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Resumo

Estudos fitoquimicos realizados anteriormente em nossos
laboratorios com a Annona muricata resultaram no isolamento de uma
mistura de acetogeninas, uma classe de produtos naturais de dificil
separacdo e com potentes e variadas atividades biolégicas. As
propriedades inseticidas desta classe de compostos até hoje exclusiva da
familia Annonaceae direcionou nossa atencdo para 0 uso contra o
mosquito Aedes aegypti.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC) no modo
reverso de eluicdo aliada a deteccado pelo espectrofotometro de arranjos
de diodos (UV/VIS), foi a técnica empregada no isolamento das
acetogeninas presentes nos extratos preparados em etanol das sementes
de Annona muricata e Annona squamosa. Foram isoladas sete
acetogeninas. Duas das sementes de A. muricata, AMS2 (tr=8,5) e AMS3
(tr=9,5), e cinco das sementes de A. squamosa, ASS2A (tr=4,5), ASS2B
(tr=5,0), ASS2C (tr=5,5), ASSX (tr=7,5) e ASS3 (tr=8,0).

Baseado no triangulo da seletividade de solventes, uma
composicao de fase movel foi desenvolvida especificamente para o
composto marcador ASS3 das sementes de A. sguamosa:
ACN/MeOH/THF/H,0 16:66:4:14 v/v.

Dentre as sete acetogeninas extraidas duas tiveram suas estruturas
quimicas identificadas com o uso da ressonancia magnética (*H and **C)
e espectroscopia no infravermelho: AMS2 e ASS3, tratando-se das
acetogeninas Anonacina e Esquamocina A também conhecida como
Anonina |, respectivamente. O ion molecular foi estabelecido por

espectrometria de massas usando a técnica de ionizag&o quimica.

Xi



Abstract

Phytochemical studies performed previously under laboratory
conditions using the species Annona muricata resulted in the extracion of a
mixture of acetogenins, which is a class of substances very difficult to
separate, despite its large spectra of biological activities. The insectidal
properties of this class of compounds which is exclusive of the Annonaceae
family have drive our attention to its use against the mosquito Aedes
aegypti.

The methodology used to extract acetogenins from Annona muricata
and Annona squamosa crude ethanolic extracts was the reversed phase
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). By means of this
technique seven acetogenins, two from seeds of Annona muricata AMS2
(tr=8,5), AMS3 (tr=9,5) and five from seeds of Annona squamosa ASS2A
(tr=4,5), ASS2B (tr=5,0), ASS2C (tr=5,5), ASSX (tr=7,5) and ASS3 (tr=8,0)
were extracted.

Based on the triangle of solvent selectivity an special mobile phase
composition was developed for reference compound ASS3 from seeds of A.
squamosa a betted ACN/MeOH/THF/H,0 16:66:4:14 v/v.

Among the seven acetogenins extracted from the seeds of Annona
muricata and Annona squamosa, only two: AMS2 and ASS3 had their
chemical structures identifield as such: Anonacina and Squamocina A, also
know as Anonine I, with the aid of nuclear magnetic ressonance (*H and **C)
and infrared spectroscopy. The molecular ion of the identifield acetogenins
were determined by mass spectrometry using the chemical ionization as a

technique.
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Inseticidas de origem vegetal

Capitulo
1

INSETICIDAS DE ORIGEM VEGETAL

O uso de extratos vegetais com propriedades bioldgicas é tdo antigo quanto
a prépria sociedade humana. Galeno e Hipdcrates ja utilizavam extratos vegetais
aquosos e alcodlicos para conservar e concentrar 0s compostos ativos das plantas
(Teske e Trentini, 1995).

Mais recentemente, o interesse pela utilizagdo de compostos de origem
vegetal com acéo inseticida tem aumentado consideravelmente. Isto porque de
uma forma geral os inseticidas naturais sdo considerados menos toxicos que 0s
compostos sintéticos na natureza. Este fator aliado a uma viabilidade econdmica
desses produtos tem feito com que grupos de pesquisas se formem nas
universidades com o intuito de descobrir novos compostos de origem vegetal que
apresentem uma agao inseticida relevante.

Diversas sdo as espécies de vegetais com potencial inseticida. Algumas
espécies botanicas se encontram prontas para uso e outras ainda como objeto de
estudos. Podendo ser citadas com grande potencial praguicida as espécies das
familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Labiaceae e Canellaceae
(Jacobson, 1986).

Os inseticidas derivados de produtos naturais séo eficazes contra as pragas
domeésticas, principalmente sobre os insetos de pequeno porte como moscas e
mosquitos e ndo apresentam severa toxicidade como se observa nos inseticidas
sintéticos. Alguns requisitos devem ser considerados quando se avalia uma

substancia com potencial inseticida: seletividade, baixa toxicidade ambiental e

1
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facilidade de degradacdo no ambiente. Além destes fatores, é necessario que sua
producdo seja viavel: matéria-prima abundante, baixo custo, facilidade de
caracterizacdo e padronizacdo de compostos “marcadores” do extrato ativo em

variedades de plantas—fonte.

Este trabalho tem como objetivo o isolamento e a identificacao de

compostos marcadores nos extratos vegetais de folhas e sementes de

Annona muricata e Annona squamosa, via cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com o intuito de quantificar estes compostos para a
preparacao de uma formulacdo com acao inseticida contra o Aedes

aeqypti, vetor da doenca da dengue e da febre amarela.

Os inseticidas derivados de produtos naturais ja foram muito utilizados pelo
homem. Existem relatos de gregos e romanos, ainda nos primérdios da
agricultura, mostrando a importancia da nicotina (1), figura 1, um alcaldide
extraido das folhas de Nicotiana tabacum e Nicotiana rustica (Solanaceae) no

combate aos insetos fitéfagos da agricultura (Ferreira et al., 2001).

(1)
Nicotina
Figural

A partir do desenvolvimento da Sintese Organica apos a segunda metade
do século XIX, varias substancias foram preparadas para serem usadas como
defensivos agricolas. No inicio do século XX, os compostos naturais foram caindo

em desuso devido a maior eficiéncia oferecida pelos inseticidas sintéticos.

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Inseticidas de origem vegetal

Com o advento da Segunda Guerra Mundial os praguicidas naturais foram
quase totalmente substituidos por derivados sintéticos. Dentre os inseticidas mais
utilizados destacam-se os organoclorados (2-4), organofosforados (5-7) e os
carbamatos (8-10), figuras 2-4.

Cl
Cl Cl
ROUSAR AL o g
/ Cl Cl
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(2) 3) (4)
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Figura 2: Inseticidas organoclorados
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Figura 3: Inseticidas organofosforados
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Figura 4: Carbamatos
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Devido a tolerancia que os insetos desenvolveram aos defensivos agricolas
sempre exigindo uma maior quantidade do inseticida na aplicacdo seguinte
aumentou consequentemente os custos da producao agricola. Além disto, a baixa
seletividade dos inseticidas sintéticos e o seu amplo espectro de agédo, visto que
aniquilam sem distin¢ao insetos praga e benéficos e a alta toxicidade ao homem e
ao ecossistema, a busca por inseticidas naturais ganhou enorme impulso apés 0s
anos 60 do século XX.

Os praguicidas naturais de maior relevancia, piretroides, rotendides e
riandides, também tém sido utilizados como compostos prototipos para sintese de
analogos sintéticos mais eficazes, menos tOxicos e economicamente mais

acessivel ao agricultor.

1.1. Piretroides

O piretro, também conhecido como p6 da Pérsia, foi usado na regido do
Céucaso e no norte do Ird ainda no século XVII. Foi originalmente extraido das
flores de crisantemos de varias espécies do género Chrysanthemum (Astaraceae),
tendo como espécie mais comum o Chrysanthemum cinerariaefolium (Boyce e
Metcalf, 1974). Este inseticida foi amplamente empregado tanto nos paises que
cultivavam as plantas fornecedoras como por outros que as importavam. Suas
propriedades inseticidas foram evidenciadas cientificamente a partir da metade do
século passado. O extrato piretro € um dos mais antigos inseticidas conhecidos
pelo homem (Fukami et al., 1971).

Os compostos naturais ativos sdo coletivamente chamados de piretrinas,
sendo que na realidade seis compostos ocorrem nas flores: Piretrina | [éster do
acido (11) e o éalcool (13)], Piretrina Il [éster do acido (12) e o alcool (13)],
Jasmolina | [éster do &cido (11) e o alcool (14)], Jasmolina Il [éster do &cido (12) e
o alcool (14)] Cinerina | [éster do acido (11) e o alcool (15)], Cinerina Il [éster do
acido (12) e o alcool (15)], figura 5.
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Figura 5: Piretrinas Naturais

A Piretrina | € o composto mais ativo como inseticida e a Piretrina Il se
destaca pelo forte efeito paralisante. Insetos atingidos pelas piretrinas perdem a
mobilidade ou capacidade de voar em questdo de minutos (Larini, 1999). Tanto o
efeito inseticida como o paralisante sao reversiveis porque enzimas no corpo dos
insetos decompdem rapidamente as piretrinas. Devido a esta baixa estabilidade
devem ser acrescentados compostos sinergistas as formulacées como o butoxido
de piperonila (16), figura 6, que inibe estas enzimas, mantendo o efeito das

piretrinas por mais tempo, até a morte dos insetos (Cremlyn,1978).

<Zj©vo\/\/

(16)
Butoxido de Piperonila

Figura 6

As piretrinas naturais sdo pouco persistentes no meio ambiente e séo
dotadas de grande atividade inseticida, principalmente para insetos de pequeno

porte. Atualmente é a classe de compostos de maior presenca em residéncias,
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sendo comercializada sob diversas formas: liquidos, aerossoéis e cartuchos
empregados em pequenos aquecedores elétricos (Ferreira et al, 2001).

A grande vantagem que impulsionou a utilizacdo e pesquisas na busca de
compostos inseticidas derivados do piretro que perduram até nossos dias € a
baixa toxicidade aos mamiferos ao contrario do que se observa nos insetos.
Porém sua eficacia no campo é limitada devido a sua baixa estabilidade térmica e
por decompor rapidamente pela radiacdo ultravioleta solar. Por este motivo a
busca por analogos das piretrinas se fez necessaria.

Dentre os avancos na sintese de compostos analogos a piretrina se
destacam a aletrina (17), fenotrina (18), resmetrina (19) e deltametrina (20), figura
7. Estes compostos passaram a ser conhecidos como piretrdides, compostos
sintéticos derivados de acidos crisantémicos. Mais recentemente surgiram 0S
derivados néo ciclopropanicos tais como o fenvalerato (21) e o esfenvalerato (22),
figura 8, (Cremlyn,1978).
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a7) (18)
Aletrina Fenantrina
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(29) (20)
Resmetrina Deltametrina

Figura 7: Piretréides ciclopropénicos

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Inseticidas de origem vegetal

Foagsaacd

(21) (22)
Fenvalerato Esfenvalerato

Figura 8: Piretrdides néo ciclopropanicos

Os piretréides sdo compostos neurotdxicos que atuam no sistema nervoso
central e sistema nervoso periférico induzindo uma paralisia temporaria do inseto.
O principal efeito ocorre sobre os axd6nios, mantendo abertos os canais de entrada
de sdédio. Isto provoca um desequilibrio i6nico interrompendo a transmissao
normal de impulsos. Seu modo de acdo é semelhante ao do DDT, (Oga, 2003).
Uma peculiaridade destes inseticidas é que sdo mais eficientes quando a
temperatura ambiente € mais baixa (Larini, 1999).

Piretréides sao muito eficientes contra um grande espectro de pragas,
excluindo-se, de modo geral, pulgdes, acaros, mosca-branca e pragas do solo. O
espectro de acdo varia um pouco de produto a produto. Atualmente sao utilizados
na agricultura, na pecuaria, em domicilios, nas campanhas de saude publica e no

controle de ectoparasitoses (BASF, 2004).

1.2. Rotenodides

Este grupo de compostos inseticidas € encontrado principalmente em
leguminosas, nas raizes de espécies dos géneros Derris e Lonchocarpus. As
preparacbes obtidas pela secagem das raizes das plantas do género
Lonchocarpus sdo denominadas timb6 e as do género Derris sdo denominadas
derris ou trombeta (Larini, 1999). As primeiras escrituras remontadas ha mais de

dois mil anos, revelam que estas plantas eram usadas para matar 0s peixes e

7
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para aumentar os rendimentos da pesca. Usava-se na Malasia, na Africa
equatorial, e na Amazoénia. Durante milénios estes povos que ndo se conheciam
empregavam-na com o mesmo fim. Lancava-se extratos da planta aos riachos e
aos pantanos e 0s peixes estavam envenenados. Mais tarde, as suas virtudes

inseticidas foram descobertas.

Os rotendides apresentam a rotenona (23), figura 9, como principal
substancia inseticida. A molécula foi primeiramente examinada no Japao por
ROTEN (do qual tem o seu nome), quando foi isolada da espécie Lonchocarpus
nicou, e posteriormente também foi isolada da espécie Derris chinensis. Na
década de 1920, houve um uso importante pelo mundo do poé inseticida (milhares

de toneladas circulavam pelo mercado mundial).

OMe

(23)
Rotenona
Figura 9

Além da rotenona existem compostos sintéticos, genericamente
denominados de rotendides. Os mais importantes representantes desta classe de
substancias sédo a eliptona (24), a manduserona (25) e a denguelina (26), figura
10 (Fukami et al., 1971).
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OMe

(24) (25)

Eliptona Munduserona

OMe (26)

Denguelina

Figura 10: Rotendides

A rotenona é inibidora de uma enzima de um dos complexos envolvidos
com a oxidacdo do NADH na cadeia transportadora de elétrons. No
envenenamento agudo em animais, ocorre inicialmente uma estimulacdo seguida
de depressdo respiratéria, convulsdes tdnico-clonicas, tremores musculares e
morte por insuficiéncia respiratéria. Quando ha ingestdo da substéncia ocorrem
nauseas e vomitos intensos provocados pela acao irritante nas mucosas, podendo
determinar conjutivite, rinite e laringite. (Larini, 1999). A denguelina (26) se
apresenta como um Oleo de cor amarelado, praticamente insolivel em agua e
solivel em solventes organicos, causa irritacdo a pele e quando inalada pode

causar danos pulmonares.
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1.3. Riandides

Os compostos extraidos da espécie Ryania speciosa (Flacourtiaceae) tém
acao inseticida comprovada desde 1945. Nesta familia existem outras espécies
gue também apresentam compostos pesticidas, dentre elas podem ser
destacadas a R. tomentosa, R. acuminata, R. sagotiana e R. subtiflora. Todas
estas espécies podem ser encontradas na flora brasileira, especialmente, no norte
da América do Sul e Bacia Amazonica. (Ferreira et al, 2001). A rianodina (27),
figura 11, € o composto que apresenta atividade inseticida nestas espécies. Ela
pode ser obtida de extratos aquosos, alcodlicos e em acetdnicos. O composto (27)

€ pouco soltvel em hexano e benzeno (Larini, 1999).

(27)

Rianodina

Figura 11

1.4. A BUSCA POR NOVOS INSETICIDAS VEGETAIS

Algumas espécies de plantas vém sendo amplamente estudadas no
momento devido ao seu alto poder pesticida. O composto azadiractina (28), figura
12, extraido de espécies da familia Meliaceae, € um limondide que contém o anel
C-seco, com alto potencial pesticida. Esta molécula (28), ja foi isolada em duas
espécies, Azadiracta indica, conhecida na india como “neem” onde é usada héa
séculos como planta medicinal, e Melia azedaracth de origem asiadtica. A M.
azedarecth ja foi introduzida em varios paises e no Brasil € mais conhecida como

“cinamomo” ou santa-barbara (Ferreira et al, 2001). Seu uso como inseticida

10
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comecou a ser difundido ha cerca de trinta anos, quando a azadiractina (28) foi
isolada na espécie Azadiracta indica (Mordue e Blackwell, 1993). O composto
levou dezessete anos para ter a estrutura elucidada e sua molécula ainda néo foi
sintetizada devido a grande complexidade de sua estrutura quimica (Martinez,
2001). Defag6 e col. demonstraram recentemente que extratos da M. azedaracth
com concentracdo entre 1-10% s&o suficientes para provocar a inibicdo da
alimentacdo e consequentemente a morte de besouros da espécie

Xanthogaleruca luteola (Defago et al., 2006).

(28)

Azadirachtina
Figura 12

Os inseticidas naturais do neem sao biodegradaveis, possuem uma acao
repelente, anti-alimentar, reguladora do crescimento e inseticida. Os extratos de
neem sdo mundialmente aprovados para uso em cultivos organicos. A planta
possui mais de 50 compostos de origem terpénica, a maioria com acao toéxica
sobre os insetos. Estes terpendides sdo encontrados em todas as partes da
planta, sendo o fruto o local de maior concentracdo. Por serem solUveis em agua
extratos contendo estes compostos podem ser preparados, de maneira simples e
barata, por pequenos e médios produtores.

Outras espécies de meliaceas tém propriedades semelhantes. Entretanto,
seus extratos sdo mais toxicos aos vertebrados e sdo menos eficazes contra os
insetos. Os extratos de neem sdo inofensivos aos vertebrados e ao homem
(Martinez, 2001).

11
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Capitulo

2 ESPECIES VEGETAIS

2.1. FAMILIA ANNONACEAE

Outra fonte promissora de compostos inseticidas € o género Annonaceae.
Esta familia compreende um grande numero de géneros e espécies, a maioria nativa
das regides tropicais ou subtropicais. As anonaceas sao sistematicamente
colocadas na classe Magnoliopsida e subclasse Magnolidae (Maas et al., 2001).
Possui cerca de 120 géneros e mais de 2300 espécies, sendo que dos géneros
conhecidos de Annonaceae, o género Annona € o de maior importancia como fonte
de frutos comestiveis, aminoacidos e proteinas.

Do ponto de vista fitoquimico, este género se destaca pelos variados tipos de
classes estruturais encontradas: alcaldides, amidas, diterpenos, esterdides,
flavondides e acetogeninas (Pontes et al., 2004). A maioria dos estudos da
fitoquimica de Annonaceae ndo se concentra mais nos alcaldides, mas numa nova
classe de compostos extremamente bioativos que séo referidos como acetogeninas

de anonaceas (Rupprecht et al.,1990 e Fang et al., 1993).

2.2. ACETOGENINAS DE ANNONACEAE

As acetogeninas sao metabdlitos secundarios obtidos pela via do acido
aceético - policetidicos - derivados de acidos graxos de cadeia longa, contendo de 35
a 39 atomos de carbono. Estas substancias sdo exclusivas da familia Annonaceae e

sdo encontradas em sete géneros: Annona, Asimina, Disepalum, Goniothalamus,

12
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Rollinia, Uvéria e Xylopia. (Alali et al., 1999). Sdo caracterizadas pela presencga de
uma cadeia alifatica longa com grupos funcionais: hidroxila, acetila e carbonila e um
anel y-lactona terminal. Podem também conter de 1 a 3 anéis tetraidrofuranico (THF)
(Fang et al., 1993). Existem também acetogeninas que ao invés de apresentar anel
THF, apresentam anel tetraidropiranico (THP) (Alali et al., 1999).

As acetogeninas isoladas até o momento contém em sua estrutura varios
centros estereogénicos, o que dificulta a elucidagcdo de suas configuracdes
absolutas. Devido a sua natureza graxa, as acetogeninas ndo formam cristais
adequados para uma analise por cristalografia de raios X. Desta forma, a
determinacado da estereoquimica tem sido feita mediante a comparagao do produto
natural com modelos sintéticos via preparacédo do éster de Mosher, ésteres do acido
a-metoxi-a-(trifluorometil)-fenilacético, seguida de uma analise detalhada dos
espectros de RMN de alta resolugao destes derivados (Rieser et al., 1992).

Desde 1982, quando a primeira acetogenina foi isolada, a uvaricina (29) figura
13, o interesse por estas substancias vém crescendo devido a grande variedade de
atividades bioldgicas encontradas (Jolad et al., 1982). Como fonte de compostos com
variadas agdes bioldgicas, € relevante nestas espécies as marcantes e conhecidas
atividades citotoxica, antitumoral, antiparasitaria, imunossupressiva e pesticida (Zeng
et al., 1993).

I 0

Uvaricina
Figura 13

2.2.1. Classificag&o das acetogeninas

As acetogeninas sao classificadas de acordo com a quantidade de anéis
tetraidrofuranicos e de sub-unidades de y-lactonas. Elas podem ser mono-THF,

annopentocina (30), bis-THF adjacentes, uvarigrandina A (31), bis-THF néo
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adjacentes, gigantecina (32), as que nao possuem anéis THF (33), e as nao-

classicas, acetogeninas que possuem anel THP, mucocina (34), figura 14.

OH OH  (30)
Annopentocina C

Acetogenina mono-THF

OH OH
(31)
Uvarigrandina A

Qi
T

Acetogenina bis-THF adjacente

trans

(32)
Gigantecina

Acetogenina bis-THF ndo adjacente

(33)
Donnaienina D

Acetogenina sem anel THF
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C:)H OH 0O

(34)
Mucocina

Acetogenina ndo-classica

Figura 14: Classificac&o das acetogeninas

Nas estruturas das acetogeninas podem variar o padrdao de substituicdo do
anel lacténico. Eles séo classificados em y-lactona substituida, cetolactonas (cis ou

trans) ou anel hidroxilado, figura 15 (Rupprecht et al., 1990).

o/%o ° 5 i

H3C R2 'LLLL
4 OH
R4
Rie Ro=H, OH
5H-furan-2-ona Diidro-furan-2-ona 4-Hidroxi-diidro-furan-2-ona

Figura 15: Tipos de y-lactona

2.2.2. Atividades bioldgicas

A utilizagdo de plantas da familia Annonaceae na medicina popular tem sido
amplamente relatada. Atividades bioldgicas das mais variadas foram observadas:
antimicrobiana, antiemética, pesticida, vermicida, abortiva, antitumoral, citotdxica,
inibidora de apetite e antimalarica (Leboeuf et al., 1982). Muitas delas foram
atribuidas as acetogeninas, cujo estudo intensivo nos ultimos anos ja mostraram sua

potente acdo pesticida, citotdxica e antitumoral. (Rupprecht et al., 1990).
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Estes compostos atuam sobre o NADH-desidrogenase inibindo o complexo | da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Esta agdo sugere o uso das acetogeninas como
inseticida. As propriedades inseticidas das acetogeninas sdo comparadas com a da
rotenona e da pericidina, potentes inibidores do complexo | mitocondrial (Esposti et
al., 1994).

2.2.3. Relacdo estrutura x atividade (SAR)

Algumas avaliagbes de citotoxicidade com relacdo a estrutura-atividades
(SAR) bioldgicas ja foram estudadas para as acetogeninas de anonaceas (Rupprecht

et al., 1990; Fang et al., 1993). Estes estudos mostram que:

1. Em todos os casos as acetogeninas do tipo bis-THF com anéis adjacentes sao
as mais potentes, seguidas em ordem decrescente de atividade pelas bis-THF
ndo adjacentes, pelas mono-THF e por ultimo aquelas que nao possuem anéis
THF.

2. As unidades hidroxila sdo extremamente importantes para bioatividade destes
compostos. A acetilacdo ou a preparacao de outros derivados destes grupos
reduzem a atividade citotoxica. Redugcdo das carbonilas cetbnicas da
esquamona (35) resulta em um aumento substancial da citotoxicidade, figura

16.
treo OH (0]

N

trans

e

treo

(39)

OH
Esquamona

Figura 16
3. A subunidade y-lactona a,B-insaturadas € essencial para a atividade citotoxica.

Reducéao da ligagcédo dupla diminui a atividade.

16

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Espécies Vegetais

4. A estereoquimica da molécula é fundamental para SAR. A mudanga na
esteroquimica de um centro assimétrico pode resultar em aumento na
atividade citotoxica. A asimicina (36) € um bilhdo (10°) de vezes menos ativa

do que a bulatacina (37), figura 17.
treo OH eritro OH

N

trans trans

treo treo —>

trans trans

(36) (37)
Asimicina Bulatacina

Figura 17

5. A presencga de didis vicinais e dupla ligagdo ao longo da cadeia também

aumentam a atividade.

2.3. GENERO ANNONA

O género Annona compreende cerca de 120 espécies entre arvores arbusto e
lianas, apresenta distribuicado tropical, com 30 géneros na Amazénia, que € a area de
maior concentracao de espécies dessa familia no continente americano. Suas varias
espécies produzem frutos comestiveis como graviola (Annona muricata), pinha ou

fruta-do-conde (Annona squamosa) e araticum (Annona crassiflora).
2.4. ANNONA SQUAMOSA L.

A A. squamosa, nativa da América Central, € uma pequena arvore encontrada
em varias partes do mundo. No Brasil frutifica uma vez por ano e seu fruto é

conhecido como pinha ou fruta-do-conde.

17

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Espécies Vegetais

As sementes da Annona squamosa ja foram descritas como sendo poderoso
inseticida (Kumar et al., 2005). Suas folhas também ja foram registradas como tendo
propriedades anti-espasmotica, antitumoral, inseticida e anti-helmintica (Chopra et
al., 1956). Extrato das sementes de A. squamosa mostrou-se eficiente como
inseticida contra Aphis phabae, Macrosiphoniella sanbornii, com toxicidade
semelhante a rotenona. Os extratos etandlicos de folhas e semente da A. squamosa
causam a mortalidade do inseto Musca doméstica (63%) e Tribolium castaneum
(43%) (Harper et al., 1947).

O fracionamento das sementes da A squamosa resultou no isolamento de 26
diferentes acetogeninas (Fujimoto et al., 1994). A atividade hipoglicemiante, em
ratos, foi evidenciada na polpa do fruto desta espécies (Gupta et al., 2005). O extrato
aquoso das folhas de Annona squamosa demonstrou agédo anti-helmintica em doses
de 400, 800, 1200 pg/mL (Choudhary, 2007).

Recentemente foi atribuida atividade vasorelaxante ao composto
cicloesquamocina B (38), um octapeptideo ciclico isolado das sementes de A.

squamosa (Morita et al., 2006).
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Cicloesquamocina B

A preparagao de uma lactona antitumor oriunda da Annona squamosa foi
recentemente desenvolvida (Zhang-Patente n° 1869031/2006). O produto obtido
pode inibir o crescimento de células no carcinoma hepatico em ratos. Esta lactona
mostrou-se ser mais ativa como antitumoral do que os quimioterapicos cisplatina e

fluoracil.

18

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Espécies Vegetais

Atividade contraceptiva também foi observada na administragao intravaginal
do extrato hidroalcodlico de A. squamosa devido a sua agao espermicida (Singh et
al., 2006 - Patente n° 2006087733/2006). Atividade antioxidante também é

evidenciada nesta espécie (Kaur e Kapoor, 2006).

2.5. ANNONA MURICATA L.

Annona muricata, no Brasil € conhecida como graviola, € uma arvore
pequena, que mede entre 5 e 6 m de altura, com folhas largas de cor verde escuro,
de aparéncia tenra e brilhante. Produz um fruto espesso e comestivel, em forma de
coragao, que possui entre 15-23 cm de diametro de coloragdo amarelo esverdeada e
polpa branca (Corréa, 1984 e Maas et al, 2001).

A graviola tem uma histéria longa e rica de uso na fitoterapia assim como um
extenso e documentado uso indigena. Seu uso como inseticida e antiparasitario ja
tem seus estudos comprovados (Zeng et al, 1997). A A. muricata € a espécie de
onde foi isolado o maior numero de acetogeninas, sendo as sementes a maior fonte
destes compostos.

Preparagdes feitas a partir da graviola s&do indicadas para fins diversos como:
abscesso, analgésico, anti-parasitas, asma, hipertensédo, calmante e principalmente
como antitumoral ja sdo comercializadas sob diversas formas farmacéuticas como
pos, liquidos e capsulas (Raintree, 2007).

Lako e col. publicaram em 2006 as propriedades antioxidantes da polpa do
fruto da A. muricata (Lako; et al., 2006). Esta atividade foi relacionada a presenca de
antocianinas e polifendis encontrados nesta espécie (Kuskoski et al., 2005).

O extrato em etanol das folhas de Annona muricata mostrou-se toxico frente
as larvas do molusco Biophalaria glabrata (LCso 9,32 ug por mL) e também contra
larvas de Artemia salina (LCsp 0,49 pg por mL) (Luna et al., 2006).
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Capitulo
3

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

Cromatografia € um processo fisico de separagéo, no qual os componentes de
uma mistura a serem separados sao distribuidos entre duas fases, uma estacionaria
e outra que se move em uma direcdo definida. A fase estacionaria pode ser um
solido ou um liquido, dispostos sobre um suporte solido. Quanto maior a area
superficial mais eficiente € a separagéo. A fase movel, que pode ser gasosa, liquida
ou um fluido supercritico, passa através da fase estacionaria arrastando consigo os
diversos componentes da mistura a ser separada. A possibilidade de combinar uma
variedade de fases moveis com outra variedade de fases estacionaria faz com que
esta técnica tenha uma enorme aplicabilidade (Cass e Degani, 2001).

O termo cromatografia foi primeiramente empregado em 1906 pelo botanico
russo Michael S. Tswett ao descrever suas experiéncias na separagao dos
componentes de extratos de folhas. Praticamente todo seu trabalho foi dedicado ao
estudo de pigmentos vegetais, principalmente a clorofila, convencido de que ela seria
uma mistura de substéncias (Ciola, 2003). A cromatografia tem cerca de 100 anos.
Ela tem se mostrado como uma técnica importante de separacdo para as mais

variadas estruturas.
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3.1. CLAE X CG

Atualmente, a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) sdo duas das técnicas de separacdo mais utilizadas. A CG é a
técnica mais eficiente para separagao de misturas complexas de substancias volateis
ou que podem ser volatilizadas por derivagédo. Ela é o método cromatografico que
realiza separacbes mais rapidas e mais eficientes para este tipo de substancia.
Entretanto muitas amostras simplesmente ndao podem ser analisadas por CG,
compostos polares com alto peso molecular e baixa volatilidade ou termicamente
instaveis sdo incompativeis com a técnica. E estimado que apenas 20% dos
compostos organicos conhecidos podem ser satisfatoriamente separados por CG
sem modificagdo quimica da amostra.

A cromatografia liquida, no entanto, ndo é limitada pela volatilidade da
amostra ou instabilidade térmica e por isto é ideal para separacdao de
macromoléculas de interesse bioldgico e espécies idnicas. Ela pode ser usada para
purificar metabdlitos labeis de animais e plantas e compostos menos estaveis tais
como: proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos, polimeros sintéticos,
surfactantes, aminoacidos, lipideos polares, corantes, explosivos e farmacos (Snyder
e Kirkland, 1979).

3.2. INSTRUMENTACAO

O equipamento de CLAE figura 18 é composto por um reservatorio de
solvente, uma bomba de alta pressao, injetor de amostra, coluna cromatografica,
detector e um registrador de dados. Hoje em dia, os modulos sé&o interligados por um
computador. Os softwares disponiveis sdo capazes de detectar problemas de
funcionamento e também a necessidade de troca de alguma peca (Cass e Degani,
2001).
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Figura 18: Equipamento de CLAE

Os detectores mais empregados em CLAE sado os espectrofotdmetros no
UV/VIS que determinam a diferengca de absorvancia na regiao do ultra-violeta ou no
visivel. Detectores de fluorescéncia, eletroquimico, dicroismo circular, indice de
refracdo e espalhamento de luz (light-scattering) também s&o muito utilizados. Mais
recentemente a utilizacdo do detector de espectrometria de massas vem se tornando
mais comum. Apesar do seu alto preco, da necessidade de um operador
especializado e dos gastos com manutengdo, € um detector universal. Embora
destrutivo, apresenta alta sensibilidade, fornece a massa molecular dos compostos,
permitindo também a elucidacdo estrutural destes via analise de seu
fragmentograma(Cass e Degani, 2001).

A técnica de CLAE tem uma difusdo crescente desde o comego dos anos 70.
Hoje representa uma ferramenta indispensavel nos laboratorios de quimica,
farmacologia, biologia e bromatologia entre outros; uma vez que consegue separar
misturas que contem um grande numero de compostos similares (Quattrocchi;
Andrizzi; Laba, 1992). O avango tecnoldgico desta técnica € notavel especialmente
ap6s o desenvolvimento de microparticulas para uso como fase estacionaria e de

colunas capilares.
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3.3. MODOS DE SEPARACAO

A classificagdo da cromatografia liquida de acordo com as modificagdes
quimicas realizadas na fase estacionaria (silica gel), levou a uma grande variedade
de tipos. A separacdo em cromatografia liquida pode ser encontrada explorando a
variedade de processos existentes, dos quais 0s mais importantes s&o:
cromatografia de fase normal, fase reversa, de compostos ibnicos, de troca idnica,

cromatografia de exclusdo e cromatografia quiral.

3.3.1. Cromatografia de fase normal (CFN)

A fase estacionaria € mais polar do que a fase modvel. As caracteristicas
polares da silica podem ser modificadas pela incorporagao de outros grupos polares
tais como: ciano, diol, fenil, amino. Os solventes utilizados neste modo de separacéao
sao normalmente uma mistura de solventes organicos sem a adicdo de agua
(Snyder, 1997).

O solvente para eluicdo no modo normal é selecionado escolhendo-se um
solvente fraco (apolar) e misturando com um solvente forte (polar) para conseguir a
forca desejada. A presenca de tracos de agua na fase movel é provavelmente a
causa mais comum da pobre reprodutibilidade na retengdo em CFN, especialmente
quando se usa silica ndo-modificada como fase estacionaria. Este problema tem sido
contornado usando solventes anidros com um volume conhecido de agua, metanol
ou acido aceético para desativar os grupos silandis mais reativos da fase estacionaria,
melhorando assim nao so6 a reprodutibilidade, mas também o formato das bandas. O
mesmo efeito pode ser obtido adicionando trietilamina, especialmente para

separacao de aminas em gel de silica (Snyder, 1997).

3.3.2. Cromatografia de fase reversa (CFR)

Neste modo de cromatografia a fase modvel é mais polar que a fase
estacionaria. E sem dlvida o modo de cromatografia mais utilizado em CLAE, uma

vez que permite a separagdo de um grande numero de solutos e a utilizagdo de
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fases moveis aquosas. A fase mdével mais comumente usada € uma mistura entre
acetonitrila/agua, sendo a acetonitrila, quando necessario, substituida por metanol ou
tetraidrofurano. O uso de apenas trés solventes se deve a pequena quantidade de
solventes organicos misciveis com a agua. O principio da retencdo na fase reversa é
a hidrofobia. A separacao na fase reversa se deve principalmente a interagdes entre
a parte ndo-polar do soluto e a fase estacionaria. A separagao simultdnea de solutos
ibnicos e neutros é possivel e a rapidez de equilibrio da fase estacionaria pela fase
movel facilita o uso de gradiente por este modo de cromatografia (Cass e Degani,
2001).

A forca da fase movel em cromatografia de fase reversa (CFR) depende do
tipo de solvente organico escolhido (solvente B) e sua percentagem em agua
(solvente A). Estes efeitos de ajuste de forga estdo ilustrados no nomégrafo no modo
reverso figura 19, que indica a relagédo entre as diferentes concentragdes para trés
solventes comumente usados em CFR: acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e
tetraidrofurano (THF) (Snyder e Kirkland, 1979).

ACNI0 p—p————————+—
0 20 40 60 80 100
MeOHIH0 f——p——————————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
o ———————————

Figura 19: Nomdgrafo no modo reverso

O acerto principal no desenvolvimento de um método em CFR é certamente a
escolha correta da fase movel, que é obtida através de uma aproximagao dos valores

de k (constante de retencédo) de cada composto que é representado pela equagao:

onde tg € o tempo de retengdo da banda e ty o tempo morto da coluna, ou seja, o

tempo que leva para o eluente da mistura a ser separada chegar ao detector.
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Inicialmente deve-se ajustar a constante de retengcdo para os componentes da
mistura em um intervalo entre 0,5 < k < 20, todavia separacdes mais eficientes
podem ser realizadas com a diminuicdo deste intervalo, 1 <k < 10.

Deve-se lembrar sempre que neste modo de cromatografia a forga aumenta
com o decréscimo da polaridade do solvente. Dessa forma, a agua (solvente mais
fraco) < metanol < acetonitrila < tetraidrofurano (Cass e Degani, 2001).

A acetonitrila (ACN) é a primeira opgéo para inicio dos testes de escolha da
fase movel. A mistura ACN/H,O pode ser bem usada pela deteccdo no UV, pois
absorve a baixos comprimentos de onda (185 — 210 nm). A mistura possui também
baixa viscosidade, resultando em maior numero de pratos tedricos e em pressdes
mais baixas na coluna. A préxima escolha como melhor modificador organico
(solvente B) é o metanol (MeOH), seguido de tetraidrofurano (THF). O THF possui
algumas desvantagens como a absor¢do em maior comprimento de onda no UV,
forma perdxido na presenga de oxigénio, e gera um lento equilibrio da coluna quando
a fase mével é modificada, dificultando seu uso em eluigdo por gradiente (Snyder,
1997).

A figura 20 ilustra como a forca do solvente interfere em uma
separagdo cromatografica. O cromatograma A representa uma separagao onde foi
utilizada uma fase mével muito forte (100% de B), neste caso o tempo de analise
sera convenientemente curto, entretanto os compostos da mistura néo irdo sofrer
interacdo com a coluna e serdo todos eluidos de uma sé vez. Para 100% de ACN, o
conjunto dos compostos eluirdo proximo ao tp (k < 0,2), sendo necessario uma fase
moével mais fraca (< %B), figura 20. Dupla reducdo de 20% na concentracéo de B,
80% e 60% de ACN (cromatograma B e C da figura 20), resulta em uma melhora na
separagdo, mas ambas separagdes ainda sao inaceitaveis para a primeira banda (tp=
1 min, k < 0,5). As andlise cromatograficas adequadas s&o encontradas para 50% e
40% de ACN (cromatograma D e E da figura 20) aonde as constantes de retencao
dos componentes da mistura variam 0,5 < k < 20. Com o uso de fases méveis muito

fracas (< 30% ACN), a retengcdo do composto D ¢é inaceitavelmente longa (k > 20).
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Figura 20: Efeito da mudanc¢a do percentual organico em separacédo no modo reverso de uma
amostra hipotética. Condig¢des: coluna Cyg, 15 x 0,46 cm, 1,5 mL/min de fluxo (to= 1 min)

26

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O ajuste dos valores de k das amostras € apenas o passo inicial de uma separagao
adequada. Muitas vezes os valores do fator de retencdo das amostras estdo dentro
de um intervalo aceitavel (0,5 < k < 20), mas ainda € necessario a mudanga entre o
espagcamento entre as bandas ou seletividade (a) de diferentes bandas. A

seletividade € definida pela razdo entre duas bandas adjacentes, ou seja:

Sao trés as principais variaveis usadas em CFR para a mudanca de
seletividade de amostras neutras: composicdo da fase modvel, tipo de coluna, e
temperatura. A mudanca na composi¢ao da fase movel € geralmente muito efetiva e
conveniente, mostrando ser a alternativa principal.

Composicado da fase mével: O efeito primario da diminuicdo do solvente B é o
aumento dos valores de k para todos os componentes da amostra. Muitas vezes, um
bom ajuste de k para uma determinada banda implica em uma piora na resolugao
das demais, como pode ser observado na figura 21. Empregando 100% ACN os
componentes da mistura ndo sofrem a interacdo necessaria com a coluna, fazendo
com que a mistura passe pela coluna sem ser separada. Diminuindo esta forca para
60% algumas bandas apresentam uma boa resolugéo, todavia este ajuste ainda nao
é suficiente para todos os compostos da mistura, visto que os compostos A e B estao
eluindo juntamente. Com 40% ACN, a analise foi mais demorada e algumas bandas
comegaram a sofrer um alargamento, aumentando o risco de sobreposi¢cao. A melhor
resolugdo das amostras ocorre quando a percentagem de B para todos os
componentes da amostra for encontrado. No exemplo da figura 21, a melhor
separacao foi obtida usando um solvente com forca intermediaria, 45% ACN, onde a

separacgao para todas as bandas cromatograficas foi encontrada.
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Figura 21: Seletividade pela for¢ca do solvente: efeito da mudanca no percentual orgénico em

separacdo CFR para uma amostra hipotética. Condi¢des: coluna C;g15 x 0,46 cm, fluxo 1,5
mL/min.
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Tipo de coluna A grande vantagem do suporte em silica é poder ter sua
superficie quimicamente modificada por uma série de substituintes com diferentes
propriedades. Materiais empacotados com base em silica sdo compativeis com a
agua e com todos os solventes organicos. Porém a silica possui uma caracteristica
desfavoravel que € solubilizar na presencga de altos valores de pH. Para um tempo de
vida satisfatorio algumas colunas a base de silica ndo devem ser usadas sob pH
acima de 8 (Snyder, 1997).

A retencdo das amostras depende de trés caracteristicas da coluna: tipo e
concentragao da fase quimicamente modificada e da area superficial.

As fases estacionarias quimicamente modificadas sao atualmente as mais
importantes da cromatografia liquida moderna. Todas elas se baseiam na
possibilidade de preparar derivados fazendo modificagdo no grupo silanol situado na
superficie da silica. As fases apolares sdo as mais utilizadas na atualidade. As mais
frequentes modificagbes realizadas na superficie da fase estacionaria (gel de silica) e

seus principais usos sao mostrados abaixo:

-C, Butila: Fase reversa, pareamento de ions, separagao de peptideos e proteinas.

-Cg Octila: Fase reversa e pareamento de ions. Recomendada para materiais
ligeiramente ou altamente polares, tais como, peptideos pequenos e proteinas,

esterodides, nucleosideos, farmacos polares, etc.

-C13 Octadecila (ODS): Fase reversa e pareamento de ions. Recomendada para
materiais ndo polares ou moderadamente polares, tais como acidos graxos,
glicerideos, hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, ésteres, vitaminas
lipossoluveis, esteroides, prostaglandinas, aminoacidos, etc. Produz tempo de

retencdo maior do que as fases Cg e Ca.

-C¢Hs Fenila: Fase reversa, pareamento de ions. Compostos moderadamente
polares. Tempo de retencdo semelhante aos da Cg, porém com uma seletividade

diferente para aromaticos policiclicos, aromaticos polares, acidos graxos, etc.
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-CN Ciano (nitrila): Fase normal ou fase reversa. Como fase normal, empregando
solventes pouco polares, ela se comporta praticamente como a silica pura. Devido a
sua facilidade em reequilibrar rapidamente, tem mais emprego do que a silica pura
em cromatografia envolvendo programacao por gradiente. Quando empregada como

fase reversa ela tem uma seletividade diferente das C4g, Cs e fenila.

-NO, Nitro: Separagao de compostos com duplas ligagbes, por exemplo aromaticos

mono e polinucleares.

-NH, Amina: Fase extremamente versatil, pode se comportar como fase normal,
fase reversa e trocadora anibnica fraca. Como fase reversa separa carboidratos.
Como fase normal empregando uma mistura de hexano ou diclorometano com
isopropanol, pode separar compostos polares como anilinas substituidas, ésteres,
pesticidas, e etc. Empregando com a fase mdvel tampdes, por exemplo acetatos,
fosfatos e etc. na presencga de alguns solventes organicos, por exemplo, acetonitrila

pode separar anions e acidos organicos.

-N(CH3), Dimetilamino: Trocadora de ions anidnica fraca. Tem os mesmos usos da

amina.

-OH Diol: Uso em cromatografia normal e em fase reversa. A estrutura do diol é
menos polar do que a da silica e facilmente molhada pela agua. Empregada na

separacao de peptideos e proteinas.

SA Acido sulfénico: Troca iénica forte, catidnica.

SB fon de aménio quaternéarios: Cromatografia por troca iénica. Trocadora

anidnica, fortemente basica.

A retencdo da amostra na coluna no modo reverso € mais forte com o

aumento do comprimento da cadeia carbdnica e com a hidrofobicidade do grupo
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substituinte quimicamente ligado a silica. Por exemplo, a retengédo com a coluna Cys

é significantemente maior do que a coluna Csg.

(fraca) silica ndo ligada << ciano < C; <C3 < C4 < fenil < Cg < Cyg (forte)

O tamanho da particula da coluna é uma caracteristica importante. Particulas
com diametro em torno de Sum em colunas analiticas representam colunas
eficientes, com pressdes mais baixas, e bom tempo de vida, realizam a maioria das
separagdes em CLAE. Particulas menores (p.e. 3um) sdo usadas para separagdes
mais rapidas. Para uma separagao rapida de macromoléculas tais como as proteinas
sdo usadas no recheio da coluna particulas extremamente pequenas com 1,5um.

Temperatura O aumento na temperatura de 1°C leva a uma diminui¢ao
no valor de k de 1 a 2% para compostos nao-ibnicos. A mudanga na temperatura
pode ser usada no controle da retengcdo da amostra tal como a mudanga na %B,
todavia isto é raramente usado em CFR, visto que é muito mais efetiva a variagao na

forca do solvente.

3.3.2.1. Triangulo da seletividade de solventes

A mudanga no tipo de solvente organico € a melhor forma para diminuir ou
aumentar o espagamento entre as bandas cromatograficas. O tridngulo de
seletividade de solventes, figura 22, mostra um guia de escolha de diferentes
solventes para obtencdo de uma melhor seletividade. As moléculas da amostra
sofrem interagdes intermoleculares do tipo dipolo e ligagbes de hidrogénio com a
fase movel. A seletividade das bandas cromatograficas pode ser especulada com
relacdo ao momento dipolar, acidez ou basicidade da fase movel usada (Snyder,
1997).
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Para criar uma grande mudanga na seletividade pela troca do solvente B, o

velho e novo solventes devem cair em partes diferentes do triangulo de seletividade

de solventes, figura 22. Por exemplo, o éter etilico esta perto do vértice basico do

triangulo, e o diclorometano (DCM) localizado préximo ao vértice dipolar, por este

motivo estes dois solventes podem diferir bastante em seletividade. Se o éter etilico

for usado em uma primeira analise (fase normal) e o espagamento entre suas

bandas ainda nao for satisfatério, a mudanga para DCM na préxima analise podera

resultar em uma larga mudanga na seletividade.

Aminas

alcoois

formamida |:|
nitro compostos

CH,Cl,

RCO,H O agua O

fluoroalcoois

CHCI,
% L]

/=

Figura 22: Tridangulo da seletividade — modo reverso

Trés solventes misciveis com a agua diferem significantemente em suas

propriedades de seletividade e sdo também aceitaveis em termos de absor¢ao no
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comprimento de onda na regido do ultravioleta e viscosidade: ACN, MeOH, THF. Por
esta razdo estes solventes sao recomendados na investigacdo de seletividade em
CFR. Baseado no tridangulo da seletividade de solventes figura 22, Kirkland
desenvolveu o tridngulo de otimizagao de solventes, figura 23, onde em cada apice

fica localizado um dos trés solventes (Snyder e Kirkland, 1979).

e MeOH/H,O

MeOH/ACN/THF/H,O

MeOH/ACN/H,Q @ MeOH/THF/H,0

ACN/HO ACN/THF/H,0 THF/H,0

Figura 23: Esquema para otimizagcdo da separac¢do no modo reverso

A seletividade intermediaria (se necessario, para uma amostra em
particular) pode ser obtida pela mistura de quantidades apropriadas de cada um
destes trés solventes. Uma mudancga brusca de seletividade € alcangada variando de
um vértice a outro do triangulo, convertendo suas forgas através do nomaografo para
modo reverso, figura 19.

Um exemplo de como a combinacgao entre solventes interfere na seletividade
em CFR é demonstrado na figura 24, onde a mudanga de 50% de MeOH para 25%
de THF resultou na inversdo de ordem de eluicdo para quatro compostos explosivos:

p-nitrofenol; p-dinitrobenzeno; nitrobenzeno; metilbenzoato.
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50% CH,OH 25% THF

- JuJl e

1 ] L |
0 S| 0 o 5 10 15 20

(min) (min)
(a) (b)
Figura 24: Seletividade do tipo de solvente em CFR. (a) 50% MeOH/H,0; (b) 25% THF/H,0.

Bandas: 1, p-nitrofenol; 2, p-dinitrobenzeno; 3, nitrobenzeno; 4, metilbenzoato.

3.3.3. Cromatografia de compostos idbnicos

Separagdes cromatograficas de compostos i6nicos tendem a ser mais
complicadas do que moléculas neutras, mas, por outro lado, o espacamento das
bandas € usualmente conseguido com maior facilidade. A separagcdo de compostos
ionizaveis pode ser conseguida por supressao da ionizagao ou, entdo, por completa
ionizagao e separagao por pareamento de ions ou por troca idnica. Estas duas outras
opcodes também se aplicam a ions.

Em cromatografia de fase reversa, a retengdo diminui para compostos mais

hidrofilicos.
3.3.4. Cromatografia de troca idnica
Na cromatografia de troca ibnica, a fase estacionaria € normalmente uma

resina de poliestireno entrecruzada com divinilbenzeno, na qual sao ligados grupos

idnicos , como por exemplo o grupo —SO’3 no caso trocador de cations, e o grupo —
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NR;", trocador de &nions. Os grupos iénicos possuem um contra-ion (com carga
oposta) que pode ser deslocado pelos ions da fase movel de carga similar a ele.
Exemplos caracteristicos dos compostos separados por cromatografia de
troca ibnica sdo acidos carboxilicos, agucares, analgésicos, vitaminas, anions
inorganicos e cations metalicos ou complexos. Contudo, esta técnica pode ser
também aplicada na separacédo de peptideos, aminoacidos e acidos nucléicos que

podem se ionizar em solugdes com pH devidamente tamponado.

3.3.5. Cromatografia de excluséo

A cromatografia por exclusdo efetua a separagado de acordo com o tamanho efetivo
das moléculas. Ela é usada especialmente para separagao preliminar de amostras
complexas visando isolar ou purificar polimeros. Na analise de polimeros ela é
empregada para observar a presencga de dimeros, trimeros, etc. ou para estimar o
peso molecular de polimeros sintéticos ou naturais.

A separacao por exclusao requer que o tamanho do poro da fase estacionaria
seja adequadamente selecionado de acordo com o tamanho das moléculas que se
pretende separar. As moléculas pequenas devem penetrar nos poros, enquanto as
moléculas grandes devem ser excluidas de todos os poros da fase estacionaria. As
de tamanho intermediario serdo parcialmente excluidas. Qualquer interacdo extra
com a fase estacionaria levara a um aumento do volume de retencéo por isto a
redugao de interagdes com a fase estacionaria deve ser conseguida quando se usa
cromatografia de exclusdo para determinagéao do peso molecular.

A escolha do solvente em cromatografia de exclusdo requer apenas que o
soluto seja soluvel na fase moével e que esta tenha baixa viscosidade, além de
compatibilidade com o soluto e a fase estacionaria. Em CLAE, as fases estacionarias
que podem ser usadas em cromatografia de exclusdo sao silica gel, silica derivada

ou polimeros rigidos (Cass, Degani, 2001).
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3.3.6. Cromatografia quiral

O mecanismo de separagdo de enantibmeros por cromatografia quiral esta
fundamentado na diferenga de energia entre os complexos diasteroisoméricos
transitérios formados entre a fase estacionaria quiral e os enantibmeros a serem
separados. As diferencas em estabilidade destes complexos transitorios levam a
diferentes tempos de retengcdo dos enantibmeros na coluna. O enantibmero que
forma o complexo menos estavel elui primeiro. A diferengca de energia livre de
formacdo dos adsorbatos diastereoisoméricos formados deve ter um valor
satisfatorio para que ocorra a separacgao.

Colunas quirais tém sido utilizadas eficientemente tanto em cromatografia
gasosa quanto em cromatografia liquida de alta eficiéncia. O sucesso obtido com
este método tem sido grande e varias colunas comerciais tém sido usadas para
resolugdo de um grande numero de produtos farmacéuticos e intermediarios
sintéticos em geral. A CLAE tem se destacado quando comparada a CG devido a
maior diversidade de fase quirais que tem sido desenvolvida para aplicagdo em

cromatografia liquida (Cass, Degani, 2001).

3.4. ELUICAO POR GRADIENTE

A eluicao por gradiente é feita aumentando-se a forga da fase mével durante a
separagdo cromatografica. Faz-se necessaria quando se trabalha com misturas
complexas com solutos que possuem uma grande variedade de valores de k.
Gradientes binarios sdo os mais usados e podem ser formados em uma variedade
de modos (céncavo, convexo e linear), mas usualmente o gradiente linear € o mais
empregado.

A eluicéo isocratica € normalmente preferida a gradiente devido a uma série
de desvantagens atribuidas ao uso de gradiente tais como:

1. O equipamento para o uso de gradiente € mais complexo;

2. Nao pode ser usado com alguns detectores, como por indice de refragao;
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3. O desenvolvimento e a otimizacdo sdo mais complexos, pois tem um numero
maior de variaveis a serem examinadas;

4. O tempo de andlise é prejudicado pelo tempo que deve ser concedido para
reequilibrio da coluna e normalmente se tém problemas com a linha de base;

5. Nao é possivel aplica-lo a todos os tipos de fases estacionarias e a combinacao
fase movel/estacionaria deve ser cuidadosamente selecionada;

6. A transferéncia de método é complicada, pois a diferenga entre os equipamentos
pode afetar muito a separagédo conseguida.

O desenvolvimento de um método de andlise em cromatografia de fase
reversa normalmente inicia-se com uma eluicdo em gradiente. Através desta
separacgao € possivel determinar quando a elui¢ao por gradiente ou isocratica sera a
técnica apropriada para uma dada amostra. Também e possivel estimar a for¢a do
solvente para separagao isocratica ou extensdo do gradiente, se a opgao for

separacéao por gradiente.
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Capitulo

4 EXPERIMENTAL

4.1. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Para obtencdo dos extratos foram utilizados solventes grau P.A. da marca
Vetec. Os extratos vegetais foram concentrados em aparelho evaporador rotatério da
marca BUCHI.

Foram utilizados solventes ultrapuros grau HPLC nas andlises cromatograficas
de alta eficiéncia da marca J.T. Baker (Philipsburg, PA, EUA).

A 4gua desionizada utilizada no sistema de CLAE foi obtida através do
sistema de filtragdo Milli-Q (Millipore, Sado Paulo, SP, Brasil).

As amostras injetadas no cromatégrafo liquido foram previamente filtradas em
filtro seringa da marca Millipore®, com membrana de nylon de 25 mm de diametro e
0,45 um de tamanho de poro.

Os solventes utilizados nas analises em CLAE foram filtrados a vacuo através
de uma membrana de nylon Millipore® de 0,45 pm e em seguida desgaseificados em
ultra-som COLE-PALMER 8852.

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho (V) foram registrados
em pastilhas de KBr em um espectrofotbmetro BOMEN-MICHELSON FT-IR,
MODELO Power Male 1-ultrasync, na regido de 400 a 4000 cm™, no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (SP).

As anélises de ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais de *H e
13C foram realizadas em espectrometro BRUKER de 400 MHz, no Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Foram utilizados
solventes deuterados Aldrich (Saint Louis, MO, EUA) para ressonancia de

hidrogénio, carbono treze e como referéncia interna o préprio solvente e TMS.
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4.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

4.2.1. Sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

SISTEMAL: Cromatdgrafo liquido SHIMADZU série prominence composto por duas
bombas LC-20AT, auto-injetor SIL 20A, forno CTO-20A, desgaseificador DGU-20A,
valvula seletora de solvente FCV-20A, detector por arranjos de fotodiodos SPD-
M10AVP, ligados a uma interface CBM-20A. A analise dos dados foi registrada
através do software LABSolution.

SISTEMAZ2: Cromatografo liquido SHIMADZU composto por uma bomba LC-8A,
injetor manual RHEODYNE 7125 com loop de 500 pL, detector espectrofotométrico
de ultravioleta de comprimento de onda varidvel modelo SPD-10D ligados a uma
interface CBM-10A. A analise dos dados foi registrada através do software CLASS-
LC10.

SISTEMA 3: Cromatégrafo liqguido SHIMADZU composto por uma bomba LC-
10ADvp, desgaseificador DGU-12A, equipamento de gradiente de baixa pressao
FCV-10ALvp, injetor manual RHEODYNE, forno CTO-10AVp, detector por arranjos
de fotodiodos SPD-M10Avp, ligados a uma interface SCL-10Avp. A analise dos
dados foi registrada através do software CLASS-VP 5.0.

4.3. COLUNAS CROMATOGRAFICAS

Foram utilizadas colunas comerciais analiticas Cis das marcas: Phenomenex®
(25,0 x 0,46 cm, particula de 5 pm),THERMO Hypersil® (15,0 x 0,46 cm, 5 pum de
tamanho de particula) e Shimadzu ShimPack® (15,0 x 0,46 cm com particula de 3
pum).

A coluna comercial preparativa utilizada no trabalho foi a SHIMADZU
ShimPack® (25,0 x 2,0 cm).
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4.3.1. Procedimento para empacotamento das colunas analiticas e semi-

preparativas

Para empacotamento das colunas analiticas e semi-preparativas foram
utilizadas silicas Cig Hypersil® com particula de 5 pm e silica Hexil-fenil Luna® com
tamanho de particula de 10 pm.

Para empacotar as colunas foi utilizada uma empacotadora SHANDON do
Laboratorio de Sintese Organica e CLAE do Departamento de Quimica da UFSCar e
metanol como solvente.

Colunas de aco inox analitica (15,0 x 0,46 cm) e semi-preparativa (15 x 0,7
cm) foram recheadas com 2,5 g e 9,3 g de silica respectivamente, sob presséo de
7000 psi, utilizando metanol como solvente.

As silicas utilizadas neste processo foram previamente suspensas em metanol
— 40 mL para coluna analitica e 60 mL para coluna semi-preparativa — em seguida
homogeneizadas no ultra-som por trés minutos.

As colunas ap0s o empacotamento foram condicionadas em metanol por 4

horas empregando uma vazéo de 1,0 mL/min.

4.4. ESPECIES VEGETAIS
4.4.1. Coleta

As folhas de Annona muricata foram adquiridas no Campus A.C. Simdes
da Universidade Federal de Alagoas no més de maio de 2005.

As sementes de Annona muricata foram obtidas no més de marc¢o do ano de
2005 na fabrica de sorvetes Fika Frio em Macei6 — AL.

As sementes de Annona squamosa foram adquiridas no mercado publico de

Macei6é em abril do ano de 2005.
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4.4.2. Procedimento Inicial
Todo material vegetal foi seco através da luz solar durante 3 dias e em seguida
pulverizado em maquina forrageira no Instituto de Quimica e Biotecnologia da

Universidade Federal de Alagoas.

4.4.3. Preparo e Fracionamento do Extrato Bruto

O p6 das sementes de Annona muricata (1,2 Kg) foi colocado em um
percolador utilizando como solvente extrator o etanol (6000 mL), ficando em
maceracdo por 3 dias. O macerado foi retirado através de uma torneira, concentrado
em aparelho evaporador rotatério e o solvente foi adicionado novamente no
percolador. Este processo se repetiu por mais trés vezes, obtendo-se assim o.
extrato bruto seco das sementes de Annona muricata.

O p6 das sementes de Annona squamosa (1 Kg) foi colocado em um
percolador utilizando como solvente extrator o etanol (5000 mL), ficando em
maceracdo por 3 dias. O macerado foi retirado através de uma torneira, evaporado
em aparelho rotatorio e o solvente readicionado ao percolador. Este processo se
repetiu por mais trés vezes.

O p6 das folhas de Annona muricata (300 g) foi foi colocado em um percolador
utilizando como solvente extrator o etanol (1000 mL), ficando em maceracdo por 3
dias. O macerado foi retirado através de uma torneira, evaporado em aparelho
rotatério e o solvente readicionado ao percolador. Este processo se repetiu por mais

trés vezes.

4.4.4. Extracdo da clorofila do extrato em cloroférmio das folhas de Annona

muricata

O extrato cloroférmico das folhas de Annona muricata (50 mg) foi solubilizado
em diclorometano, incorporado na silica e em seguida evaporado em aparelho
evaporador rotatério até atingir o aspecto de um po fino e seco. Uma coluna de vidro
foi recheada com 1,5 g de uma mistura de florisil e silica (1:1) e no topo da coluna foi

colocada a amostra. Eluiu-se por duas vezes com 20 mL de diclorometano, as
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fracbes foram reunidas e o solvente removido para obter uma cera amarelada (5
mg), agora denominado extrato bruto cloroformico das folhas de A. muricata isento

de clorofila.

4.5. TESTES BIOLOGICOS

Os testes larvicidas foram realizados com as larvas do mosquito Aedes
aegypti no Laboratorio de Bioensaios Larvicida do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Alagoas.

Para a realizacdo dos testes os ovos do Aedes aegypti foram submersos
numa bacia contendo agua desclorada a uma temperatura ambiente entre 25° e
27°C para a eclosao dos ovos. As larvas obtidas sédo alimentadas com racédo para

gatos até atingir o quarto estégio larval (L4).

4.5.1. Bioensaio larvicida

O bioensaio é realizado em replicata (n = 4) com 25 larvas L4, em copos
plasticos contendo 25,0 mL da solugdo teste. A solucdo teste foi preparada
dissolvendo a amostra em uma solugdo a 1% de DMSO em agua. O controle
negativo foi feito com solugdo 1% de DMSO em &gua e controle positivo com a
rotenona. Apos 24 h foi feita a leitura e a retirada das larvas mortas. As larvas foram
consideradas mortas quando nao responderam a estimulo induzido ou quando nao
conseguiram chegar a superficie da solu¢cdo seguindo as normas da OMS (WHO,
1965). Ap6s 48 h foi feito o registro final com o numero total de larvas mortas. A
variacdo de temperatura variou de 25° a 27°C e a umidade relativa do ar variou de 85
a 92%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ELUICAO POR GRADIENTE

A presenca de acetogeninas na A. muricata e A. squamosa ja foi amplamente
documentada por diversos autores (Rupprecht et al, 1990; Cave et al, 1993; Fang et
al, 1993; Fugimoto et al, 1994). O grupo de pesquisa do Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais do IQB/UFAL vém trabalhando ha mais de dez anos com estas
duas espécies usando a cromatografia liquida em coluna e cromatografia de camada
delgada (CCD) na tentativa de isolamento e identificacdo destes compostos (Lima,
2005 e Luna et al, 2006). Quando este trabalho foi iniciado tinha-se em maos uma
fracdo isolada das folhas de A. muricata por J. S. Luna, correspondente a uma unica
mancha em CCD, mas que por *H RMN mostrava que se tratava de uma mistura de
compostos rica em acetogeninas (Luna et al, 2006). Por isto, foi decidido usar a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia nesta mistura como alternativa
para estabelecer os parametros de isolamento das acetogeninas nas espécies
estudadas.

O uso da eluicdo gradiente em condicbes de ampla faixa de forca da fase
movel € tido como exploratorio e pode ser usado de modo a fornecer um
cromatograma fingerprint (impresséo digital) da amostra em analise (Cass, Degani,
2001). O primeiro passo do trabalho foi a realizacdo de um gradiente exploratorio da
mistura de acetogeninas obtida por J. S. Luna para visualizar sua complexidade e
identificar a fase mével mais eficiente para esta separacao.

Inicialmente, foi empregado um gradiente exploratorio binario usando a

mistura dgua (A) e acetonitrila (B) como solventes, em uma coluna analitica C;5 25 X
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0,46 cm, particula de 5 um, Phenomenex®. Fez-se variar a concentracdo do solvente
B de 5% a 100% durante sessenta minutos, com vazao de 1,0 mL por minuto. A
analise foi acompanhada pelo detector de arranjos de diodos DAD (UV-Vis)
utilizando cinco comprimentos de onda: 225, 230, 240, 250 e 280 nm. A melhor
deteccdo foi encontrada em 225 nm. Foi preparada uma solugdo com concentragao
de 5 mg/mL desta mistura e injetada uma aliquota de 30 uL desta solucdo. A figura
25 mostra o cromatograma desta mistura, onde a maioria dos compostos eluiram

entre 45 a 60 minutos.
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Figura 25: Gradiente exploratério da mistura rica em acetogeninas

Conhecendo a complexidade da mistura e as condi¢cdes cromatograficas da
fracdo rica em acetogeninas isolada anteriormente por J. S. Luna, a proxima etapa
do trabalho foi a avaliacdo dos extratos brutos etandlicos das sementes de A.
muricata e A. squamosa e do extrato em cloroformio das folhas de A. muricata
empregando as mesmas condi¢gdes. A obtengcdo de um fingerprint, cromatograma do
extrato bruto do vegetal variando a composicdo da fase mével em uma ampla faixa
de forca durante a analise, foi o proximo passo para caracterizar a diversidade
quimica das espécies estudadas.

O extrato bruto cloroférmico das folhas de A. muricata foi filtrado em uma
coluna empacotada com uma mistura de silica e florisil (1:1) para remocéo da

clorofila. Este filtrado foi concentrado e submetido a um gradiente exploratorio. Foi
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empregado o mesmo gradiente linear aplicado a mistura rica em acetogeninas (5% a
100% ACN/60 min), coluna analitica Cis 25 x 0,46 cm, particula de 5 um,
Phenomenex® , vazdo de 1,0 mL/min e deteccdo no comprimento de onda de 225
nm. Foram injetadas aliquotas de 30 uL de uma solu¢do de 15 mg/mL do extrato

bruto para obter o cromatograma fingerprint desta espécie, figura 26.
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Figura 26: Fingerprint da folha de Annona muricata (extrato bruto em cloroférmio) isenta de

clorofila

Obter extratos cloroférmicos isentos de clorofila foi o grande problema
na obtengdo de cromatogramas reprodutiveis das folhas da A. muricata. As filtracdes
realizadas na mistura silica gel e florisil usando diclorometano como solvente,
levavam a obtencédo de extratos que quando submetidos a CLAE exibiram pequeno
namero de bandas cromatograficas, isto pode ter acontecido devido a retencdo de
alguns compostos além da clorofila.

Por causa destas dificuldades encontradas nesta fase do trabalho foi
decidido estudar os extratos brutos etandlicos das sementes da A. muricata e A.
squamosa. O método de anélise empregado foi o mesmo aplicado anteriormente (5%
a 100% ACN/60 min), coluna analitica Ci3 25 x 0,46 cm, particula de 5 um,
Phenomenex® , vazdo de 1,0 mL/min e deteccdo no comprimento de onda de 225
nm, com finalidade de estabelecer uma comparagdo entre as espécies vegetais
estudadas. Foram injetadas aliquotas de 30 uL de uma solucdo de 15 mg/mL do
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extrato bruto para obter os cromatogramas fingerprint destas espécies, figura 27 e
28.
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Figura 27: Fingerprint da semente de Annona muricata (extrato bruto em etanol)
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Figura 28: Fingerprint da semente de Annona squamosa (extrato bruto em etanol)

A diferenca marcante encontrada na andlise dos dois cromatogramas
fingerprint, figuras 27 e 28, é que o extrato bruto etandlico das sementes de A.
squamosa exibe a presenca de bandas com tempo de retencdo entre 15 e 25
minutos que ndo foram observadas nas sementes e folhas de A. muricata. Uma viséo

mais clara da similaridade e diferencas entre dois extratos brutos pode ser observada
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através da sobreposicdo entre seus cromatogramas fingerprint, como mostra a

figura 29.

Figura 29: Sobreposi¢cdo dos cromatogramas fingerprint das sementes de A. muricata
(vermelho) e A. squamosa (preto)

Nos extratos submetidos a CLAE por eluicdo gradiente, foi observado a
presenca de bandas entre 45 e 60 minutos com absor¢cdo no comprimento de onda
de 225 nm. Tal similaridade e sabendo que a mistura de acetogeninas obtida por J.
S. Luna possui tempo de retencdo semelhante, sugere que é nesta regido que se
deve encontrar as acetogeninas nas espécies de anonas estudadas.

Devido ao grande numero de bandas encontradas entre 45 e 60 minutos
decidiu-se procurar uma mistura ideal de solventes, para ser usado em eluigdo
isocrética, para isolar os diversos componentes para futura identificagdo. Tendo
como premissa que o percentual do solvente B variou 1,5%/min chega-se a
conclusdo que a composicdo da fase mével para explorar esta regido em eluicdes

isocraticas esta em torno de 60% a 90% ACN em mistura com a agua.
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5.2. ELUICAO ISOCRATICA

A espécie escolhida para inicio dos estudos foi a A. muricata e os testes
para escolha da fase movel tiveram inicio usando uma mistura ACN/H,O 60:40 v/v,
numa coluna Cig Hypersil 15 x 0,46 cm com vazéo de 1,0 mL/min e deteccdo em 225
nm. Através da analise do cromatograma pode ser notado que ndo houve uma boa
separacdo, com muitas bandas em coeluicdo em torno de 2 e 5 minutos, abaixo é

mostrado o cromatograma, figura 30.
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Figura 30: Exemplo da separagao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona muricata, coluna Cg Hypersil® 15 x 0,46 cm, fase mével ACN/H,O 60:40, vazéo de

1,0 mL/min, detecg&o 225 nm

Na procura por uma melhor separacdo a forca do solvente B (acetonitrila) foi
elevada para 80% e para completar a mistura 20% de agua. Nesta analise percebeu-
se uma melhor resolucdo das bandas cromatograficas, apesar de ainda apresentar
bandas sobrepostas entre 2,5 e 5 e entre 10 e 15 minutos, figura 31.
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Figura 31: Exemplo da separacdo analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona muricata, coluna Cig Hypersil® 15 x 0,46 cm, fase movel ACN/H,O 80:20, vazao de
1,0 mL/min, detecc&o 225 nm

Com um aumento da percentagem de acetonitrila para 85% foi observado que
as bandas, entre 2,5 e 5 e entre 10 e 15 da andlise anterior, que estavam separando
voltaram a se juntar em torno 2,5 e 4 e entre 8 e 11 minutos, figura 32. Este
resultado ndo era o comportamento esperado para 0 aumento na concentracao de B,
as bandas deveriam ter tido uma melhor separacdo, indicando que outros

parametros de separacao fossem investigados.
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Figura 32: Exemplo da separagao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona muricata, coluna Cig Hypersil® 15 x 0,46 cm, fase moével ACN/H,O 85:15, vazao de
1,0 mL/min, detecg¢&o 225 nm
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Foi avaliado inicialmente a eficiéncia da coluna usada. O extrato bruto
etanolico das sementes de A. muricata foi recromatografado nas mesmas condicdes
de anélise da figura 32, trocando a coluna Cis Hypersil® 15 x 0,46 cm pela também
C1s THERMO Hypersil® 15 x 0,46 cm, nova. O cromatograma apresentado na figura
33, mostra a surpreendente diferenga causada pela troca de coluna e mostra que a
composi¢cdo ACN/H,O 85:15 v/v se trata de uma fase movel eficaz na separacdo de
compostos com tempo de retencdo entre 7 e 10 minutos. Esta regido compreende na
eluicdo por gradiente desta mesma semente ao conjunto de compostos que eluiram
entre 45 e 60 minutos figura 27 e da figura 25, o cromatograma da mistura rica em

acetogeninas obtida e cedida por J. S. Luna para inicio dos estudos.
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Figura 33: Exemplo da separacao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona muricata, coluna Cyg THERMOHypersiI® 15 x 0,46 cm, particula de 5um, fase movel
ACN/H,0 85:15, vazéo de 1,0 mL/min, detecg¢do 225 nm

Devido a similaridade comprovada entre os extratos brutos das sementes
estudadas figura 29, o extrato bruto etandlico das sementes de A. squamosa foi
analisado sob as mesmas condicdes, figura 34. Tanto a composi¢cdo da fase movel,
ACN/H,0 85:15, quanto & escolha da coluna THERMO Hypersil®, foram eficientes

para separacdo de alguns compostos. Nesta espécie foram observadas bandas
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cromatogréficas com tempo de retencdo entre 6 e 10 minutos, semelhante a A.
muricata. Pode ser observado também uma boa separacdo para os compostos que
eluiram entre 3 e 5 minutos de analise. Ndo sdo observadas estas bandas no extrato
bruto etandlico das sementes de A. muricata.
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Figura 34: Exemplo da separacgdo analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona squamosa, coluna Cig THERMOHypersiI® 15 x 0,46 cm, particula de 5um, fase mével
ACN/H,0 85:15, vazéo de 1,0 mL/min, detecgdo 225 nm

Estabelecida as condicdes iniciais de separacdo da mistura de substancias
contidas nos extratos brutos etanolicos em analise, iniciou-se a etapa de isolamento
dos compostos em quantidades suficientes para suas identificacdes através de

métodos espectrométricos.

5.3. ESCALA MULTI-MILIGRAMA

4.3.1. CLAE Preparativa do extrato bruto etandlico das sementes de A. muricata

A transferéncia do método analitico para o multi-miligrama é feito basicamente
ajustando as condicdes em que a coluna preparativa (maior dimensdo) sera
submetida. Na pratica isto significa ajustar a vazéo da fase mével e a carga que sera
injetada por analise (concentracdo da amostra). A composicdo da fase mével e o

comprimento de onda que ser4 feita a deteccdo permanecem inalterados.
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Normalmente as bandas cromatograficas em CLAE preparativa sofrem um
alargamento devido a alta carga injetada, podendo algumas vezes apresentar
sobreposicéo de bandas.

O extrato bruto etandlico das sementes de Annona muricata foi submetido a
isolamento empregando como fase moével ACN/H,O 85:15 e vazédo de 10,0 mL/min.
A deteccdo foi acompanhada pelo detector de UV em 225 nm, coluna Cig
SHIMADZU Shim Pack 25,0 X 2,0 cm. Em cada analise foram injetadas amostras na
concentracdo de 100 mg/500 uL. Os compostos que eluiram em 27 e 33 minutos

foram isolados e denominados fragdes AMS2 e AMS3.
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Figura 35: Exemplo da separacdo preparativa de amostras do extrato bruto em etanol das
sementes de Annona muricata, coluna C;g SHIMADZU Shim Pack 25,0 X 2,0 cm, fase moével
ACN/H,0 85:15, vazado de 10,0 mL/min, detec¢ao 225 nm

Com as fragbes AMS2 e AMS3 em mados foi necessério verificar o grau de
pureza destas. Foram realizados andlises em condi¢cdes analiticas destas fracdes
coletadas na separacdo preparativa. Felizmente, na CLAE analitica a fracdo AMS2
se mostrou como uma banda sugerindo se tratar de um Unico composto agora
denominado substancia AMS2. Usando como fase movel ACN/H,O 85:15, com
vazdo de 1,0 mL/min e deteccdo 225 nm, em uma coluna C;g THERMOHypersil®
15,0 x 0,46 cm, particula de 5 um, AMS2 apresentou tempo de retencdo de 8,5

minutos, figura 36.
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Figura 36: Cromatograma analitico do composto isolado AMS2 das sementes de Annona
muricata. Condicdes de anélise: coluna C,s THERMOHypersil® 15,0 x 0,46 cm, particula de 5 um,
fase movel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detecgéo 225 nm

Sob as mesmas condicdes analiticas usadas para verificar o grau de pureza
do AMS2 a fracdo AMS3 apareceu também como uma banda fina sugerindo também
se tratar de um uUnico composto agora denominado substancia AMS3, figura 37,

nessas condicbes AMS3 apresentou tempo de retencéo de 9,5 minutos.

80

70 A

60

50

40

mABS

30

20

104

710IIIIIIIIIII
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (min)

Figura 37: Cromatograma analitico do composto isolado AMS3 das sementes de Annona
muricata. Condi¢cdes de andlise: coluna Cyg THERMOHypersiI® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pum,
fase movel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detecgdo 225 nm
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5.3.2. CLAE Preparativa do extrato bruto etandlico das sementes de A.

squamosa

O extrato bruto etandlico das sementes de Annona squamosa foi submetido
ao isolamento de seus compostos empregando como fase movel ACN/H,0 85:15 v/v
e vazao de 10,0 mL/min. A deteccgéo foi acompanhada pelo detector de UV em 225
nm, coluna C;3 SHIMADZU Shim Pack 25,0 X 2,0 cm. Em cada analise foram

injetadas amostras na concentracdo de 100 mg/500 pL.
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Figura 38: Exemplo da separacdo preparativa de amostras do extrato bruto em etanol das
sementes de Annona squamosa, coluna C;g3 SHIMADZU Shim Pack 25 X 2,0 cm, fase mdvel
ACN/H,0 85:15, vazado de 10,0 mL/min, detec¢ao 225 nm

Na CLAE preparativa do extrato bruto em etanol das sementes de Annona
squamosa, figura 38, mostra a possibilidade de se obter véarias fracdes de facil
isolamento. Cinco fragdes foram coletadas: ASS2A (tg~ 13 min), ASS2B (tg~ 16 min),
ASS2C (tg~ 19 min), ASSX (tr~ 26 min), ASS3 (tr~ 31 min).

Os compostos que eluiram entre no CLAE preparativo entre 13 e 18 minutos
de analise sdo os mesmos que eluem no CLAE analitico entre 3 e 5 minutos,
presentes apenas nesta espécie. Destes, trés apresentaram condicdes de
isolamento.

Foram realizados analises em condigbes analiticas da fragdo ASS2A
coletadas na separacdo preparativa. Na CLAE analitica a fragdo ASS2A se mostrou
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como uma banda fina sugerindo se tratar de um Unico composto agora denominado
substancia ASS2A. Usando como fase movel ACN/H,O 85:15, com vazéao de 1,0
mL/min e deteccdo 225 nm, em uma coluna Cig THERMOHypersil® 15,0 x 0,46 cm,

particula de 5 um, ASS2A apresentou tempo de retencdo de 4,5 minutos, figura 39.
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Figura 39: Cromatograma analitico do composto isolado ASS2A das sementes de Annona
squamosa. Condicdes de andlise: coluna C;3 THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pm,
fase mdvel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detec¢gédo 225 nm

Na CLAE analitica a fracdo ASS2B se mostrou como uma banda fina
sugerindo se tratar de um Unico composto agora denominado substancia ASS2B.
Usando como fase moével ACN/H,0O 85:15, com vazéo de 1,0 mL/min e detecgdo 225
nm, em uma coluna Cig THERMOHypersil® 15,0 x 0,46 cm, particula de 5 pm,

ASS2B apresentou tempo de retencdo de 5,0 minutos, figura 40.
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Figura 40: Cromatograma analitico do composto isolado ASS2B das sementes de Annona
squamosa. Condicdes de andlise: coluna C;3 THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pm,
fase mével ACN/H,0 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detecgéo 225 nm

Sob as mesmas condi¢Bes analiticas descritas para ASS2A e ASS2B, a fracédo
ASS2C (tr~5,5) também se mostra como uma banda fina, sugerindo se tratar de uma

substancia pura, agora denominada substancia ASS2C, figura 41.
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Figura 41: Cromatograma analitico do composto isolado ASS2C das sementes de Annona
squamosa. Condic8es de analise: coluna Cyg THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pm,
fase mdvel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detec¢édo 225 nm

Infelizmente, o CLAE analitico da fracdo ASSX mostrou-se tratar da mistura de
pelo menos duas substancias, figura 42. Esta mistura foi guardada para futura
tentativa de purificagéo.
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Figura 42: Cromatograma analitico do composto isolado ASSX das sementes de Annona
squamosa. Condicdes de andlise: coluna C;3 THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pm,
fase mdvel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detec¢édo 225 nm

A fracdo ASS3, a mais abundante no extrato, quando analisada em CLAE

analitico usando as mesmas condi¢des supracitadas também se apresentou como
uma banda fina, sugerindo tratar-se de uma Unica substéancia, agora denominada
substancia ASS3.
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Figura 43: Cromatograma analitico do composto isolado ASS3 das sementes de Annona
squamosa. Condicdes de andlise: coluna C;3 THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm, particula de 5 pm,
fase movel ACN/H,O 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detecgédo 225 nm
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5.4. TRIANGULO DE OTIMIZACAO SISTEMATICA NO MODO REVERSO

Como um dos objetivos do trabalho é a formulagdo de um bioinseticida a partir
das sementes de A. muricata e de A. squamosa, faz-se necessario isolar,
caracterizar e quantificar os compostos presentes no extrato vegetal. Para diferenciar
0s extratos brutos etandlicos destas duas espécies é necessario eleger um ou mais
dos compostos da mistura como “marcador’ do extrato. Para ser eleito como
composto marcador a substancia deve ser de facil separacéo, caracterizacao e ser
abundante.

A substancia denominada ASS3 isolada nas sementes de A. squamosa foi o
primeiro marcador escolhido. Como pode ser visto no cromatograma do extrato bruto
etanolico, figura 34, a banda mais intensa que se refere ao composto ASS3 (tr~7,0)
pode ter sua resolucdo melhorada.

Foi decidido que o parametro a ser utilizado para se obter uma melhor
resolucdo da banda ASS3 seria a mudanca na composicdo da fase movel baseado
no triangulo de otimizacdo de solventes, figura 23 (Snyder, 1997). S&o trés as
propriedades do solvente que afetam a seletividade em cromatografia liquida no
modo reverso: acidez, basicidade e polaridade. Este modelo de otimizacdo para se
obter uma composicdo de fase movel ideal, em cromatografia de fase reversa,
propde o uso de trés solventes para que se consiga a seletividade desejada entre
duas bandas. Sao eles metanol, acetonitrila e tetraidrofurano.

O primeiro passo foi integrar a fase movel que vinha sendo utilizada, ACN/H,O
85:15, ao triangulo de otimizacdo no modo reverso, visto que esta combinacdo
resultou em uma boa separacgdo. Isto se fez necesséario porque esta mistura ainda
ndo é seletiva para a banda ASS3, composto escolhido para ser o marcador no
extrato bruto etandlico da A. squamosa, que se deseja quantificar.

Com o auxilio do nomdgrafo para fase reversa podemos escolher duas outras
combinaces binarias de solventes, com forga similar, para comporem a fase mével.
No caso de uma mistura ACN/H,O 85:15 tem forca similar as misturas MeOH/H,O
88:12 e THF/H,0 63:37, figura 44.

58

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Resultados e Discussdo

1
1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 ' 90 100 850/
(}
ACNIH0 F——F——+——
1
0 20 40 60 80 ! 100
! 88%
| | | [ | l | | | |
MeOH/H20 |—j T ] ] ] ] ] 1
1
0 10 20 30 40 50 60 : 70 80 90 100

THEM,O| T | | | B | | | | 63%
| I | | ! . T T T |
1

Figura 44: Nomaografo para modo reverso de eluicdo, com ajuste de forga para os trés
solventes usados em CFR: ACN (85%), MeOH (88%) e THF (63%)

Estas trés misturas de solventes (ACN/H,O 85:15; MeOH/H,O 88:12 e
THF/H,0 63:37) formaram os vértices do triangulo de otimizacdo no modo reverso
para o extrato bruto etandlico da semente de A. squamosa, figura 45. Com os trés
vértices do triangulo de otimizacdo definidos, diversas composi¢cdes de fase movel,

dentro de sua area, puderam ser exploradas utilizando um, dois ou os trés solventes.

85:15 ACN/H,O

88:12 MeOH/H0 63:37 THF/H,0

Figura 45: Tridngulo de otimizac&o sistematica para o composto ASS3 no extrato bruto

etandlico das sementes de A. squamosa
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Uma mudanca brusca de seletividade € conseguida quando se altera a fase
movel de um apice para o outro apice do triangulo. Mudancas intermediarias séo
conseguidas com pequenas variagdes, isto facilita bastante a escolha dos solventes
para compor a fase moével de maior seletividade para a separagdo do composto
desejado.

Inicialmente foi tentada uma mudanca brusca de seletividade passando de um
vértice (ACN/H,O 85:15) para o outro (MeOH/H,O 88:12 v/v) do triangulo de
otimizacdo. O cromatograma do extrato bruto etandlico das sementes de Annona
squamosa foi analisado usando como fase movel MeOH/H,0O 88:12 v/v e vazéo de
1,0 mL/min. A deteccéo foi acompanhada pelo detector de UV em 225 nm, coluna
analitica Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de 3um. Em cada analise
foram injetadas aliquotas de 20uL de amostras com concentracdo de 10,0 mg/mL.
Nota-se nesta analise; cromatograma B da Figura, a sobreposicédo de bandas antes

ja separadas com a composicdo ACN/H,0O 85:15; cromatograma A da Figura 46.
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Figura 46: Exemplo da separagéo analitica de amostra do extrato bruto etandlico das sementes
de Annona squamosa, coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de 3um, vazéo de
1,0 mL/min, deteccédo 225 nm. Fase Mével: (A) ACN/H,O 85:15, (B) MeOH/H,O 88:12

Das 25 misturas de solventes testadas as misturas correspondentes aos
pontos 6, 19, 20, 21, 22 e 23, figura 47, foram as que apresentaram a melhor
seletividade para o isolamento do composto ASS3 do extrato bruto etandlico da

semente de A. squamosa.
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Ponto | Composigdo da fase movel (%)
1 74:11:15 ACNIMeOHH,O
85:15 ACNH,0 2 64:22:14 ACN/IMeOHH,0
3 43:44:13 ACNIMeOH/H,0
4 32:55:13 ACNIMeOHH,O
5 26:61:13 ACNIMeOHH,O
6 21:66:13 ACN'MeOH/H,O
7 11:77:12 ACNMeOHH,0
8 66:16:18 MeOH THF/H,0
9 44:32:24 NeOHTHF/H,O
10 22: 47:31 MeOHITHFRH0
1 21: 47:32 ACN'THF/H,O
12 42:32:26 ACNITHF/H,O
13 64:16:20 ACNITHF/H,0
14 74:8:18 ACN'THF/H,0
15 64:11:8:17 ACN'MeOH'THF/H,O
16 42:22:16:20 ACN/MeOHTHF/H,O
17 21:22:32:25 ACNIMeOHTHF/H,0
18 21:33:24:22 ACNIMeOHTHF/H,0
19 21:44:16:19 ACNIMeOH/ THF/H,O
20 11:66:8:15 ACN/MeOH/THFH,O
21 13:66:6:15 ACN/MeOHTHF/H,O
. 2 16:66:4: 14 ACN/MeOHTHF/H,O
8812 MeOHH,0 63:37 THF/H,O 23 19:66:2:13 ACN/MeOH/ THF/H,O

Figura 47: Triangulo de otimizagado sistematica, no modo reverso de elui¢cdo, para separacédo de
acetogeninas.

A sequéncia na qual a misturas de solventes foi testadas para escolha da fase
movel para separacdo do composto escolhido como o “marcador” para o extrato
bruto etandlico da A squamosa, seguem a mesma ordem em gque sdo apresentadas
na tabela da figura 47. Dos pontos que formam o triangulo menor, em vermelho na
figura 47, aonde um dos vértices € MeOH/H,0 88:12 e os outros dois vértices sdo 0s
pontos 6 (ACN/MeOH/H,0 21:66:13) e 8 (MeOH/THF/H,O 66:16:18), 0os pontos 6
ACN/MeOH/H,O  21:66:13; 22 (ACN/MeOH/THF/H,O 16:66:4:14) e 23
(ACN/MeOH/THF/H,0 19:66:2:13) foram os de maior seletividade para o isolamento
e quantificacdo da substancia denominada ASS3, composto marcador do extrato

etanolico das sementes de A. squamosa.
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Abaixo sdo mostrados os cromatogramas obtidos com as trés fases moveis
consideradas como as de melhor seletividade para quantificar ASS3, os pontos 6
ACN/MeOH/H,0 21:66:13 figura 48; 23 (ACN/MeOH/THF/H,0 19:66:2:13) figura 49
e a escolhida como a fase ideal para quantificar a substancia denominada ASS3 no
extrato bruto da A. squamosa 22 (ACN/MeOH/THF/H,O 16:66:4:14) figura 50 do
triangulo de otimizac&do da mistura de solventes, figura 47.

As andlises foram executadas empregando uma vazao de 1,0 mL/min, coluna
Cis Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de 3um, detec¢cdo no comprimento
de onda de 225 nm. Foram injetadas amostras de 20 uL com concentracdo de 10

mg/mL.
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Figura 48: Exemplo da separacao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona squamosa, coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de 3um, fase
movel ACN/MeOH/H20 21:66:13, vazédo de 1,0 mL/min, detec¢ao 225 nm
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Figura 49: Exemplo da separacéo analitica de amostra do extrato bruto Extrato bruto em etanol
das sementes de Annona squamosa, coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de
3um, fase mével ACN/MeOH/THF/H,O 19:66:2:13, vazéo de 1,0 mL/min, detec¢do 225 nm

62

Milena Duarte Lima - Perfil cromatografico dos extratos brutos das sementes de A. muricatal. e A. squamosa L.
através da CLAE (2007)



Resultados e Discussdo

400

300

200

mABS

100

T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

tempo(min)

Figura 50: Exemplo da separacao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona squamosa, coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de 3um, fase
movel ACN/MeOH/THF/H,0 16:66:4:14, vazao de 1,0 mL/min, detec¢do 225 nm

Abaixo esta demonstrado o cromatograma do composto ASS3 (tg~8 min)
com a fase maovel inicial ACN/H,O 85:15 figura 51, onde se observa uma banda bem
definida, sugerindo que o composto esta puro. Como a amostra foi solubilizada em
metanol apareceu uma banda intensa em torno de 2 minutos referente a este

solvente, juntamente com tempo morto da coluna.
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Figura 51: Cromatograma analitico do composto isolado ASS3 das sementes de Annona
squamosa. Condi¢cdes de andlise: coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de
3um, fase mével ACN/H,0 85:15, vaz&o de 1,0 mL/min, deteccdo 225 nm

Quando esta mesma amostra supracitada foi submetida a uma nova anélise,
agora com a nova composicao de fase mével encontrada no tridangulo de otimizag&o

de solventes, a banda do composto ASS3 se apresentou impura, como € visto na
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figura 52. Nesta figura também pode ser visto duas bandas de menor intensidade
por volta de 2 minutos de andlise. Isto é justificado pelo fato da fase moével ter em
sua composicdo 66% de metanol que também o solvente em que a amostra foi

solubilizada.
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Figura 52: Cromatograma analitico do composto isolado ASS3 das sementes de Annona
squamosa. Condi¢cdes de andlise: coluna C;g Shimadzu ShimPack 15 x 0,46 cm, particula de
3um, fase mével ACN/MeOH/THF/H,O 16:66:4:14, vaz&o de 1,0 mL/min, detec¢do 225 nm

Estabelecida a composicdo do eluente ideal para a quantificacdo do
composto ASS3 nas analises do extrato bruto etandlico da semente de A. squamosa,
a proxima etapa deste trabalho serd a padronizacdo deste extrato bruto via

guantificacdo por padrao externo e por adicdo de padréo.
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5.5. IDENTIFICACAO DO COMPOSTO ISOLADO ASS3 DA SEMENTE DE
ANNONA SQUAMOSA

O composto ASS3 possui aspecto de cera e apresenta coloracéo branca. Ele
foi detectado no CLAE por um detector DAD (diodo array detector) em 225 nm. A
figura 53 localiza ASS3 no cromatograma do extrato bruto etandlico da semente de

A. squamosa.
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o 2 42 & & B 12
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Figura 53: Exemplo da separacao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona squamosa, fase mével ACN/H20 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detec¢cdo 225 nm,
coluna C18 THERMOHypersil® 15 x 0,46 cm

A analise do espectro de infravermelho obtido em pastilha de KBr mostrou
uma banda de absorcdo em 3416 cm™ sugerindo a presenca de grupo hidroxila na
molécula. As absorcées em 2923 cm™ e 2853 cm™ indicam a presenca de ligagéo H-
Csp®. O espectro de IV mostra ainda um pico intenso em 1755 cm™ indicando a

presenca de um grupo carbonilico de uma y-lactona o,f- insaturada.
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File # 1 = ASS3 Mode = 2 (Mid-IR) 29/08/06 17:34

Sample Description: ass3-milena-18-08-06

Scans = 24 Res=4cm-1 21 scans/min Apod = Cosine
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Figura 54: espectro de infravermelho do composto ASS3, obtido em pastilha de KBr

O espectro de massa do composto ASS3, marcador escolhido para o extrato
em etanol das sementes de A. squamosa, obtido pela técnica de APCI no modo
positivo de ionizacg&o, indicou a massa molecular de 622 u, através do ion [M+H'] m/z
623. No espectro de *C foi constatada a presenca de 37 atomos de carbono. Das
diversas combinacdes possiveis entre atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio,
essa massa molecular 622u sugere a seguinte combinagcéo de dtomos C37HegsO7

A presenca de uma y-lactona o,f- insaturada, estrutura figura 55, pode ser
confirmada pelos sinais apresentados do espectro de RMN de *H e **C mostrados

abaixo.

RMN 1H (400 MHz) § = H3-Cx1,4 (3H, d, J=6.8):H,-Cg 2,25(2H, tt, J=7.7,
1.4 Hz); H-C¢ 4,99 (1H, qg, J=1.5); H-Cp 6,99(1H, g, J=1.4)

R4

H RMN 3C (100 MHz) § = C£173,93;Cp148,94; C£134,25; Cc 77,42; Cg
25,14; C19,20

Figura 55: y-lactona a,p- insaturada mostrando os sinais de 'H e *C RMN

Abaixo na figura 56, € mostrado uma seqiéncia de cinco quadros sendo o

primeiro com o espectro de *H RMN do composto ASS3 e quatro com ampliacdes
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deste espectro mostrando as regifes assinaladas como sendo os sinais dos

hidrogénios da y-lactona a,3- insaturada, mostrada na figura 55.

SpinWorks 2.5:  ASS 3 em CDCI3 (Milena)

7 T T T T 7 T T T T T T T T T T T T T T
5.6 52 4.8 4.4 4.0 36 32 28 24 20 16 12 0.8 04 -0.0

e tings\D S 2011.06\M1d et <zg> req. of O ppnt 400.200000 VHz
processed size: 32768 complex poinis
LB: 0000 GB: 0.0000

Figura 56: Ampliacdes do espectro de '"H RMN do composto ASS3
A figura 57 mostra o espectro de **C de RMN do composto ASS3.
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SpinWorks 2.5:  ASS 3 em CDCI3 (Milena)
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Figura 57: Espectro de RMN de *C do composto ASS3

A comparacdo dos dados espectrométricos *H e *C RMN obtidos para o
composto marcador ASS3, tabela A, com os dados estabelecidos para a
acetogenina esquamocina A (39) figura 58, (Rupprecht; Hui; McLaughlin, 1990),

também denominada anonina I, indicam que se trata da mesma acetogenina.

(39)
Figura 58: Esquamocina A ou Anonina |
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ASS3 ESQUAMOCINA A
Carbono §°C 8 'H [n°de H, §1°C & 'H [n° de H,
multiplicidade, J (Hz)] multiplicidade, J (Hz)]
1 173,93 - 173,93 -
2 134,25 - 134,31 .
3 2514 2,25 (2H, tt, J=7.7, 1.4 Hz) 2518 2,21 (2H, tt, J=7.7, 1.4 Hz)
4-14 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 — 1.90 (50H, m)
15 7419  3,35-3,42 (1H, m) 74,09 3,33 (1H, dt, J=11, 7.5)
16b 83,38 3,76 — 3,96 (5H, m) 83,36 3,76 (m)
17 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 - 1.90 (50H, m)
18 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 - 1.90 (50H, m)
19 82,84 3,76 — 3,96 (5H, m) 82,85
20 82,56 82,55 3,86 (2H, m)
21 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 - 1.90 (50H, m)
22 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 - 1.90 (50H, m)
23 82,17 3,76 — 3,96 (5H, m) 82,15 3,76 (m)
24 71,37 71,51 3,76 (m)
25-27 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 - 1.90 (50H, m)
28 71,68 3,54 —3,62 (1H, m) 71,60 3,52 (1H, m)
29-33
34 1,19 — 2,02 (50H, m) 1.20 — 1.90 (50H, m)
14,09 0,87 (3H,t,J=7) 14,08 0,83 (3H, t, J=7)
35 148,94  6,99(1H,q, J=1.4) 148,97 6,96(1H,q, J=1.4)
36 77,42 4,99 (1H, qq, J=1.5) 77,35 4,95 (1H, qq, J= 6.8; 1.4)
37 19,20 1,4 (3H, d, J=6.8) 19,21 1,36 (3H, d, J=6.8)

Tabela A: Dados espectroscépicos de RMN da substancia ASS3 e do composto Esquamocina

A.
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5.6. IDENTIFICACAO DO COMPOSTO ISOLADO AMS2 DA SEMENTE DE
ANNONA MURICATA

O composto AMS2 possui aspecto de cera e apresenta coloragao branca. Ele
foi detectado no CLAE por um detector DAD (diodo array detector) em 225 nm. A
figura 59 localiza AMS2 no cromatograma do extrato bruto etandlico da semente de
A. muricata.

O espectro de massa do composto AMS2, marcador escolhido para o extrato
etanolico das sementes de A. muricata, obtido pela técnica de APCI no modo positivo
de ionizagéo, indicou a massa molecular de 596u, através do ion [M+H'] m/z 597. No
espectro de C foi constatada a presenca de 35 atomos de carbono. Das diversas
combinacdes possiveis entre &tomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, essa massa

molecular 596u sugere a seguinte combina¢éo de atomos CszsHesO7
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Figura 59: Exemplo da separa¢ao analitica de amostra do extrato bruto em etanol das sementes
de Annona muricata, fase mével ACN/H,0 85:15, vazdo de 1,0 mL/min, detecg¢do 225 nm, coluna
Cis THERMOHypersiI® 15x 0,46 cm

A andlise do espectro de infravermelho obtido em pastilha de KBr mostrou
uma banda de absorcdo em 3484 cm™ sugerindo a presenca de um grupo hidroxila
na molécula. As absorcées em 2924 cm™ e 2853 cm™ indicam a presenca de ligacdo
hidrogénio-carbono alifatica. O espectro de IV mostra ainda um pico intenso em 1732

cm™ indicando a presenca de um grupo carbonilico de uma y-lactona a.,p- insaturada.
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File # 1 : AMS2 Mode = 2 (Mid-IR) 29/08/06 17:15

Sample Description: ams2- milena- 29-08-06

Scans = 24 Res=4cm-1 21 scans/min Apod = Cosine
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Figura 60: espectro de infravermelho do composto AMS2, obtido em pastilha de KBr

A presenca de uma y-lactona a,B- insaturada figura 61, pode ser confirmada
pelos sinais apresentados do espectro de RMN de *H e *C mostrados abaixo.

RMN H (400 MHz) & = H3-Cx1.42 (3H,d, J= 6,76 Hz);H,-Cg 2,40 (1H,
dddd, J=14,9; 8; 1; 0,5 Hz - Ha); 2,50 (1H, dd, j= 14; 3,7 Hz - Hb); H-C
P\~ : R4 5,06 (1H, dq, J=6,7; 1,4 Hz); H-Cp 7,20 (1H, d, J= 1,2 Hz)

O

E

RMN 3C (100 MHz) & = C£173,74;Cp151,97; C¢131,1; Cc 78,01; Cp
22,68; Cal19,07

Figura 61: y-lactona a.B- insaturada mostrando os sinais de 'H e 3¢ RMN

Abaixo na figura 62, € mostrado uma sequéncia de seis quadros sendo o
primeiro com o espectro de *H RMN do composto AMS2 e cinco com ampliacdes
deste espectro mostrando as regifes assinaladas como sendo os sinais dos

hidrogénios da y-lactona a,- insaturada, mostrada na figura 61.
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SpinWorks 2.5: AMS-2
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it 8275.15 Hz = 20.684894 ppm = 0,126314 Helpt
I ans: 48

Figura 62: Ampliagdes do espectro de ‘H RMN do composto AMS2
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A figura 63 mostra o espectro de **C de RMN do composto AMS?2.

SpinWorks 2.5:  AMS-2
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processed size: 32768 complex points
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365918 Helpt

Figura 63: Espectro de RMN de *C do composto AMS2

A comparacdo dos dados espectrométricos de *H e **C RMN, obtidos para o
composto marcador AMS2, tabela B, com os dados estabelecidos para a
acetogenina Anonacina (41) figura 64, (Rupprecht; Hui; McLaughlin, 1990), sugere

gue se tratam do mesmo composto.

(41)

Figura 64: Anonacina
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AMS2 ANONACINA
Carbono 8 °C & 'H [n° de H, §°C & 'H [n° de H,
multiplicidade, J (Hz)] multiplicidade, J (Hz)]
1 173,74 - 174,6 -
2 131,1 -- 131,1 -
22,68 2,40 (1H, dddd, J=14,9; 8; 22,38 2.38 (1H, dddd, J=14, 8, 1,
1;0,5 - H4) 0.5-Ha,)
3
2,50 (1H, dd, j= 14; 3,7 — 2.51 (1H, dddd, J= 14; 3.4,
Hy) 0.5, 0.5 — Hp)
4 69,8 3.80 (1H,tt, j=6) 69,8 3.81 (1H,tt, J=8, 4.5)
5-9 1,2-1,7 (m), 1.2-1.7 (m),
10 71,6 3,58 (1H,m) 71,6 3.56 (1H,m)
11-14 1,2-1,7 (m) 1.2-1.7 (m)
15 74,14 3,40 (2H, dt, J=11, 5.8) 73,9 3.38 (2H, dt, J=11.6, 5.8)
1o 82,6 3,70 (2H, dt, J=11,7) 82,6 3.77 (2H, dt, J= 11.6, 6.9)
17-18 1,64 (m) 1.67 e 1.97 (m)
19 82,7 3,70 (2H, dt, J=11, 7) 82,7 3.77 (2H, dt, J= 11.6, 6.9)
20 74,02 3,40 (2H, dt, J= 11, 5.8) 74,1 3.38 (2H, dt, J= 11.6, 5.8)
21-31 1,2-1,7 (m) 1.2-1.7 (m)
32 141 0,87 (3H,1,J=6.9) 14,1 0.85(3H, t,J=6.9)
33 151,97 7,20 (1H, d, J=1,2) 151,8 7.16 (1H,d, J=1.4,0.5)
34 78,01 5,06 (1H, dg, J= 6,7; 1,4) 77,9 5.04 (1H, dg, J= 6.8; 1.4)
35 19,07 1.42 (2H,d, J= 6,76 Hz) 19,0 1.40 (3H,d, J= 6.8)

Tabela B : Dados espectroscopicos de RMN da substéncia AMS2 e do composto anonacina.
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5.7. BIOENSAIO LARVICIDA

Os testes frente as larvas do mosquito Aedes aegypti demonstrou o poder
larvicida das espécies de Annona estudadas. O extrato bruto em etanol das
sementes de Annona squamosa e Annona muricata e as folhas de Annona muricata
promoveram a morte das larvas em 100% na concentracdo de 50 ppm. Uma
curiosidade foi a fraca acdo do extrato bruto em etanol das folhas de Annona
squamosa onde foi constatada a morte de apenas 10% das larvas do Aedes aegypti

também na concentracéo de 50 ppm.

Planta % Atividade
Annona muricata Folha 100%
Annona muricata Semente 100%
Annona squamosa Folha 10%

Annona squamosa Semente 100%

Tabela C: Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti a 50 ppm

As DLso para 0s extratos brutos etandlicos das espécies mostradas na tabela

C, com excecéo das folhas de A. squamosa, foram calculadas, figura 65.

10+

%
Letalidade

o N B O
P

DLs 50

Figura 65: DLsgdas espécies (1) Annona muricata folha, (2) Annona muricata semente, (3)

Annona squamosa semente, (4) rotenona.
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Os resultados dos testes larvicidas com os extratos brutos etandlicos da
A. muricata e A. squamosa estdo de acordo com o esperado. Isto ocorre porque
segundo Rupprecht e col. as acetogeninas bis-THF adjacente, como a ASS3
(esquamocina A) composto marcador da semente da A. squamosa, Sdo0 mais
citotoxicas do que a mono-THF, como o composto marcador da A muricata AMS2
(anonacina). A baixa atividade larvicida do extrato da folha da A. squamosa é
indicativo que ela € pobre em acetogeninas ou de auséncia de acetogeninas bis-
THF.
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Capitulo

6 CONCLUSOES

Através das analises em CLAE por gradiente foi possivel obter o perfil
cromatogréfico inicial das espécies Annona muricata e Annona squamosa. Foi
observada uma grande similaridade entre os extratos etanélicos brutos das sementes
das Annonas, podendo estas espeécies possuir compostos de natureza em comum.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia mostrou ser uma técnica eficaz na
separacdo de acetogeninas contidas no extrato bruto etandlico destas espécies,
principalmente quando comparada com a Cromatografia Liquida Classica, onde esta
separacéao dificilmente era conseguida. A CLAE em escala preparativa possibilitou o
isolamento de dois compostos das sementes de A. muricata e cinco compostos das
sementes de A. squamosa diretamente do extrato bruto.

Neste trabalho foi apresentada a estrutura quimica de dois dos sete
compostos isolados. Esquamocina A, uma acetogenina bis-THF isolada das
sementes de A. squamosa, e Anonacina, acetogenina mono-THF isolada das
sementes de A. muricata. Estas duas acetogeninas serdo 0os compostos marcadores
no extrato vegetal em que foi obtida, visando posteriormente seu controle de
qualidade. As outras cinco substancias estdo em fase de elucidacéo.

Uma nova composicao de fase movel foi estabelecida através do triangulo de
seletividade de solventes, onde diversas combinacfes de fases moveis foram
testadas para o composto Esquamocina A. A melhor seletividade para esta banda foi
conseguida com a composicdo ACN/MeOH/THF/H,O 16:66:4:14 v/v, esta agora
mais especifica para o composto marcador ASS3.

Os extratos etanodlicos brutos das sementes de A. muricata e A. squamosa
foram ativos contra as larvas do Aedes aegypti, sendo o extrato da semente de A.

squamosa mais efetivo.
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