DE FOLHA DE A. glabra
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CondigGes de operagdo: fase mével acetonitrila — agua (85:15); volume de injecéo
20 pl; detecgao 205nm; temperatura 25 °C
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CAPITULO V

CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato de diclorometano da casca do caule de A.
glabra resultou no isolamento de quatro compostos com esqueleto caurano: acido
caurenoico(l); acido ent-19-carbometoxicauran-17-éico(ll); acido 168-hidro-19-ol-ent-
cauran-17-6ico(lll); 16p,17-diidroxi-ent-cauran-19-al(IlV). Os compostos I e IV
haviam sido previamente descritos na género annona (FATOPE,1996; WU,1996),
enquanto o composto Ill é inédito na familia.

A metodologia desenvolvida neste trabalho utilizando CLAE-FR permitiu
quantificar o acido caurendico, em extratos de caule e folha de A. glabra, com
caracteristicas analiticas desejaveis para a quantificacdo como rapidez, precisdo e
exatidao.

A aplicagdo do método bennitiu verificar os efeitos da sazonaliddde na
produgao ou armazenamento de acido caurendico ao longo do ano. Também, por
essa metodologia conclui-se que o acido caurenéico se acumula na casca dd planta
sendo que as folhas nao apresentam quantidadés significativas do mesmo.

Pode-se observar, a medida em que foram feitas as replicatas, que neste
caso, a extracéo continua e exaustiva por Soxhlet foi mais eficiente apesar de mais
demorada do que o banho uifi'assénico, apresentando uma taxa de recuperagao do
acido caurendico em torno de 20% superior. Portanto, este Gltimo precisa ter sua

metodologia otimizada para aumentar seu poder e consisténcia de extracao.
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DITERPENOS DE ESQUELETO CAURANO ENCONTRADOS NO GENERO ANNONA .

Diterpeno Estrutura especie Localizagdo Ref.Bibliografica
Acido ent- caur-16-en-19-oico 1 A.senegalensis casca de tronco ESHIEt,1971.
A.glabra tronco YANG,1973.
A.squamosa casca de tronco YANG,1971
A.reticulata fruto OGUNTIMEIN, 1987
A.paludosa casca de tronco LAPREVOTE, 1988
A.spraguei casca de tronco DIAZ,1988
A.bullata casca de tronco HUI,1989.
A.reticulata cascade tronco HASAN, 1989
A.squamosa fruto CHANG,1996
A.cherimoya tronco CHEN, 1997
A.glabra fruto CHANG,1998.
Ent-cauran-160.-ol 2 A.senegalensis casca de tronco ESHIET,1971
A.reticulata casca de tronco ETSE, 1987
Ent-caur-16-en-19-ol 11 A.squamosa fruto WU, 1996
A.glabra fruto CHANG,1998.
Acido-ent-cauran-19-al-17-oico 3 A.senegalensis casca de tronco ESHIET, 1971
Acido-ent-cauran-17,19-dioico 4 A.senegalensis casca de tronco ESHIET,1971
Acido 19-nor-ent-cauran-4a.-ol-17-oico 5 A.senegalensis casca de tronco ESHIET,1971
A.glabra fruto CHANG,1998
Ent-cauran-17-ol-19-al 6 A.squamosa LEBOEUF, 1982
Ent-cauran-17-acetoxi-19-al 7 A.squamosa LEBOEUF, 1982
Ent-caur-16-en-19-al 24 A.squamosa LEBOEUF, 1982
Acetato ent-caur-16-en-19-il 25 A.squamosa LEBOEUF, 1982
Acido 16a-hidroxi-ent-cauran-19-oico 13 A.reticulata casca de tronco HASAN, 1989
A.bullata casca de tronco HUI, 1990
16,Ent- caurano-16,17,19-triol 8 A.squamosa fruto WU, 1996
Acido16p,17-hidroxi--ent-cauran-19-oico 9 A.squamosa fruto WU,1996
A.reticulata casca de tronco ETSE, 1987
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Acido 16c.,17-hidroxi-ent-cauran-19-oico

Acido 160, 17-diidroxi-ent-cauran-19-oico

Acido 17-acetoxi-16p-ent-cauran-19-oico

Acido19-formil-ent-cauran-17-oico
16pB,17-dihidroxi ent-cauran-19-al

17 hidroxi-16B-ent-cauran-19-al
16B-hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-al

Acido19-nor- 4a-hidroxi-ent-cauran-17-oico

19- nor-ent-caurano-4a,16p,17-triol
Metil-19-nor-ent-cauran-4a-ol-17-oato

Metil 16p,17-diidroxi-ent-cauran-19-oato
Metil 16B, 17-hidroxi-ent-cauran-19-oato
Metil 16a,17-hidroxi-ent-cauran-19-oato
ent - 3p-hidroxicaur-16-ene

Acido ent-18,17-diacetoxicauran-16-oico
Acido ent-19-carbometoxicauran-19-oico
Metil-16p-acetoxi-19-al-ent-cauran-17-oato

10

13

14

15
16
17
18

19

20
37
21
22
23
36
26
27
28

Acido 16a-hidro-19-acetoxi-ent-cauran-17-oico 29

Acido 16p-hidroxi-17-acetoxi-ent-cauran-19-oico 30

Acido 16a-hidro-ent-cauran-17-oico

31

A.squamosa
A.reticulata
A.squamosa
A.squamosa
A.glabra
A.squamosa
A.cherimoya
A.squamosa
A.squamosa
A.squamosa
A.squamosa
A.cherimoya
A.glabra
A.squamosa
A.glabra
A.squamosa
A.senegalensis
A.reticulata
A.reticulata
A.reticulata
A.senegalensis
A.senegalensis
A.senegalensis
A.glabra
A.glabra

A.cherimoya
A.glabra.
A.glabra
A.spraguei

fruto

casca de tronco
galhos/fruto
fruto

fruto

fruto

tronco

galhos

fruto

fruto

fruto

tronco

fruto

fruto

fruto

fruto

casca de tronco
casca de tronco
casca de tronco
casca de tronco
casca de tronco
casca de tronco
casca de tronco
fruto

fruto

tronco
fruto
fruto
madeira

WU, 1996
ETSE, 1987
YANG, 1992
WU, 1996
CHANG, 1998
WU, 1986
CHEN, 1997
YANG,1992
WU,1996
WU, 1996
WU, 1996
CHEN, 1997
CHANG, 1998
WU, 1996
CHANG, 1998
WU, 1996

ADESOGAN,1976.

ETSE, 1987
ETSE, 1987
ETSE, 1987
FATOPE,1996
FATOPE,1996
FATOPE 1996
CHANG, 1998
CHANG, 1998.

CHEN, 1997
CHANG,1998.
CHANG 1998.
DIAZ, 1988
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Acido 16p-hidro-ent-cauran-17-oico

Acido 16a.-hidro-19-al-ent-cauran-17-oico
Metil-16a-hidro-19-al-ent-cauran-17-oato

ent-caur-15-ene-17,19-diol
Acido stachanoico

R1 R2
2. H CHs
3. CHO COOH
4. COOH COOH
5. OH H
6. CHO H

R3
OH

COOH
CH20H

32
33
34
38

A.glabra
A.glabra
A.glabra
A.glabra
A.senegalensis

R1 R2
1. COOH
11. CH20H
24. CHO
25. CH20Ac
36. CHs

fruto
fruto
fruto
fruto
casca de tronco

OIIXITT

CHANG,1998.
CHANG,1998.
CHANG,1998.
CHANG,1998.
ADESOGAN,1976.

CH,OH

9



10.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33

34.
35.
37.

CHO
CH20H
COOH
COOH
COOH
COOH
COOH
CHO
CHO
CHO
CHO
OH
OH
COOCHs
COOCHs3
COOCHs
COOH
COz2Me
CHO
CH20Ac
COOH
CHs
CHs

CHO
CHO

OH
OH

H CH20Ac
OH CH20H
H CH20H
CH20H H
OH CHas
CH20H OH
H CH20Ac
H COOH
OH CH 20H
H CH 20H
OH CH20Ac
H COOH
OH CH 20H
OH CH20H
CH20H H
H CH20H
CH20Ac OAc
COOH H
OAc COOCHs
COOH H
OH CH20Ac
COOH H
H COOH
COOH H
COOCHs H
COOH H
COOCHSs

H
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Somente na A. coriacea foram encontrados dois diterpenos com esqueletos clerodanos (FERRARI,1971) e um
pimaranos (MUSSINI, 1973) sé&o eles:
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ACETOGENINAS ENCONTRADAS NA A. glabra

Acetogenina Estrutura Localizacdo Ref.Bibliografica
Glacin A 1 Folha LIU, 1998 a
Glacin B 2 Folha IDEM
Glabranin 3 Semente GALLARDO,1998
Muricatetrocin-B 4 Semente IDEM
Gigantetronenin 5 Semente IDEM
Gigantetrocin-A 6 Semente IDEM
Annonacin 7 Casca de caule CHEN,1995
Semente GALLARDO,1998
Annonacinona 8 Semente IDEM
Corossolin 9 Semente IDEM
Corossolona 10 Casca de caule CHEN,1995
Semente GALLARDO,1998
Molvizarin 11 Semente IDEM
Parviflorin 12 Semente IDEM
Laherradurin 13 Semente IDEM
Itrabin 14 Semente IDEM
Glabracin A 15 Folhas LIUI,1998 b
Glabracin B 16 Folhas LIU,1998 b
Bullatanocin 18 Folhas IDEM
Squamocin 19 Semente OHSAWA, 1991
Asimicin 20 Semente IDEM
Desacetiluvaricin 21 Semente IDEM
Cherimolin-2 22 Semente LI, 1995
Annonin | 23 Semente IDEM
4-desoxicherimolin-2 24 Semente IDEM
Solamin 25 Casca de caule CHEN,1995
Annonaglaxin 26 Folhas LIU,1999 a
27-hidroxibullatacin 27 Folhas IDEM
Annoglacin A 28 Folhas LIU,1999 b
Annoglacin B 29 Folhas IDEM
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Estrutura das acetogeninas:

n=7; m=9 C23=C2
n=7; m=7
n=5; m=11; C21=(
n=5; m=9

o O Aae W

7 R1=R2=0OH
» 8 R1=OH; R2=
9 R1=H; R2=C
10 R1=H; R2=(
25 Ry=H; Ry=H
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11 (*) erithrc

22 ~" 12 threo
OH th eritro OH 13 n=9
OH. threo  Qreo ] 2
14 n=7
N 1 \
37/3&-“‘\\ o trans trans
HC .
OH
/
15 erithro
\ 16 threo
CH,

a2
(CH)g CH?: 18 e 22 tith-thit/th
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19 thifthler R;=H; R,=OH
20 thft/thath R,=OH; Ry=H
21 thitthitter R4=H; Ry=H
23 thitthitler R4=H; R,=0OH

OH
o HO o 32/24
" 19 (CH)sCH3 24 tth-thitith
HO
CHs
I %
I 26 X4=(CH,)
o)
l.Cl-l3
- OH '
[ %
CRa(CRa)sC | 27 Xo=(CH,)




68

trans ?:7
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ESPECTROS
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FIGURA 13: ESPECTRO DE INFRAVERMELHO - ACIDO CAURENOICO

873

1263

1448

1689

Numero de Onda cm

2937

elouglwIsuel} 3p %



FIGURA 14: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE 'H
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FIGURA 15: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE 'H EXPANDIDO
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FIGURA 16: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE °C
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FIGURA 17: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DEPT - acido caurendico (AD-1) - CDCls; 200 MHz
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FIGURA 18: ESPECTRO DE INFRAVERMELHO-acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico
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FIGURA 19: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE 'H -
acido ent-19-carbometoxicauran-17-6ico (AD-2) - CDCls; 400 MHz
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FIGURA 20: MAPA DE CONTORNO COSY DE H-
acido ent-19-carbometoxicauran-17-6ico (AD-2) - CDCls; 400 MHz
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FIGURA 21: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE BC-
acido ent-19-carbometoxiauran-17-6ico (AD-2) - CDCl3; 400 MHz
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FIGURA 22 : ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE °C E DEPT-

acido ent-19-carbometoxicauran-17-6ico (AD-2) - CDCls; 400 MHz
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FIGURA 23: MAPA DE CONTORNO HMQC
acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico (AD-2) - CDCls; 400 MHz
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FIGURA 24: ESPECTRO DE MASSA - acido ent-19-carbometoxi cauran-17-6ico (AD-2)
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FIGURA 25: ESPECTRO DE INFRAVERMELHO-acido 168-hidro-13-ok-ent-cauran-17-6ico
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FIGURA 26: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE 'H - |
acido 16B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico (AD-3) - CDCls; gotas de piridina; 200 MHz
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FIGURA 27: MAPA DE CONTORNO COSY DE 1H_
acido 16[3-hidro-19—0I-ent—auran—17-6ico (AD-3) - CDCls; gotas de piridina; 200 MHz
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FIGURA 28: ATRIBUICOES NO ESPECTRO DE RMN DE 3¢
acido 16p-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico (AD-3) - CDCl3; gotas de piridina; 200 MHz
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FIGURA 29: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DEPT
acido 16B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-6ico (AD-3) - CDCls; gotas de piridina; 200 MHz
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FIGURA 30: MAPA DE CONTORNO HMQC
acido 16 B-hidro-19-ol-ent-cauran-1 7-6ico (AD-3) - CDClIs; gotas de piridina; 200 MHz
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FIGURA 31: ESPECTRO DE MASSA - acido 16 B-hidro-19-ol-ent-cauran-17-gico (AD-3)
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FAGURA 32: ESPECTRO DE INFRAVERMELHO - 16 ,17-diidroxi -ent-cauran-19-al
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FIGURA 33: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE H

=

T e e e e e e e - - O oo o
/II |
~ S
xgl/

S RLN

16p-17-diidroxi-ent-cauran-19-al (AD-4) - CDCls; gotas de DMSO; 400 MHz
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FIGURA 34: MAPA DE CONTORNO COSY DE 'H -16p-17-diidroxi-ent- cauran-19-al (AD-4)
CDCl3; gotas de DMSO; 400 MHz
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FIGURA 35: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DE RMN DE 3¢ -16p-17-diidroxi-ent-cauran-19-al (AD-4)
CDClz; gotas de DMSO; 100 MHz
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FIGURA 36: ATRIBUICAO NO ESPECTRO DEPT -16p-17-diidroxi-ent- cauran-19-al (AD-4)

CDCls; gotas de DMSO; 100 MHz
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FIGURA 37: ESPECTRO DE MASSA -16p-17-diidroxi-ent- cauran-19-al (AD-4)

Scan#

:( 974-1079 ) B.G. Scan#:( 460-784 )
Mass Peak #: 270 Ret. Time: ( 9.108-9.983 )
Base Peak :44.05 ( 744839)
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