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RESUMO

PAES, Marina Meirelles Paes; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Marco, 2016. Potencial da bioatividade de espécies da familia
Annonaceae e investigacdo do efeito antineoplasico das acetogeninas isoladas
de Annona dioica. Professor orientador: Prof. Milton Masahiko Kanashiro.

Professor co-orientador: Profa. Maria Raquel Garcia Vega.

As acetogeninas (ACGs), uma importante classe de substancias encontradas
exclusivamente na familia Annonaceae, vem sendo estudada nos ultimos anos
como moléculas promissoras dos prototipos de agentes antitumorais. Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo a avaliacdo da atividade antineoplasica
nas linhagens U-937 e THP-1 das fracdes das espécies de Annonaceae
Annona dioica (raizes), A. acutiflora (folhas) e A. dolabripetala (folhas) e, a
identificacdo e avaliacdo da atividade antineoplasica nas linhagens U-937,
THP-1, COLO 205 e NCI-H460 das ACGs citotoxicas isoladas (motrilina,
esquamocina, annonacina, isoannonacina, cherimolina-1, isocherimolina-1,
paraguaina e paraguaina acetilada) da fracdo em cloroférmio das raizes de A.
dioica, assim como, a investigacdo do mecanismo de morte celular induzido
pelas mesmas na linhagem U-937. O isolamento destas substancias foi
realizado por cromatografia em coluna sob pressdo normal. A determinacdo
estrutural das substancias isoladas foi feita com base nos dados
espectroscopicos de RMN *H e *C, incluindo experimentos bidimensionais (*H-
'H-COSY, HSQC), espectrometria de massas e comparacdo com dados de
literatura. O ensaio de viabilidade por MTT mostrou que as fragbes CHCI; e
AcOEt de A. dioica, e as fragbes hexanica, CHCl; e MeOH de A. acutiflora
foram capazes de diminuir expressivamente a viabilidade da linhagem U-937.
Além disso, mostrou o grande potencial citotdxico das substancias: a bis-THF
adjacente esquamocina (ICsp = 6,39+1,12 pmol/L, U-937; IC5y = 8,48%1,10
pmol/L, THP-1), mono-THF annonacina (ICsp = 6,00+1,11 pmol/L, U-937; ICso =
6,22+1,11 pmol/L, THP-1), bis-THF n&o adjacente cherimolina-1 (ICso =
6,09+1,11 umol/L, U-937; ICso = 10,07£1,19 pmol/L, THP-1) e a bis-THF
adjacente paraguaina (ICsp = 2,30%£1,22 pmol/L, U-937; IC5, = 3,63%+1,21
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pmol/L, THP-1; I1Cso = 6,61+1,18 pmol/L, NCI-H460). No geral, as ACGs
exibiram um bom indice de seletividade por serem mais ativas nas células
neoplasicas do que nas células mononucleares do sangue periférico (PBMC).
Também foi investigado a confirmacdo da apoptose induzida pelas
substancias, desmostrado pela dupla marcacdo com Anexina-FITC e lodeto de
Propidio (IP), andlise do ciclo celular (sub-G1l) e perda do potencial de
membrana mitocondrial, por todas as ACGs, particularmente, melhor inferida
pela paraguaina em razdo do seu substancial potencial farmacologico e,
excegao a motrilina que induziu alteragdes de pequena magnitude. Na
avaliacdo da atividade da paraguaina, foi possivel observar a ativacdo de
caspase-3 e -9 apds 7 horas de tratamento. Em sintese, os resultados apontam
o potencial de ACGs pertencentes a trés diferentes grupos de esqueletos
basicos aqui abordados (mono-THF, bis-THF adjacentes, e bis-THF né&o

adjacentes) como promissores agentes antineoplasicos.

Palavras-chave: Annonaceae, acetogeninas, citotoxidade, apoptose.



ABSTRACT

PAES, Marina Meirelles Paes; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. March, 2016. Bioactivity potential of Annonaceae family and
investigation of the antineoplastic effect of acetogenins isolated of Annona
dioica. Prof. advisor: Prof. Milton Masahiko Kanashiro. Professor co-advisor:

Profa. Maria Raquel Garcia Vega.

Acetogenins (ACGs), an important class of compounds found exclusively in the
Annonaceae family, has been studied in recent years as a promising prototype
molecules of antitumor agents. Thus, this study aimed to evaluate the activity of
antineoplastic in the U-937 and THP-1 strains fractions of the Annonaceae
species Annona dioica (roots), A. acutiflora (leaves) and A. dolabripetala
(leaves) and the identification and evaluation of antineoplastic activity in U-937,
THP-1, COLO 205 and NCI-H460 line cells of the ACGs isolated in chloroform
fraction roots of A. dioica (motrilina, esquamocina, annonacina, isoannonacina,
cherimolina-1, isocherimolina -1 paraguaina and acetylated paraguaina), as
well as to investigate the mechanism of cell death induced by U-937. The
isolation of these substances was performed by column chromatography under
normal pressure. The structural determination of individual compounds was
made based on spectroscopic data of H and *C NMR, including two-
dimensional experiments (1H-1H-COSY, HSQC), mass spectrometry and
comparison with the literature data. The MTT viability assay showed that CHCl3
and EtOAc of A. dioica fractions, and hexane, CHCIl; and MeOH A. acutiflora
fractions were able to significantly decrease the viability of the U-937 line.
Moreover, it showed the great potential of cytotoxic substances: bis-THF
adjacent esquamocin (ICso = 6,39+1,12 umol/L, U-937; ICso = 8,48+1,10 umol/L,
THP-1), mono-THF annonacin (ICsp = 6,00+1,11 pmol/L, U-937; ICsy =
6,22+1,11 pmol/L, THP-1), bis-THF non-adjacent cherimolin-1 (IC5o = 6,09+1,11
pmol/L, U-937; 1Csy = 10,07+1,19 umol/L, THP-1) and bis-THF adjacent
paraguaina (ICsp = 2,30+1,22 pmol/L, U-937; ICso = 3,63+1,21 pmol/L, THP-1;
ICs0 = 6,61£1,18 pmol/L, NCI-H460). In general, the ACGs exhibited a good

selectivity index to be more actives for neoplastic cells to peripheral blood



mononuclear cells (PBMC). Also investigated the apoptosis confirmation
activated by substances by double staining with Annexin-FITC and Propidium
lodide (PI), cell cycle analysis (sub-G1) and loss of mitochondrial membrane
potential, for all ACGs patrticularly better inferred by paraguaina because of their
substantial pharmacological potential and motrilin exception to that induced a
magnitude of changes. In the evaluation of the paraguaina activity, we observed
the activation of caspase-3 and -9 after 7 hours of treatment. In summary, the
results indicate the potential of ACGs belonging to three different groups of
basic skeletons covered here (mono-THF, THF bis-adjacent and non-adjacent
bis-THF) as promising antineoplastic agents.

Key-words: Annonaceae, acetogenins, cytotoxic, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

A magnitude da diversidade vegetal mundial € atualmente estimada em
cerca de 500.000 espécies (SIMOES et al., 2007). Essa fantastica variedade de
espécies botanicas e por consequéncia a complexidade de metabdlitos
secundérios produzidos pelas mesmas, é um desafio a ser explorado. Neste
ponto, o Reino Vegetal tem sido pragmatico, principalmente quando se
relacionam estas moléculas, melhor conceituadas pelo professor Gottlieb de
metabolitos especiais, como sendo substancias com elevado potencial
medicinal Gtil ao tratamento de doencgas que acometem 0s seres humanos.

A rigor, no inicio do século XIX, com desenvolvimento da quimica
farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de novos medicamentos. De fato, os
produtos naturais estdo envolvidos no desenvolvimento de 44% de todos os
novos farmacos (CRAGG et al., 1997). Isto reforca o interesse das industrias
farmacéuticas pela busca de substancias, especialmente nas florestas
tropicais, onde se concentra grande parte da biodiversidade e, principalmente
no Brasil, onde a grande maioria das espécies continua sem qualquer estudo
quimico ou biolégico (PINTO et al., 2002).

Com restrita atencdo a terapia antineoplasica, a busca por
medicamentos anticancerigenos tem aumentado com vistas a se encontrar
tratamentos mais especificos e seletivos, ou que visem estratégias que evitam
que haja o avanc¢o do cancer, que € umas das principais causas de morte no
mundo e se caracteriza pela presenca de células em crescimento continuo,
com propriedades de invasdo e destruicdo do tecido adjacente (ROBINS,
2005).

Enfaticamente, a maioria (60%) dos medicamentos anticancer
introduzidos na terapéutica nas ultimas décadas tem sua origem nos produtos
naturais. Dentre estes se destacam a vimblastina (1) e a vincristina (2) e os
analogos vindesina (3) e vinorelbina (4); paclitaxel (5) e o analogo docetaxel
(6); a podofilotoxina (7) e os analogos etoposideo (8) e teniposideo (9); e a
campotecina (10) e os analogos topotecano (11) e irinotecano (12) (Figura 1,
p. 24) (COSTA-LOTUFO et al., 2010). E importante ressaltar, que o
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desenvolvimento de novos farmacos anticancer de ocorréncia natural depende
fundamentalmente de um esforco multidisciplinar na descoberta de novas
moléculas lideres em funcdo da existéncia de um grande numero de espécies

disponiveis para investigacao.

Rz

5R; = Ph; R, = COCHj
1 Ry = CHy, Ry = CO,CHa; Ry = OCH,CHg; Ry = OH 6 Ry = OC(CHg)3 Rp = H

2 Ry = COH. R, = CO,CHg; Ry = OCH,CHg; R, = OH
3R; = CHz, Ry = CONHy; Ry = OH; R, = OH
4 Ry = CHz, Ry = CO,CHg; Ry = OCH,CHg; Ry = H

10R;=H;R,=H

e
11Ry=H; Ry =
N_  CHs
Hzc/ N

12Ry = /O ; Ro= CH,CH
<:> o—CHs

8R=CH,

9R = @/CHa

Figura 1. Produtos naturais e seus analogos usados na terapia antineoplasica.

Portanto, a busca por novas moléculas anticancerigenas € motivada
devido ao sucesso no passado de serem encontrados produtos naturais
clinicamente Uteis e também, em consequéncia de solucionar problemas como
aparecimento da resisténcia a quimioterapia. Neste contexto, as acetogeninas
(ACGs), uma importante classe de substancias encontradas exclusivamente na
familia Annonaceae, vem sendo estudada nos ultimos anos como moléculas
promissoras dos protétipos de agentes antitumorais.

Assim, este trabalho tem como base realizar o estudo fitoquimico guiado

por bioensaios da atividade antineoplasica com linhagens de células humanas
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neoplasicas em trés espécies da familia Annonaceae: Annona dioica, A.
acutiflora e A. dolabripetala, pertencentes ao género Annona. Além, de
identificar as acetogeninas citotéxicas e seu mecanismo de inducdo a morte

celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo realizar a prospecgédo da atividade
antineoplésica das espécies Annona dioica, A. acutiflora e A. dolabripetala da
familia Annonaceae e, identificar as substancias citotoxicas, bem como o

mecanismo de inducao a morte celular das mesmas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar e purificar as substancias oriundas das fracdes selecionadas e
realizar a determinacgéo estrutural das mesmas.

2. Avaliar os efeitos das fracGes e substancias isoladas quanto viabilidade
em células neoplasicas.

3. Determinar a toxicidade das fracBes e substancias frente a células
mononucleares do sangue periférico humano.

4. Verificar o tipo de morte celular induzida pelas fracGes e substancias.
Identificar a via de morte celular por apoptose induzida pelas

substancias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A familia Annonaceae

A familia Annonaceae estabelecida por Antoine Laurent de Jussieu em
1789 é sistematicamente colocada na classe Magnoliopsida e subclasse
Magnolida, sendo umas das principais familias de Angiospermas (MAAS et al.,
2001; NASCIMENTO, 2008). E composta por 150 géneros, com
aproximadamente 2.500 espécies distribuidas. No Brasil, estdo registrados 29
géneros, compreendendo cerca de 260 espécies (CHATROU et al., 2004;
JUDD et al., 1999).

As plantas desta familia caracterizam-se por apresentarem folhas
simples, dispostas alternadamente em um mesmo plano, ao longo dos ramos e
pela semelhanca entre seus frutos (ALMEIDA et al., 1998). Economicamente, a
familia é de aprecidvel importancia como fonte de frutos comestiveis
principalmente dos géneros: Annona, Asimina e Cananga. As sementes de
algumas espécies fornecem Oleos comestiveis, enquanto as madeiras de
outras sdo empregadas na construcdo civil e producdo de alcool. Na
fruticultura, o género de maior importancia é o Annona (NASCIMENTO, 2008).

As espécies da familia Annonaceae séo largamente empregadas na
etnofarmacologia devido as suas diferentes propriedades farmacolégicas como,
por exemplo, para o tratamento de diarreia, distarbio gastrointestinal, cancer de
pele e leucemia, diabetes, hipertensdo entre outras (ADJANOHOUN et al.,
1996; ABUBAKER et al., 2007; BURKIL, 1985). Essas atividades sao atribuidas
principalmente as acetogeninas (ACGs) e aos alcaloides, dois dos principais
constituintes bioativos encontrados em géneros especificos desta familia
(FAGUNDES et al., 2005). Porém, a maioria dos estudos da fitoquimica de
Annonaceae ndo se concentra mais nos alcaloides, mas numa nova classe de
substancias extremamente bioativas que sdo referidas como acetogeninas de
annonaceas, caracterizadas por suas atividades citotoxicas, especialmente,
antitumoral, antiparasitaria e pesticida (FANG et al., 1993; RUPPRECHT et al.,
1990). No que compete a citotoxidade, estas substancias tém mostrado uma
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significativa atividade in vitro em linhagens de células humanas (CHEN et al.,
2012c).

3.2 O género Annona

O género Annona, descrito por Lineu, em latim significa “farta colheita
anual”’, em analogia aos saborosos frutos que varias espécies deste género
produzem, como a pinha (Annona squamosa L.), graviola (Annona muricata L.)
e araticum (Annona crassiflora Mart.) (SANTOS, 2007). Este género esta
representado por 120 espécies (LEBOEUF et al., 1982).

Como parte do arsenal quimico micromolecular, as classes de
substancias mais emblematicas encontradas nesse género sao os alcaloides,
sobretudo, os isoquinoleinicos e as ACGs. Também sdo encontrados 0s
esteroides, flavonoides, peptideos e diterpenos, exemplificados na (Figura 2):

> Alcaloides isoquinoleinicos (CHEN et al.,, 1996; KUO et al., 2001;
SONI et al., 2012)

CIT

Annonaina
Annona reticulata

Rumocosina A Isocoridina
Annona reticulata Annona squamosa

> Acetogeninas (FUJIMOTO et al., 1988; CORTES et al., 1991)

H3C O, _o

Kle) "0 CHs3

OH OH OH

Esquamocina
Annona squamosa

CHgz

Motrilina
Annona cherimolia

Figura 2. Metabdlitos secundarios encontrados no género Annona.



> Esteroides (WU et al., 1987; INOUE et al., 2010)

CHg

CHg

Sitostenona Estigmasterol
Annona montana Annona crassiflora

> Flavonoides (VEGA, 2006)

Cﬂ \
OH OH

OH

Canferol 3-0-B-galactopiranosil-canferol
Annona dioica Annona dioica

> Peptideos (MORITA et al., 2006; WELE et al., 2008)

/
HN o) N o o
o val
HO (e] o o= H
0— HyC OH
Ser

Cicloreticulina B
Cicloesquamocina A Annona reticulata
Annona squamosa

> Diterpenos (NASCIMENTO, 2008)

CH3
CH,

HOOC CHj,
HOOC CHjy
Acido ent-16b,17-diidroxicauran-19-6ico

Acido ent-caur-16-en-19-6ico
Annona cacans

Annona cacans

Figura 2. Metabdlitos secundarios encontrados no género Annona (Cont.).
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Um fato relevante sdo as inUmeras atividades biol6gicas atribuidas as

espécies deste género. Na Tabela 1, p. 30, encontram-se sumarizados
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exemplos de bioatividades reveladas em vinte e seis espécies de Annona ja
estudadas até 2015, onde 69,23 % destas espécies estudadas possuem a
atividade citotoxica. Destacando, que nha maioria das espécies (15) a

citotoxidade estad atribuida a presenca das ACGs, e mostraram grande

potencial quando testadas em linhagens de células tumorais.

Tabela 1. Atividades bioldgicas de espécies do género Annona (1976-2015).

Espécie Atividade biolégica Referéncia
Annona acutiflora Pesticida Ribeiro, 2014.
(folha e galho)
Annona atemoya* Citotoxica Chang et al., 1999; Chih et al., 2001.
(sementes; frutas) Antilarvicida Seffrin et al., 2010.
P Gu et al., 1994; Gu et al., 1995; Gu et al., 1993;
itotoxi
Annona bullata* (casca) Ct.OtO - . Landolt et al, 1995.
Antitumoral Hui et al., 1989; Ahammadsahib et al., 1993.
Pesticida Ahammadsahib et al., 1993.
Antidepressiva Matinez-Vazquez et al., 2012.
Larvicida Pimenta et al., 2003.

Anti-oxidante

Gupta-Elera et al., 2011; Barreca et al., 2011.

Antiparasitaria

Cortes et al., 1993.

Annona cherimolia* Ansiolitica Lépez-Rubalcava et al., 2006.

(sementes; parte aérea; Crioprotetora Gofii et al., 2011.

folhas; frutas; mesocarpo) Antifingica Garcia et al., 2003.
Citot6xi Sahpaz et al., 1996, Cortes et al., 1993; Cortes et
itotoxica
al., 1991.

Inseticida Coelho et al., 2007.

Annona coriacea* Citotoxica Silva et al., 1996.

(semente; raiz)

Anti-inflamatéria

Antinociceptiva

De Sousa et al., 2012.

Annona cornifolia

Anti-oxidante

Lima et al., 2010; Lima et al., 2012.

(sementes) Aqtifungica L?ma etal., 2011.
Citotéxica Lima et al., 2012.
Anti-oxidante Roesler et al., 2007; Luzia & Jorge, 2012
Annona crassiflora* Citotéxica Santos et al., 1996.
(sementes; polpa; folhas) Moluscida Dos Santos & Sant'Ana, 2001.
Larvicida Pimenta et al., 2003.
H *
Annona densicoma Citotoxica Xu et al., 1989.

(casca do caule)

Annona diversifolia
(folhas; fruta)

Antinociceptiva

Carballo et al., 2010.

Anti-oxidante

Julian-Loaeza et al., 2011.

Anticonvulsivante

Gonzalez-Trujano et al., 2009.

Larvicida

Gonzalez-Esquinca et al., 2012.

Annona dioica (folhas;
raiz; madeira)

Citotéxica

Vega et al., 2007; Martins, 2014; Mahmoud et al.,
2011.

Anti-oxidante

Anti-inflamat6ria

Hipoglicemiante

Formagio et al., 2013.

Inibidor de topoisomerase

Vega et al., 2007.

Toxico para carrapato bovino

Nazaro, 2013.

Annona dolabripetala
(folhas)

Bactericida

Antioxidante

Citotéxica

Campos, 2013.

Annona foetida (ramos)

Tripanocida

Costa et al., 2011b.

Annona glabra*
(casca do caule; sementes;

Inseticida

Anti-helmintica

Antifngica

Antibactericida

Padmaja et al., 1995.

Liu et al., 1999b; Liu et al., 1998a, Padmaja et al.,

folhas) Citotoxica 1005,
Moluscicida Dos Santos & Sant’Ana, 2001.
Annonia hypoglatica Larvicida Pimenta et al., 2003.

(madeira)
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Annona jahnii*
(galhos)

Citotéxica

Colman-Saizarbitoria et al., 1998.

Annona montana*
(casca do caule)

Antimicrobiana

Wu et al., 1987.

Citotéxica

Wau et al., 1987; Liaw et al., 2005.

Annona muricata*
(pericarpo; sementes;
folhas; casca do caule)

Citotéxica

Myint et al., 1991; Jaramillo et al., 2000; Landolt
et al., 1995; Rieser, et al., 1991; Sun et al, 2014.

Antileishmanicida

Jaramillo et al., 2000; Vila Nova, 2008.

Antiplasmédica

Nguyen-Pouplin et al., 2007.

Herpes virus

Padma et al., 1998.

Moluscicida

Dos Santos & Sant’Ana, 2001.

Antiinflamatéria

De Souza et al., 2010.

Antinociceptiva

De Souza et al., 2010.

Antimicrobiana

Pedroso et al., 2008.

Larvicida Gonzalez-Esquinca et al., 2012.
Annona nutans (sementes) Larvicida Pimenta et al., 2003.
Antimicrobiana
Annona pickelii (folhas) Larvicida Costa et al., 2011a.
Antioxidante
Annona purpurea* Citotoxica Chéavez & Mata, 1999.
(sementes; raiz) Ansiolitica Rejon-Orantes et al., 2011.
Antitumoral Pettit, 2012.
Analgésica
Antiinflamatéria Chavan et al., 2012.
Ansiolitica Estrada-Reyes et al., 2010.
Tripanocida Muelas-Serrano et al., 2000.
Annona reticulata* Inseticida Haryadi & Yuniarti, 2003.
(sementes; casca; folhas) Antioxidante Jamkhande et al., 2015.

Antimicrobiana

Jamkhande et al., 2015.

Citotéxica

Yuan et al., 2003; Yuan et al., 2006; Saad et al.,

1991; Shi et al., 1997; Shi et al., 1996a; Gu et al.,

1997; Shi et al., 1995 ; Wu et al., 1992; Chavez et
al., 1999; Shi et al., 1996b; Chang et al., 1993.

Annona salzmanii *
(casca; raiz)

Antimicrobiana

Paulo et al., 1992; Costa et al., 2011a.

Larvicida
Antioxidante Costa et al., 2011a.
Citotéxica Queiroz et al., 2003.

Annona senegalensis

(casca; folhas, casca do

caule; casca da raiz)

Anti-helmintica

Alawa et al.,2003.

Tripanocida

Ogbadoyi et al., 2007.

Antidiarréica

Suleiman et al., 2008.

Anticonvulsivante

Okoye et al., 2010.

Relaxante muscular

Okoye et al., 2010.

Antiparasitaria

Sahpaz et al., 1996.

Antimicrobiana

Okoye et al., 2012.

Antiinflamatéria

Yeo etal., 2011.

Antioxidante

Ajboye et al., 2010.

Antibacteriana

Adesogan & Durodola, 1976.

Antitumoral

Adesogan & Durodola, 1976.

Annona spinescens*
(sementes)

Citotéxica

Queiroz et al., 1998.

Annona squamosa*

(sementes; galho; casca;

folhas; polpada fruta)

Antimicrobiana

Rahman et al., 2005.

Rahman et al., 2005; Nguyen-Pouplin et al.,

Citotoxica 2007; Chen et al., 2012b; Hopp et al., 1998; Vivek
et al., 2010; Miao et al., 2015; Yuan et al., 2015.
Antillcera Yadav et al., 2011.

Modificador da resposta imune

Soni et al., 2012.

Vasodilatadora

Morita et al., 2006.

Analgésica

Chavan et al., 2010.

Antiinflamatéria

Chavan et al., 2010.

Antioxidante

Nandhakumar & Indumathi et al., 2012.; Gupta et
al., 2008; El-Chaghaby et al., 2011.

Antitumoral

Chen et al., 2012b; Chen et al., 2012c.

Antidiabetes

Shirwaikar et al., 2004; Gupta et al., 2005.

Antiplasmédica

Nguyen-Pouplin et al., 2007.

Antilipidemica

Gupta et al., 2008.

Acaricida

Roopan et al, 2012.
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Larvicida

Roopan et al, 2012.; Seffrin et al., 2010.

Inseticida

Roopan et al, 2012.

Regulador de hipertireoidismo

Panda et al., 2007.

Antibacteriana

El-Chaghaby et al., 2011.

Hipoglicemiante

Gupta et al., 2005.; Davis et al., 2012.

Antileishmanicida

Vila Nova, 2008.

Nematicida
Antiftngica Le Dang et al., 2011.
Annona vepretorun Tripanocida
(folhas) Antimicrobiana Costa et al., 2012.

* espécies cuja a atividade citotoxica esté atribuida a presenga de acetogeninas

3.2.1 Espécies de Annona selecionadas para o estudo

Com a perspectiva de contribuir com a fitoquimica e a bioatividade do

género Annona, foram selecionadas trés espécies deste género para serem

estudadas: Annona acutiflora, Annona dolabripetala e Annona dioica. A Tabela

2, p. 32, resumidamente, mostra o que ja se tem descrito na literatura sobre

elas. As espécies A. acutiflora e A. dolabripetala ndo apresentam estudos

guimicos prévios. Ja a espécie A. dioica, apresenta estudos quimicos e bioldgicos.

Tabela 2. Espécies do género Annona selecionadas para o estudo.

Espécies Parte da .
(nome cientffico/ planta a Uso Estudos preliminares (partes da o Ref
ser popular planta/ classe de compostos) Atividades ’
popular)
estudada
~ Maas et
Annona |nf|2n;gfao L Ribeiro,
acutiflora /guiné e Folhas estomacal Folhas e galhos Pesticida (extrato 2014
guiné caboclo (Brasi) de folhas) Ferreira et
al., 2015.
Madeira, folhas, raizes/ Alcaloide Citotoxico para )
. . J . Pavetti et
(1-aza-4-Metilantraquinona; células tumorais al., 1983:
lasiodiplodina; liriodenina; (extratos e fracdes Maas et
geovanina; anomontina; 1,2- de folhas, madeira alﬁozt??
metilenodioxi-6a,7-desidro e raizes e, Pott, 1994;
aporfina-4(S)-(4-hidroxi-3,5- flavonoide); Basualdo
Reumalismo d!mgtoxifer.\iI)-3,4-d.iidro-'2.(1H)- inibidor da &Sgg‘;”‘v
e diareia plrld!n_ona), 5,6,7—tr|njetoxrl—(4— topmsomere_lse le Santos et
Annona dioica; A. (Brasi) metoxi-benzil)-2-metil-tetra- _ Il (flavonoide); al., 2003;
cuyabaensis; A. Raizes o) hidroisoquinolina; 5,6,7-trimetdxi- toxico para ‘Z’Sgg;
mattogrossensis/ s ’e 1-(4-metoxi-benzil)-2-6xido-3,4-di- carrapato bovino Vega et
aratikd-fiu : hidroisoquinolina) flavonoide (fracBes de raiz) al., 2007;
(Paragua) (kaempferol , 3-0-[3",6"-di-O-p- Hipoglicemiante, F‘gl”:l‘g'o
hidroxicinamoil]-B-galactopiranosil- | anti-inflamatéria e 2013
kaempferol, 6"-O-p- antioxidante Martins,
hidroxicinamoil-B-galactopiranosil- | (extrato de folhas) Nigt‘:g
kaempferol e 3-O-B- 2013:
galactopiranosil-kaempferol), Mahmoud
acetogenina (motrilina e ggi"l
paraguaina) )
Annona Bactericida,
dolabripetala; A. a'rt1t|th[dante, Maas et
minensis; Rollinia citotoxica em al., 2015;
longifolia; Rollinia Folhas ) Folhas melanoma murino Campos,
minensis; Rollinia (extrato de folhas) 2013.
dolabripetala
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3.3 Acetogeninas de Annonaceae

3.3.1 Historico e hipotese biossintética

Em 1982, foi reportada na literatura a primeira acetogenina (ACG)
isolada na natureza, a uvaricina (13), que foi isolada das raizes de Uvaria
acuminata e descrita a sua atividade citotoxica (Figura 3) (JOLAD et al., 1982).
No principio do seu isolamento, esta substancia teria uma série de
caracteristicas estruturais duvidosas, particularmente por ter um sistema bis-
tetrahidrofuranico (THF) adjacente situado em uma cadeia hidrocarbdnica,
entre uma hidroxila e uma acetoxila, e ainda um anel y-lacténico a,B-insaturado
terminal. Porém, a partir do seu descobrimento, uma série de substancias
parecidas foram isoladas das espécies da familia Annonaceae. Dois anos
depois da descoberta da uvaricina (13), ou seja, em 1984, foi isolada a primeira
ACG do género Annona das sementes da espécie Annona cherimolia, a
cherimolina-1(14) (Figura 3) (CORTES et al., 1984).

O crescente numero de substancias com caracteristicas estruturais
semelhantes extraidas das espécies desta familia levou a denominar
comumente este grupo de produtos naturais de “acetogeninas de Annonaceas”
(FANG et al., 1993; CAVE et al., 1997). Em mais de 30 anos de estudo, o
namero de ACGs isoladas nesta familia ja passa de 500 (LIAW et al., 2010).

14

Figura 3. Estrutura das primeiras acetogeninas reportadas na literatura, a

uvaricina (13) e cherimolina-1 (14).
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De forma sucinta, as ACGs sao caracterizadas por apresentarem uma
cadeia longa alifatica com 32 a 34 &tomos de carbono, um anel y-lacténico a,p-
insaturado ou saturado terminal, que pode algumas vezes sofrer rearranjo para
cetolactona. Ao longo da cadeia alifatica podem ser encontrados um, dois, ou
trés anéis tetrahidrofurano (THF) ou tetrahidropirano (THP) e, grupos funcionais
oxigenados (hidroxilas, cetonas ou epéxidos) (ALALI et al., 1999).

As ACGs estao presentes em praticamente todas as partes da planta e
tém sido encontradas até agora em cerca de 13 géneros da familia
Annonaceae, principalmente nas espécies dos géneros Annona, Asimina,
Uvaria, Rollinia e Goniothalamus (BERMEJO et al., 2005; ALALI et al., 1999).
Contudo, é no género Annona onde esta registrado o maior nimero destas
substancias (cerca de 289 ACGs, correspondendo a aproximadamente 65%
das descristas na literatura) em 20 espécies estudadas (NASCIMENTO, 2008).

Em termos biossintéticos, é importante deixar claro que ainda nédo foi
possivel ser demonstrado por completo a biossintese das ACGs. Mas devido
ao isolamento de novos precursores e intermediarios foi possivel estabelecer
algumas hipoteses. Assim, postulou-se que as ACGs sdo biossintetizadas
através de combinacdes lineares de duas ou trés unidades de carbonos (acido
acético e propandico) via acetil Co-A, e malonil-CoA através de mecanismos
semelhantes a rota para a biossintese de acidos graxos, que se condensariam
com um &lcool de trés atomos de carbonos para dar origem ao anel y-lacténico
a,pB-insaturado (RUPRECHT et al., 1990). Provavelmente, este anel lactbnico
terminal forma-se antes dos anéis THF, visto que, foram isoladas ACGs
lineares e com anéis epoxidos (CAVE et al., 1997).

Posteriormente, a formacgéo dos anéis tetrahidrofuranos (THF) se inicia
mediante a epoxidacdo das cadeias poli-insaturadas, seguida de diversos
processos quimicos que implicariam em sucessivas reacdes de
desidrogenacéo, oxidacdo e reordenamento da molécula, que explicariam as
diferentes formas de substituicdo das ACGs (CAVE et al., 1997).
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3.3.2 Estrutura quimica e classificacdo das acetogeninas de Annonaceae

A grande diversidade estrutural das ACGs permitiu classifica-las de
acordo com a quantidade e/ou tipos de anéis THF, THP ou anéis epoxido e,
quanto a natureza do anel vy-lactbnico terminal. Esta classificacdo foi
primeiramente proposta por ZAFRA-POLO e colaboradores (1996) e foi
ampliada no artigo de revisdo publicado sobre ACGs por BERMEJO e
colaboradores (2005) (Figura 4 e 5, p. 36).

Dessa forma, os anéis THF e/ou THP podem ser o,a-hidroxilados ou a-
hidroxilado sendo classificado como: mono-THF e/ou THP (T-A, T-B, T-G3),
bis-THF e/ou THP adjacentes (T-C, T-E, T-G2), bis-THP e/ou TPH néo
adjacentes (T-D, T-H, T-G1), e tri-THF (T-F). Os anéis epoxido sdo do tipo E-A,
E-B e E-C (Figura 4).

W % W
M &Q@&
{0 o o L ME

OH

OH o OH
o & ot
o o o
OH
OH OH OH
T-G.1 T-G.2 T-G.3

Figura 4. Classificacdo dos anéis THF e/ou THP e anéis epoxido em

acetogeninas de Annonaceae.

O anel lacténico pode ser classificado como: y-lacténico substituido,
cetolactonas ou hidroxilados. Os tipos descritos na literatura até o momento
sdo: L-A, L-B1, L-B2, L-C, L-D, L-E, L-F, L-G (Figura 5, p. 36).
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Figura 5. Classificacdo de anéis y-lactdnico em acetogeninas de Annonaceae.

Apesar desse sistema de classificagdo ser mais informativo, leva a
véarias subclasses. Outro sistema de classificacdo, porém, mais geral, € usado
em outros trabalhos a fim de facilitar a classificacdo das ACGs (ALALI et al.,
1999; SCHLIE-GUZMAN et al., 2009). Neste, as ACGs sdo divididas em seis
grandes grupos: acetogeninas lineares, mono-THF, bis-THF adjacente, bis-THF
ndo adjacentes, ndo THF e THP, e nao classicas. Na Figura 6, p. 37, podem

ser observados exemplos desta classificacao.
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Figura 6. Classificacdo geral das acetogeninas.

3.3.3 Atividade biolégica das acetogeninas

Desde quando a primeira ACG citotoxica foi isolada, a uvaricina (13)
(Figura 3, p. 33), o interesse por estas substancias vem crescendo devido a
grande variedade de atividades biolégicas encontradas (JOLAD et al., 1982).
Depois de anos de estudos, as ACGs sdo conhecidas por suas propriedades
citotoxica, antitumoral, antiparasitaria, imunossupressora e pesticida (ZENG et
al., 1996b). Desde entéo, os esforcos tém sido feitos em vérias direcdes para
elucidar o modo de agéo.
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3.3.3.1 Potencial citotoxico das acetogeninas

Nas ultimas trés décadas, muitas publicacbes que se dedicaram a uma
abordagem fitoquimica das ACGs, em que na maioria dos casos 0 processo de
elucidagéo estrutural foi o principal foco, também foram realizados testes de
atividade citotoxica in vitro como parte adicional dos estudos experimentais.
Afinal, como principal abordagem na busca de potentes agentes antitumorais
ao longo dos ultimos 50 anos, os ensaios de citotoxidade in vitro em linhagens
de células neoplasicas sdo considerados um parametro inicial, porém,
importante, uma vez que a maioria dos quimioterapicos utilizados na terapia do
cancer séo citotoxicos (DE ALMEIDA et al., 2005; HOUGHTON et al., 2007).

Com base nessa premissa e limitada disposi¢cdo dos dados, na Tabela
3, p. 39, é apresentada uma revisdo sobre as pesquisas relacionadas a
citotoxidade das ACGs do género Annona em linhagens neoplasicas humanas,
desde o ano 1989 até 2015. Estes dados foram relatados até o presente
momento em quinze espécies do género: A. atemoya, A. bullata, A. cherimolia,
A. coriaceae, A. crassiflora, A. densicoma, A. glabra, A. jahnii, A. muricata, A.
montana, A. purpurea, A. reticulata, A. salzmanii, A. spinescens e A.

sguamaosa.



Tabela 3. Valores de ICso (Lg/mL) das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015).

ACETOGENINAS LINEARES

ACETOGENINA  A549'  MCF-7 HT-29° A-498° PC-3° PaCa-2° KB Hep G2° Hep 1A9"° outras Espécie  Referéncia
2,2,15 linhagens
L ' VERO . Silva et al.
* - _ _ _ _ _ 6 _ _ _ il
Coriadienina 1.90 x 10 (1.50 x 10Y) A. coriaceae 1996
Colman-
Annojahnina 1.50 2.80 5.90 x 10° 4.90 1.60 x 102 230 x 10° - - - - - A. jahnii Saizarbitoria
etal., 1998
HCT-8" Liaw et al
(+)-Monhexocina - 9.60 - - 31.00 - 9.60 - - 44.00 /KB-VIN'¥/ A. montana N
13 2005
PTX10%/
u-87-MG*
U-87-MG
. JHCT-8* Liaw et al.,
(-)-Monhexocina 2.64 10 - - - - 46.00 - - 43.00 JKB-VINY/ A. montana 2005
PTX10%
Muricatacina 16.52 - - - - - - - - - Hep 3B A. montana Lla;\z)gtsal.,
. Rieser et al.,
23.30 9.80 14.00 - - - - - - - - A. muricata 1991
Rollicosina - - - - - - - 1.00x101  210x102 - - A. reticulata Liaw et al.,
2003
Annomolona A e 34- 1.26 3.03x10% 1.93x 10% 9.30 x 10 1.98 x 10 312x10° ; ; ; ; ; A. cherimolia Son etal,
epi-annomolona A 2003
Annomolona B e 34- 137 470 x 10? 7.19x 102 3.77x 107 553 x 102 748 x 10° ; ; ; ; ; A. cherimolia Son etal,
epi-annomolona B 2003
Annomolina 2.37 1.15x10* 8.92 x 10° 6.88 x 10 539 x 10° 2.18 - - - - - A. cherimolia K';”ogtla"’
Annocherimolina 1.56 4.06 10 2.49 x 10° 1.53x10™! 1.02 1.20 x 10° - - - - - A. cherimolia K"znogtla"*
Annocherina 167 3.08 x 107 3.54 2.20 x 10 8.62x 107 2.88 - - - - - A. cherimolia W"l‘;g;a"'
2,4-cis e trans- 155 1.55 1.59 3.6 x 10° 450 5.15 ; ; ; ; ; A cherimolia  Weoetal.,
annocherinona 1999.
Jeteina* - - - - - - 10° - - - VERO (10%)  A. cherimolia Corze;gelt .,
- g VERO . Silva et al.
* _ - _ _ - _ 7 _ _ _ 1
Coriacina <3.00 x 10 (570 X 103) A. coriaceae 1996
L ’ VERO . Silva et al.
~ * _ - _ _ - _ 4 _ _ _ 1
4-desoxicoriacina 6.00 x 10 (500 X 102) A. coriaceae 1996
. . - VERO . Silva et al.
* _ - _ _ - _ 7 _ _ _ i
Gigantetronenina <3.00 x 10 (570 x 109) A. coriaceae 1996

6¢



Tabela 3. Valores de ICso (ug/mL) das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015).

ACETOGENINA

Annonacinona*

Isoannonacina
Isoannonacin-10-ona
Glacina A
Glacina B
Annoglaxina
Annoglacina A

Annoglacina B

4-desoxi-18/21-trans-
annomontacina-10-
ona
4-desoxi-18/21-cis-
annomontacina-10-
ona

Montalicina G

Montalicina H

Molicina A

Molicina B

4-desoxi
amnnomontacina

A-549*

1x10*

2.00 x 102
7.00 x 102
1.53
1.29
1.10x 10°
5.30 x 10

2.80x10°

1.20

2.00 x 10

6.38

4.37

14.57

MCF-7?

4.42x10°
5.20 x 10
430 x 10"
9.60 x 10

6.20 x 10*

3.80

30.00

HT-29°

1.00 x10°

2.00x 10°
9.00 x 10°
2.30
8.68 x 10
1.80x 10™
5.30x 10°

5.30x 10°

1.19x10%

1.20 x 10

A-498*

1.80 x 10°
9.00 x 10"

4.00x 10!

5.90

PC-3°

9.81x10°
5.59 x 10
8.70 x 10
2.00x 10°

8.40 x 10"

1.10 x 102

1.10 x 10*

9.20

27.00

15.60

PaCa-2°

8.57 x 10°
2.74x 10?2
1.60 x 10°
5.10 x 107

1.20 x 10

1.10 x 102

1.8x10*

KB’

5.80

41.00

9.50

5.10

Hep G2°

8.60 x 102

Hep
2,2,15°

1A9Y°

45.00

3.00 x 10?2

Outras
linhagens

Hep 3B

MDA-
MB231'®

VERO (10%)

Hep 3B/
u-87-MG*
[HCT-8%
/KB-VIN*%/
PTX10%

Hep 3B/
U-87-MG™
/HCT-8
/KB-VIN*/
PTX10%

Hep 3B/
U-87-MG™
/HCT-8
/KB-VIN*/
PTX10%

Hep 3B

Espécie

A. montana
A. densicoma
A. montana
A. muricata
A. densicoma
A. densicoma
A. glabra
A. glabra
A. glabra
A. glabra

A. glabra
A. jahnii

A. jahnii

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

A. montana

Referéncia

Liaw et al.,
2004b
Xu etal.,
1989
Jossang et al.,
1991
Myint et al.,
1991
Xuetal.,
1989
Xuetal.,
1989
Liuetal.,
1998b
Liuetal.,
1998b
Liuetal.,
1999
Liuetal.,
1999b
Liuetal.,
1999b
Colman-
Saizarbitoria
etal., 1998
Colman-
Saizarbitoria
etal., 1998

Liaw et al.,
2005

Liaw et al.,
2005

Liaw et al.,
2005

Liaw et al.,
2005
Liaw et al.,
2005

(017



Tabela 3. Valores de ICso (Lg/mL) das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Annomontacina

Montacina

Cis-montacina

Montanacina
Montalicina A

Montalicina B

Montalicina C

Montalicina D
Montalicina E
Montalicina F
Montalicina |

Montalicina J

Xylopianina

Annopentocina A
Annopentocina B

Annopentocina C

cis- e trans-
annomuricina-D-ona

Annomuricina E

Muricapentocina

A-549*

12.90

1.71x 10
2.74x 1072
2.06 x 102
<102
1.12 x10*

1.93x 10"

MCF-7?

450x 10"

10.00

297
6.11x 10
1.45

1.90

HT-29°

1.24
<107
6.68 x 10°

7.10x 107

A-498*

6.07 x 10"
3.79x 10*
2.58 x 10
1.22 x 10
1.41

1.72

PC-3°

>20.00

11.90

8.00

2.12x10*

228 x 10"
1.32

1.46 x 10™

450x 10

PaCa-2°

3.58 x 10°
1.62x10™
428 x 10"
<102
2.42x10?

5.03x 107

KB’

16.60

5.50

3.30

2.50

9.70

Hep G2°

1.00 x 107

530 x 10

2.20x 102

1.99
1.30x 10™
<1.00x 102
1.10x 10™

<1.00x 10°

Hep
2,2,15°

1A9Y°

>10.00

1.60

QOutras
linhagens
MDA-
MB231'®
U-87-MG*
/HCT-8
/KB-VIN*/
PTX10%/
SK-MEL-
2YICAKI®
u-87-MG*
/HCT-8%
/KB-VIN'¥/
PTX10%
MDA-
MB231%®

Hep 3B

Hep 3B%

Hep 3B/
KB-VIN*)
HCT-8Y/
u-87-MG*
/PTX10%

KB-VIN*?

KB-VIN*?

Hep 3B
KB-VIN*¥}
HCT-8%/
U-87-MG¥/
PTX10%

Espécie

A. montana

A .montana

A .montana

A. montana
A. montana

A. montana

A. montana

A. montana
A. montana
A. montana
A. montana

A. montana

A. montana

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

A. muricata

Referéncia

Jossang et al.,
1991

Liaw et al.,
2004a

Liaw et al.,
2004a

Jossang et al.,
1990
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b

Liaw et al.,
2004b

Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b

Liaw et al.,
2004b

Zengetal.,
1996a
Zengetal.,
1996a
Zengetal.,
1996a
Zengetal.,
1996a
Kimet al.,
1998a
Kimet al.,
1998a

v



Tabela 3. Valores de ICsy das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA
Muricoreacina

Murihexocina C

Murisolina*

Corossolona*

Corossolina*

Muricina H
Muricina |
Cis-annomontacina
Cis-corossolona
Annocatalina
Muricina A
Muricina B
Muricina C
Muricina D

Muricina F

Muricatetrocina A e
B

Longifolicina
Muricatocina A
Muricatocina B

Annomuricina C
Muricatocina C

Annomuricina A

A-549'
2.30x 10

1.10

7.55x 102
3.34x10*
3.08 x 10
9.09 x 10

3.30x 10"

MCF-7?
1.30

3.80

1.23x10*
1.03x10*
2.28x 10"
6.45 x 10

>1.0

HT-29°
5.70x 10

1.30

A-498*
7.10 x 10

2.50

pc-3°
250 x 10

8.60 x 10!

PaCa-2°
2.3

4.90x 10"

KB’

1x10*

1x10*

3.00x10°

Hep G2°

4.80x 10"
3.53x 10"
9.51x 102
5.09 x 10
2.98x10™
1.65 x 107
5.70
5.04
1.78
4,99 x 10"
6.60 x 10
4.28 x10°
4.95x 10°

4,04 x10*

Hep
2,2,15°

2.84x 10"
2.34x10"
1.18 x 10
2.22x10*
1.62 x 1072
476 x 10
3.48x10°
5.13x10°
4.29x10°
3.87x10°
4.80 x 10
3.86 x 10°
4.83x10°

490x10°

1A9Y°

Outras
linhagens

- A

VERO (10%) A

VERO
(3.00x10%)

- A

VERO
(3.00 x 10?)

- A.

A

A

Espécie

. muricata

. muricata
muricata

muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
. muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata

muricata

Referéncia

Kimet al.,
1998b
Kimet al.,
1998b
Myint et al.,
1991

Myint et al.,
1991
Chang & Wu,
2001
Myint et al.,
1991
Chang & Wu,
2001
Liaw et al.,
2002
Liaw et al.,
2002
Liaw et al.,
2002
Liaw et al.,
2002
Liaw et al.,
2002
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Wu et al.,
1995a
Wu et al.,
1995a
Wu et al.,
1995b
Wu et al.,
1995b
Wu et al.,
1995¢

v



Tabela 3. Valores de ICso das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA
Annomuricina B

Annomutacina

2,4-trans e cis-10R-
annonacin-A-ona

Cis-annonacina

Cis-annonacin-10-ona

Cis-goniothalamicina
Arianacina
Javoricina

Goniothalamicina

Murihexocina A
Murihexocina B
Annonacina A

Parisina*

4-desoxi
annoreticuina
Cis-4-desoxi
annoreticuina
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona B
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona C

A-549!
1.59 x 10
1.57 x 107
1.74 x 10
230 x 10™

3.50x 10

9.40

1.30 x 107
470x10°
1.70 x 107

8.00x 10°

3.80x 103

2.10x 10*

MCF-7?
>1.0
>1.0

5.70 x 10*
1.18

2.90x10*

10.50

1.05
4.00x 10"
2.30x 10

5.70 x 10°

1.71
1.40 x 103

1.10 x 103

HT-29°
435x10*
>1.0
>1.0
1.00 x 10°®

9.00 x 10"

5.30x10°
4.40
1.80

1.10x 10%

1.44
2.70x10%

3.50x 10"

A-498*

251

4.92

1.48
4.00x 10°

6.70 x 10°

pc-3° PaCa-2°
12.50 -
6.30 -
1.71x 102 9.73x10?
1.26 x 10™ 4.13x 10"
1.33 1.90
2.66 2.88
2.08 1.09
2.22 450 x10°

5.00 x 10? 8.30 x 10"

2.24 9.50 x 10°°

KB’ Hep G2°

7.90 -

4.80 2.02 x 10"
1.00 x 10* -

Hep
2,2,15°

1A9Y°

4.50

Outras
linhagens

KB-VIN*)
HCT-8'Y
U-87-MG*/
PTX10%

MDA-
MB231%®
Hep 3B/
KB-VIN*¥)
HCT-8'Y

U-87-MG*/
PTX10%

VERO (10?)

A

A.

Espécie

. muricata
muricata
muricata
muricata

muricata

. montana

muricata
muricata
muricata
muricata

. montana

. montana

muricata

muricata

. purpurea

salzmanii

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

Referéncia

Wu et al.,
1995¢
Wu et al.,
1995d
Wu et al.,
1995d
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996

Liaw et al.,
2004b

Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Jossang et al.,
1990

Liaw et al.,
2004b

Zengetal.,
1995
Zengetal.,
1995
Chévez &
Mata, 1998
Queiroz et
al., 2003
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al., 1999
Hopp et
al., 1999

197



Tabela 3. Valores de ICso das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

2,4-cis- e trans-
mosinona A

Mosina B
Mosina C

Annoreticuina-9-ona

Esquafosacina B

Esquafosacina C

Esquafosacina F

Esquafosacina G

Esquadiolina A

Esquadiolina B

Esquadiolina C

Cis-annotemoyina-1
Uvariamicina |
Uvariamicina I11
Muricatetrocina C

Reticulatacina

Rollinecina A

Rollinecina B

A-549!
>1
9.40 x 10"
6.00 x 10"
2.70 x 10™

10°

4.11x 10

12.16

<1,28x10?!

1.76

1.14 x 10*

4.23x10*

MCF-7?
>1
>1
>1

>1

5.90 x 10

15.28

19.77

17.61

181

17.32
16.77

1.95

HT-29°
>1
>1
>1
>1

1.32

1.60

1.44

A-498*
>1
>1

>1

3.39x 102

7.25x10*

2.29 x10*

pC-3°
3.20 x 10°
3.50 x 10
>1

9.60 x 10°

1.35x 107

2.62 x10*

3.62x 10"

PaCa-2°
2.20x10°
2.50x 10
1.20x 10

2.40 x 10*

5.69 x 107

3.47x10°

2.53x10*

KB’ Hep G2°

4.66 -

3.10 9.10 x 10*

- 4.43x10*

B 10.99

- 3.58x10°

- 7.04x10°

Hep
2,2,15°

5.40 x 10°

1A9Y°

Outras
linhagens

CCM,*
Hep 3B%

Hep 3B
/IMDA-
MB231%®
Hep 3B%
IMDA-
MB231%°
Hep 3B
/IMDA-
MB231%®

A

Espécie

squamosa
squamosa
squamosa

squamosa

. reticulata

. reticulata

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

squamosa

reticultata

. reticulata

. reticulata

reticulata

. reticulata

Referéncia

Hopp et
al., 1997
Hopp et
al., 1997
Hopp et
al., 1997
Hopp et
al.,1997
Chang et al.,
1993
Chang et al.,
1998

Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008

Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Shietal.,
1996a
Saad et al.,
1991
Liaw et al.,
2008
Shietal.,
1996¢
Shi et al.,
1996¢
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Tabela 3. Valores de ICso das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA A549'  MCF-7? HT-29° A-498* PC-3° PaCa-2° KB’ Hep G2° Hep | 1A9"° Outras Especie Referéncia
2,2,15 linhagens
PA-1%/
SKovs?y Yuan et al
Annonacina* - 433x10* - - - - - - - - HelLaS3%/ A. reticulata 2003
HeLa®/T24%
/BCC-1%
1.00 x 10° - 3.00 x 10° - - - - - - - - A.densicoma  Xu etal., 1989
- - - - - - 1.00x 10* - - - VERO (10%) A muricata  MYRetal
- 1.47 x 10* - - - - - - - - M'\gg"?l_w A. montana Jossir;%:t al,
KB-VIN'
a a ) ) ) 1 HCT-8" Liaw et al.,
5.60 5.20 8.20 5.70 6.50 x 10 U-87-MG/ A. montana 2004b
PTX10%
Annoreticuina 400x10% - 2.28 - - - 3.37 - - - - A. montana Chafgge; al,
3 15 Liaw et al.,
- - - - - - B 6.40 x 10 - - Hep3B A. montana 2004b
Isoannoretocuina 400x10* - 3.06 - - - 6.96 - - - - A. reticulata Cha?ggegt al.,
6.40 x 107 1.60 x 107 1.80 x 107 1.00 x 10°® 1.70 x 107 1.10x 10 - - - - - A. squamosa a:"‘;ggget
Esquamona 134 2.14 150 - - - - - - - - A reticulata  CPAng el
1.34 2.14 1.50 - - - - - - - - A. squamosa Lietal., 1990
. g . Chang et al.
* - _ - - _ _ 1 _ _ _ _ )
Solamina 3.00 x 10 A. reticulata 1993
- - - - - - 3.00x 10 - - - A .muricata Myintetal,
VERO (1) 1991
- - - - - - 3.00x 10" - - - VERO () A.muricata  CoPn eta
. . Chang et al.,
Annomonicina - - - - - - 1.73 - - - - A. reticulata 1993
MDA- A Jossang et al.,
; ; ; ; ; ; ; ; ; ; MB2311% - montana 1990.
 Cis-ftrans- - - - - - - 1.00 470x102  1.38x10* - CCM,™ A reticulata  Crangetal,
isomurisolina 1998
Cis-/trans- - - - - - - 1.00 470x102  1.38x10* - CCM,™ A reticulata  Crangetal,
murisolinona 1998
Annotemoina-1 - - - - - - - - - - A548%/Taxol A. squamosa Yuan et ,2015
Annoesquamina B - - - - - - - - - - A548%/Taxol A. squamosa Yuan et ,2015
Annoesquamina A - - - - - - - - - - A548%/Taxol A. squamosa Yuan et ,2015
o ] ] ] ] j . 1 4 3 j CCM,%/ Chang etal.,
Esquamocina 2.7x10 8.80 x 10 1.50 x 10 CEM® A.atemoya 1999
SK-MEL- Hui et al
1.91x10° 3.16 x 10 >10 - - - - - - - 5%/MALME- A. bullata 1901
3M27
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Tabela 3. Valores de ICsy das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Neoannonina

Bullatacina

Desacetiluvaricina

4-desoxiasimicina

2,4-cis- e trans-
bulladecinona

32-hidroxibullatacina
31-hidroxibullatacina

30-hidroxibullatacina

2,4-cis-28-hidroxi
bullatacinona
2,4-trans-28-hidroxi
bullatacinona
2,4~cis e trans-32-
hidroxibullatacinona
2,4~cis e trans-31-
hidroxibullatacinona
2,4-cis e trans-30-
hidroxibullatacinona
2,4-cis e trans-
bullatacinona

Bullatacinona

A-549*

<1.00 x10®
1.25x 10"
8.99 x 102

3.30x 102

6.96 x 10
470 x10*
1.83x10*
3.37x10°
< 1.00 x10°®
<1.00 x10°®
<1.00 x10®
4.38 x 10*
3.18x 102
1.25x10°
329 x 10
1.66 x 10°
2.18x10°

<10°®

MCF-7?

434x10"

<1.00x10®

>10

>10
1.07 x 10°
<1.00x10°
<1.00x10%
<1.00 x10®
4.46 x 10

171
1.61x10™
7.63x 10
1.05x 10™

12.16

HT-29°

1.06
1012
>10%?

4.30 x 10

<10*
2.29x 10"
1.48
1.21
1.17
6.90 x 10
1.45
<10
1.09 x 10"
<10
1.19x 10°

5x1012

A-498*

<1.00 x10®

<1.00 x10°®

<1.00 x10°®

<1.00 x10®
435

1.00 x 10°

PC-3°

1.62x 102

1.62x 102

3.16 x 10

433x10°
2.33

9.04

PaCa-2°

<1.00 x10®

<1.00 x10®
<1.00 x10®
<1.00 x10®
1.02x 108

1.19x 10°

KB’

4,00 x 10"
1.46 x 10*

117 x10*

6.18 x 10

1.35x10*

<10

Hep G2°

1.10 x 10*

9.70 x 10°

3.20x 102

1.02x10*

Hep
2,2,15°

1.26 x 10*

1.11x10*

1.18x 10*

1A9Y°

VERO (10?)

Outras
linhagens
PA-1%/
SKOV3%Y/
HelLaS3%/
HeLa®/T24%
/BCC-1%

Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%
CCM,'/
CEM*

Espécie

A. reticulata

A. spinescens
A. atemoya
A. atemoya
A. bullata
A. bullata

A. squamosa

A. squamosa

A. atemoya
A. bullata
A. reticulata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata

A. bullata

Referéncia

Yuan et al.,
2006

Queiroz et
al., 1998
Chang et al.,
1999
Chang et al.,
1999
Guetal.
1995
Hui et al.,
1989.
Lietal., 1990

Chenetal.,
2011

Chang et al.,
1999
Guetal.
1993a
Chavez et al.,
1999
Guetal.,
1993a
Guetal.,
1994
Guetal.,
1995
Guetal.,
1995
Guetal.,
1995,
Guetal.,
1995
Guetal.,
1995
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Huietal.,
1989.
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Tabela 3. Valores de ICsy das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA A549'  MCF-7? HT-29° A-498* PC-3° PaCa-2° KB’ Hep G2° Hep | 1A9"° Outras Especie Referéncia
2,2,15 linhagens
- - - - - - 4.80 x 10 7.900x10%  138x10% - CCM,® A. reticulata Cha’l’gge; al,
1.44 x10* <107 <10’ - - - - - - - - A. squamosa Lietal., 1990
Itrabina* ; . ; ; . ; 10° ; ; ; VERO (10%) A cherimolia Co”legsgelt .,
Laerradurina* - - - - - - 10° - - - VERO (10%)  A. cherimolia Cortlesgelt .,
RPMI- Santos et al
Araticulina 6.00x 10° 4.00x 10° 6.00 x 10-1 - - - - - - - 7951/ A. crassiflora N
31 1996
U-251
Glabracina A 28x10° 42x10° 57x10° 1.00 1.10 1.80 - - - - - A. glabra '-'1“9;;2"'
Glabracina B 1.6x 10° 1.8x10° 1.9x 102 1.40 1.20 2.8x 10" - - - - - A. glabra "'1”9322"'
27- 3 " 5 8 9 9 Liuetal.,
hidroxibullatacina 2.10x 10 7.80 x 10 1.80x 10 3.10x 10 <10 <10 - - - - - A. glabra 1999a
Annocatacina A - - - - - - - 12.11 8.17x 10™ - - A. muricata Chaggozt al.,
Annocatacina B - - - - - - - 3.35x 102 2.22x10* - - A. muricata Chaggoegt al.,
- " 3 _7 a1 Chavez &
Purpurediolina 4.43x 10 9.16 x 10 <10 1.36 3.53x 10 1.44 - - - - A. purpurea Mata, 1998
. a1 Chavez &
Purpurenina 1.29 1.67 3.16 x 10 1.25 1.07 1.98 - - - - - A. purpurea Mata, 1998
. _7 ol Chévez &
Annoglaucina 1.08 1.56 <10 1.01 3.56 x 10 1.45 - - - - - A. purpurea Mata, 1998
. , 3 3 Chavez &
Purpuracenina 4.80 x 10 >10 >10 <10 <10 >10 - - - - - A. purpurea Mata, 1999
. ) ) ) ) : ) 3 ) ) ) VERO . Queiroz et
Salzmanolina* 1.00x10 (>10? A. salzmanii al., 2003
. | VERO . Queiroz et
* N - _ _ - _ 5 N _ _
Salzmanina 10 (>10?) A salzmanii al., 1999
. g VERO . Queiroz et
* N - _ _ - _ 7 N _ _
Carolina A 10 (2.00 x 10_3) A. spinescens al. 1998
. . VERO . Queiroz et
* _ - N N - _ 6 N _ _
Carolina B 5.00x 10 (3.70 X 109) A. spinescens al. 1998
. § VERO . Queiroz et
% _ - N N - _ 4 N _ _
Carolina C 2.00 x 10 (5.00 X 10?) A. spinescens al. 1998
. . 5 VERO . Queiroz et
Espinencina* - - - - - - 1.00 x 10 - - - (6.00 x 10,3) A. spinescens al. 1998
2,4-Cis- ¢ trans- 185 176 170 1.80 262 110 ; ; ; ; ; A squamosa  Hoppetal,
esquamolinona 1998a
24-cisetrans-9-0x0- 529,193 259x107  403x10°  455x 107 112 122 ; ; ; ; ; A squamosa  Hoppetal,
asimicinona 1998a
Hopp et al.,
Bullacina B 8.98 x 107 2.47 x 107 4,51 x10° >1 >1 4.11x10* - - - - - A. squamosa 19982

Ly



Tabela 3. Valores de ICso das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Annoesquacina A

Annoesquacina B

Annoesquacina C

Annoesquacina D

2,4-cis- e trans-9-
hidroxi asimicinona

Rollidecina A

Rollidecina B

Annoesquacina |

Uvarigrandina A

Esquamotacina
Molvizarina
Esquamocina-O;
Esquamocina-O,
Rollidecina C
Rollidecina D
Mucoxina
Membranacina
Rollitacina

Rollinacina

A-549*

2.40

8.50 x 10

1.60 x 107

4.80

7.70 x 102
1.40 x 107

3.73x10°

1.20 x 107

8.00 x 10

2.77 x 102

6.30 x 102

3.60 x 102
4,00 x10!
1.60

4.60 x 10

MCF-7?

4.10 x10*

3.00x 10

8.80 x 107

3.00x 10

1.20x 10%
1.78

1.32

5.20 x 107

9.60 x 10

>1

>1

3.70x10°
2.18
2.50 x10*

1.60 x 10

HT-29°

1.00x 10°

7.32x10°

5.26 x 10
5.39
6.10 x 10*
3.04

4.60x10°

A-498*

3.60 x 102
5.40 x 10

228 x10°

>1

7.09 x 10

8.40 x 10
<10®
1.50

1.60

pC-3°

1.60 x 10™
1.65x10*

1.73x10°

1.72x 107

4.47 x 10

2.86 x 10"
1.90
3.10x 10*
<10°®
1.10

2.50

PaCa-2° KB’

1.70 x 10* -
1.41x10° -

3.44x10° -

1.33x10* -

7.66 x 1073 -

1.08 x 10™ -
1.03 -
3.30x10* -
2.10 -
3.00 -

2.00 -

Hep G2°

2.90

1.20

3.10x10™

4.60

2.20x 102

7.80 x 10

Hep
2,2,15°

1A9Y°

QOutras
linhagens
Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%
Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%
Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%
Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%

Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%
Hela®/
SMMC-
7721%)
MNK-45%

K562%/

Espécie

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. Squamosa

. reticulata

. reticulata

. reticulata

. reticulata

. reticulata

. reticulata

Referéncia

Chenetal.,
2012a

Chenetal.,
2012a

Chenetal.,
2012a

Chenetal.,
2012a

Hopp et al.,
1999
Shietal.,
1996a
Shietal.,
1996a

Chenetal.,
2011

Chenetal.,
2011

Hopp et al.,
1996
Hopp et al.,
1996
Araya et al.,
2002
Araya et al.,
2002
Guetal.,
1997
Guetal.,
1997
Shi et al.,
1996b
Chavez et al.,
1999
Shietal.,
1997
Shietal.,
1997
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Tabela 3. Valores de ICsy das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA A-549! MCF-7? HT-29° A-498° PC-3° PaCa-2° KB’ Hep G2° Hep Outras Especie Referéncia
2,2,15 linhagens
Rolliniastatina 2 <10°® - 6.40 x 10 - - - 229 - A. reticulata Chaffggest al,
Motrilina 718 25.3 68.6 - - - - 223 - - Acherimolia 1070 €tal:
12,15-cis- } R : : R ) - 4 3 ) Chang etal.,
esquamostatina-D 4.05x 10 2.20x 10 3.10x 10 A.atemoya 1999
Esquamostatina D - - - - - - 390x10%  150x10%  150x10°% - Aatemoya  Chengetals
Bullatanocina <10°® 6.09 x 10! <10 - - - . . _ ) A bullata Gluggth'-
RPML Santos et al
800x10°  3.00x10°  200x107 - - - - - - 7951% A crassifiora >
U-251%
cis- bullatanocinona 1.26 441x102  7.32x10° ; ; ; ; ; ; ; A. bullata Glugggg"
trans- 4 4 Guetal.
bullatanocinona 1.65 5.31x10 5.67 x 10 - - - - - - - A. bullata 1993a
Bullatalicina <10° 3.22x 10 <10° ; ; ; ; ; ; ; A. bullata Glugggg"
SK-MEL-5%/ Hui et al
Bullatalicinona 1.63x 102 8.51x 10* 5.03x 10° - - - - - - MALME- A. bullata K
v 1991
Otivarina* - - - - - - 10° - - VERO (109 A cherimolia  C°"Seta
Hela®/
Annoesquatina A 4.90x 10" 6.63 x 10 - - - - - 450x 10" - 57'\7/'2’\{'2%/ A. squamosa Ch;gleztaal-,
MNK-45%
Hela®/
Annoesquatina B 8.40 x 10 1.50 x 10 - - - - B 2.00 _ 57"742"{|2§/' A. squamosa Ch;gleztaal-,
MNK-45%
Hela?/
Annoesquatina-| 3.10x 10" 5.00 x 10* - - - - - 1.70 x 10 - 5;'\742'\{5/- A. squamosa Chezr(l) itl al.,
MNK-45%
Hela?/
Annoesquatina — 11 6.80 x 10 7.50 x 10* - - - - - 8.00 x 10" - 5;'\742'\{5/- A. squamosa Chezr(l) itl al.,
MNK-45%
Hela®/
Esquamostatina A 2.10x 10" 150 x 10 - - - - - 8.30 x 10" - 57'\7/'2'\{'2% A squamosa Chezr:) itl al.,
MNK-45%
Hela®/
Esquamostatina D - 1.10x 10 - - - - - 5.60 x 10 - 57'\7/'2?2%' A. squamosa Chezrs)tlatlal-,
MNK-45%
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Tabela 3. Valores de ICsy das acetogeninas testadas em linhagens de células neoplasicas humanas e VERO (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA  A549'  MCF-7 HT-29° A-498° PC-3° PaCa-2° KB HepG2 O, 1A9"° ”r?h“;;aeis Espécie  Referéncia
Cherimolina-1 - - - - - - 10 - - - HeLa® A. cherimolia Duretetal.,
1994
1socherimolina-1 - - - - - - 3x10* - - - HeLa® A. cherimolia Duret etal.,
1994
12,15-cis - - - - - - - - - - A549%/Taxol A. squamosa Yuan et
esquamostatina A al.,2015
Esquamostanina B - - - - - - - - - - A549%/Taxol A. squamosa Yuan et
al.,2015
Esquamostanina A - - - - - - - - - - A549%/Taxol A. squamosa Yuan et
al.,2015
Esquamostatina E - - - - - - - - - - A549%/Taxol A. squamosa Yuan et
al.,2015
Jimenezina 1.64 x 107 >10* 425x10°  494x10%  277x10"  1.69x 10" . . - - - A. reticulata Cha‘gg;‘ a,
Muconina 450x10° 2.40x 10" 3.90x 10 1.80x 10 5.80 x 10 5.40 x 10 - - - - - A. reticulata Sg'gg%i'
Epomuricenina A e } R : : R ) 200 : ) ) VERO (>10) A muricata Roblot et al.,
B* 1993
Diepomuricanina A* ; - - - - - 3,00 x 102 - ; ; VERO (240) A muricata R"bigtge; al.,

ICarcinoma de pulméo humano, “Carcinoma de mama humano, *Adenocarcinoma de colon humano, “Carcinoma de rins humano, *Adenocarcinoma de préstata humano, ®Carcinoma pancreatico humano, ‘Carcinoma epidermoide nasofaringeal
humano, ® Carcinoma hepatocelular humano [HBsAg] [-], °Hepatoma HBV tranfectado humano, *°Céancer de ovario humano, *'Cancer ileocecal humano, *?Carcinoma epidermoide nasofaringeal humano resistente a vincristina, **Cancer de ovério
humano com mutagéo B-tubulina, “*Gliobastoma humano, **Carcinoma hepatocelular humano [HBsAg] [+], *°Adenocarcinoma de mama humano, *’Melanoma humano, ®Cancer renal humano, **Tumor de colon humano, ’Cancer de ovério humano,
ZCancer de ovario humano, ?’Cancer cervical humano, *Carcinoma cervical humano, 2*Cancer de bexiga humano, ®Cancer de pele humano, ®Melanoma maligno humano derivado de mestéstase do ganglio axilar, 2’Melanoma maligno humano
derivado de metastase do pulméo, ®Hepatoma humano, Adenocarcinoma géstrico humano, ¥ Melanoma humano derivado de mestéstase do linfonodo, **Glioblastoma humano, *?Leucemia mieloide crénica humano, **Hepatoma humano;*Leucemia
linfobléastica humana, **Carcinoma de pulméo humano resistente a Taxol* substancias testadas em células de origem n&o tumoral de rins de macaco verde africano (VERO)

0§
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Nessas diretrizes, reuniram-se dados de citotoxidade para 201 ACGs
com esqueletos diferentes, que foram organizadas e classificadas de acordo
com o sistema de classificacao geral das ACGs, como exemplificado na Figura
6, p. 37. A Tabela 3, p. 39, elenca valores de ICsy (concentracdo inibitoria
necesséria para a morte de 50% das células) obtidos para estas ACGs em
linhagens neoplasicas humanas. No total, trinta e cinco linhagens de células
diferentes foram usadas para avaliar o efeito citotéxico das ACGs. As linhagens
de tumores solidos foram as mais selecionadas, destacando-se as linhagens
de carcinoma de pulm&o humano (A-549), carcinoma de mama humano (MCF-
7), adenocarcinoma de colon humano (HT-29), carcinoma de rim humano (A-
498), adenocarcinoma de prostata humano (PC-3), carcinoma pancreético
humano (PaCa-2), carcinoma epidermoide nasofaringeal humano (KB),
carcinoma hepatocelular humano (Hep G2), hepatoma humano transfectado
com HBV (Hep 2,2,15), cancer de ovario humano (1-A9). A selecdo destas
linhagens celulares esta associada com a maior incidéncia de cancer nestes
tecidos/6rgaos: pulméo, figado, estbmago, colo-retal e mama, segundo dados
da World Health Organization (WHO), em 2012 (WHO, 2014).

Nos trabalhos que serviram como apoio para a reunido dos dados
expostos na Tabela 3, p. 39, observa-se que a atividade citotoxica das ACGs
foi avaliada em diferentes linhagens, métodos e condi¢bes experimentais.
Portanto, € imprescindivel enfatizar que, pelo fato dos estudos terem sido
realizados sob condi¢cdes distintas, é dificil estabelecer comparacdes entre
todos os resultados obtidos avaliando-se todas as substancias. Porém, de
modo geral, 183 das ACGs testadas, de um total de 201, mostraram
bioatividade para pelo menos uma das linhagens avaliadas. De acordo com o
National Cancer Institute (NCI), substancias puras com o valor da ICsy < 4
png/mL, sdo consideradas ativas (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990).

Numa analise abrangente da Tabela 3, p. 39, os dados mostram uma
consideravel heterogeneidade na poténcia e atividade entre as diferentes
substancias testadas. E evidente que as ACGs, possuem, em graus variados,
citotoxidade in vitro em uma grande variedade de linhagens de células
cancerigenas. Essas avaliacdes apresentam valores de ICso basicamente entre

10t e 10 pg/mL de acordo com a ACG e o tipo de linhagem celular.
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Contudo, almejando buscar uma relagdo estrutura atividade e salvando
as numerosas excecoes, em evidéncia quanto ao potencial citotoxico, no painel
das 10 linhagens mais testadas, as ACGs mais ativas sdo as bis-THF
adjacentes. Este dado corrobora com outras avaliacdes de citotoxidade com
relacdo a estrutura-atividade das ACGs para varias linhagens tumorais
humanas, ressaltando este grupo como o de maior potencial biolégico entre
todas as ACGs (RUPPRECHT et al., 1990; FANG et al., 1993; ZENG et al.,
1996b; TORMO et al., 1999). J& a poténcia das ACGs mono-THF em diferentes
linhagens de tumores soélidos é em torno de 10" a 10°® pug/mL, ndo sendo,
portanto, tdo ativas quando comparadas com as ACGs bis-THF adjacentes.

Sendo quantitativamente pouco isoladas, as ACGs lineares, néo-
classicas e ndo-THF ou -THP, ndo se mostraram tdo promissoras quanto as
mono-THF e as bis-THF, em relac&o a citotoxidade.

Com base nos exemplos das ACGs citotdxicas mencionadas na Tabela
3, p. 39, a Tabela 4, p. 53, mostra a distribuicdo destas ACGs bioativas
isoladas das espécies do género Annona em associacdo com a parte da planta
estudada, processo de extracdo e férmula molecular. A Figura 7, p. 63, e a
Figura 8, p. 63, sumarizam as informacdes da Tabela 4, p. 53, quantificando
as ACGs citotdxicas nas espécies e, quanto a parte da planta usada na

investigacgao fitoquimica, respectivamente.



Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015).

ACETOGENINAS LINEARES

NUmero total de Massa Formula Parte da x o - .
ACETOGENINA carbonos molecular molecular planta Extracéo Posi¢ao da OH Espécie Referéncia
Coriadienina 37 606 CarHesOs Raiz EtOH 4,10, 21,22 A. coriaceae S"‘i‘;gga"'
Colman-
Annojahnina 37 590 C37Hg605 Galhos EtOH 17,18 A. jahnii Saizarbitoria
etal., 1998
. Liaw et al.,
(+)-Monhexocina 35 614 Cs35HgsOs Sementes MeOH 4,9, 15, 16, 19, 20 A. montana 2005
(-)-Monhexocina 35 614 CasHscOs Sementes MeOH 4, 15,16, 19, 20 A. montana L'a;‘ggga"’
Muricatacina 17 284 CuHz0s Sementes MeOH 5 A. montana L'a;‘(’)gtsa"’
. Rieser et al.,
Sementes EtOH A. muricata 1991
Rollicosina 2 396 CasHisOs Frutos AcOEt 415 A. reticulata "'ag(’)gtsa"*
Annomolona A e 34-epi- - Sonetal.,
annomolona A 35 594 CssHs207 Sementes EtOH 15, 20, 34 A. cherimolia 2003
Annomolona B e 34-epi- - Sonetal.,
annomolona B 35 610 CasHe20s Sementes EtOH 4,15, 20,34 A. cherimolia 2003
Annomolina 35 596 CasHeiO7 Sementes EtOH 4,7,8,18 A. cherimolia K'g“ogtla"*
Annocherimolina 37 622 CaHesO7 Sementes EtOH 4,9,13,18 A. cherimolia K'g“ogtla"*
Annocherina 35 594 CasHe207 Sementes EtOH 4,15,20 A. cherimolia W"l‘;ge;a"'
2,4-cis e trans- - Woo et al.,
annocherinona 35 594 C35Hg207 Sementes EtOH 15, 20 A. cherimolia 1999,
Jeteina 35 508 CasHseO Sementes MeOH 10,1520 A. cherimolia C°”legsgelt .,
Coriacina 37 622 Ca1Hs07 Raiz EtOH 4,14, 21,22 A. coriaceae S"‘fggga'”
4-desoxicoriacina 37 606 Ca7Hss06 Raiz EtOH 14,21, 22 A. coriaceae S”\iag;;al”
. . . . Silvaetal.,
Gigantetronenina 37 622 Ca7HesO7 Raiz EtOH 4,14,17,18 A. coriaceae 1996
Liaw et al.,
Sementes MeOH A. montana 2004b
. Casca do . Xuetal.,
Annonacinona 35 594 CssHs207 caule EtOH 4,15,20 A. densicoma 1989
Eter de Jossang et al.,
Sementes petrdleo A. montana 1991

€§



Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Isoannonacina
Isoannonacin-10-ona
Glacina A
Glacina B
Annoglaxina
Annoglacina A
Annoglacina B

4-desoxi-18/21-trans-
annomontacina-10-ona

4-desoxi-18/21-cis-
annomontacina-10-ona

Montalicina G
Montalicina H
Molicina A

Molicina B

4-deoxy
Annomontacina

Annomontacina
Montacina
Cis-montacina
Montanacina
Montalicina A
Montalicina B
Montalicina C
Montalicina D

Montalicina E

Nimero total de
carbonos

35

35

35

35

35

37

37

37

37

35

35

35

35

37

37

35

35

37

33

35

35

35

37

Massa
molecular

596

594

596

596

610

624

624

620

620

612

612

596

596

608

624

610

610

640

552

580

596

596

622

Férmula
molecular

C35H6407
C35HGZO7
C35H6407
C35H6407
C35H6208
Cs7HesO7

Ca7HesO7

C37H6407

Ca7Hs407

CssHe4Os
CasHe4Os
CssHesO7
CssHesO7
Cs7Hes0s
Ca7HegO7
CasHe20s
CasHe20s
C37HGSOB
C33H6006
C35H64OG
C35H64O7
C35H64O7

C37HGGO7

Parte da
planta

Sementes

Casca do
caule
Casca do
caule

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas

Folhas

Galhos

Galhos

Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes

Sementes

Extracéo

Eter de
petréleo

EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH

EtOH

EtOH

EtOH

MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

MeOH

Eter de
petréleo

MeOH

MeOH

Eter de
petréleo

MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

MeOH

Posicdo da OH

10,15,20
15,20
4,12, 17,22
4,12,15,20
8, 15, 20, 22
4,12,17,22

4,12,17,22

17,22

17,22

4,7,9,15,20

4,7,9,15,20
4,7,8,18
4,7,8,18
10, 17, 22
4,10,17,22
4,9,20,25
4,9,20,25

4,8,13,19, 24
4,13,18
4,13,18
4,7,13,18
4,11,13,18

4,7,13,18

Espécie
A. muricata
A. densicoma
A. densicoma
A. glabra
A. glabra
A. glabra
A. glabra

A. glabra

A. jahnii

A. jahnii
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana
A. montana

A. montana

Referéncia

Myint et al.,
1991
Xuetal.,
1989
Xuetal.,
1989
Liuetal.,
1998b
Liuetal.,
1998b
Liuetal.,
1999
Liuetal.,
1999b
Liuetal.,
1999b
Colman-
Saizarbitoria
etal., 1998
Colman-
Saizarbitoria
etal., 1998
Liaw et al.,
2005
Liaw et al.,
2005
Liaw et al.,
2005
Liaw et al.,
2005
Liaw et al.,
2005
Jossang et al.,
1991
Liaw et al.,
2004a
Liaw et al.,
2004a
Jossang et al.,
1990
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
Liaw et al.,
2004b
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA Nung::g;{?;il de m’(\J/::zZ?ar nfglr:gﬂ::r Pslr;?]tia Extracdo Posicéo da OH Espécie Referéncia
Montalicina F 35 596 CasHgsO7 Sementes MeOH 4,9,15,20 A. montana Lia;v(\)/oe;bal.,
Montalicina | 37 624 Cz7Hgs07 Sementes MeOH 4,9,15,20 A. montana Lia;v(\)/oe;bal.,
Montalicina J 37 624 Cz7Hgs07 Sementes MeOH 4,11,17,22 A. montana Lia;vgoe;bal.,

Xylopianina 35 596 C3sHgsO7 Sementes MeOH 4,8,15,20 A. montana Liz;v(\)/oitbal.,
Annopentocina A 35 612 CasHs40s Folhas EtOH 4,10,16,19,20 A. muricata Ze;ggegaa"*
Annopentacina B 35 612 CasHs40s Folhas EtOH 4,10,16,19,20 A. muricata Ze;ggegaa"’
Annopentocina C 35 612 CasHs40s Folhas EtOH 4,10,16,19,20 A. muricata Ze;ggegaa"*

cls- ¢ trans-annomuricina- 35 612 CasHeiOs Folhas EtOH 10,11,15,20 Amuricata  Zegetal:
Annomuricina E 35 612 CasHeaOs Folhas EtOH 4,10,11,15,20 A. muricata Kigggaa"’
Muricapentocina 35 612 CasH:Os Folhas EtOH 4,8,12,15,20 A. muricata Kilrgg;:"’
Muricoreacina 35 628 CasHssOs Folhas EtOH 4,8,10,16,19.20 A. muricata Kigg;é’"'
Murihexocina C 35 628 CasHesOs Folhas EtOH 47,8,16,19,20 A. muricata Kigg;é’"'
Murisolina 35 580 CasHuOe Sementes rfetftgl‘i% 4,15,20 A. muricata My'l";;lt al.
Corossolona 35 578 C3sHg206 Sementes ritretg:i% 15,20 A. muricata Myilngt;I al,
Sementes MeOH A. muricata Char;%giWu,
Corossolina 35 580 C3sHg4Op Sementes r:Eetret:'JI(i% 10,15,20 A. muricata Myilngt;I al,
Sementes MeOH A. muricata Char;%giWu,
Muricina H 35 580 CasH406 Sementes MeOH 19,24,25 A. muricata Lia;‘(’)gtza"’
Muricina | 37 606 CarHs06 Sementes MeOH 19,24,25 A. muricata Lia;‘(’)gtza"’
Cis-annomontacina 37 624 CarHesO7 Sementes MeOH 4,10,17,22 A. muricata Lia;‘(’)gtza"’
Cis-corossolona 35 578 CasHez06 Sementes MeOH 15,20 A. muricata Lia;‘(’)gtza"’
Annocatalina 35 596 CasHeO7 Sementes MeOH 4,19,28,29 A. muricata Lia;‘(’)gtza"’
Muricina A 35 596 CasHssO: Sementes MeOH 4,19,26,27 A. muricata Chanz%g‘lwu’
Muricina B 35 596 CasHssO: Sementes MeOH 4,19,26,27 A muricata Cha"z%(‘fiwu’
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA
Muricina C
Muricina D
Muricina F

Muricatetrocina A e B
Longifolicina
Muricatocina A
Muricatocina B
Annomuricina C
Muricatocina C
Annomuricina A
Annomuricina B

Annomutacina

2,4-trans e cis-10R-
annonacin-A-ona

Cis-annonacina

Cis-annonacin-10-ona

Cis-goniothalamicina
Arianacina
Javoricina

Goniothalamicina

Murihexocina A
Murihexocina B

Annonacina A

Nimero total de
carbonos

35
33
35
35
35
35
35
35
35
35
35
37
35
35

35

35
35
35

35

35
35

35

Massa
molecular

596
568
594
596
580
612
612
612
612
612
612
624
596
596

594

596
596
596

595

628
628

596

Férmula
molecular

CasHesO7
C33HGOO7
C35HGZO7
C35H6407
C35H6406
C35H6408
C35H6408
CssHe4Os
Css5He4Os
Css5He4Os
CssHe4Os
Cs7HesO7
CssHesO7
CssHesO7

CasHs207

CasHssO7
CasHssO7
CasHssO7

CasHssO7

C35H6409
C35H6409

C35H6407

Parte da
planta

Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Folhas
Folhas

Sementes

Extracéo
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
Hexano
Hexano
MeOH
Hexano
Hexano
Hexano

Hexano

Eter de
petroleo

MeOH
EtOH

EtOH

CHCl3:MeO
H

Posicdo da OH
4,21,24,25
4,19,22,23
4,21,27,28
4,16,19,20

10,13,18
4,10,12,15,20
4,10,12,15,20
4,10,11,15,20
4,10,12,15,20
4,10,11,15,20
4,10,11,15,20

4,10,17,22
10, 15, 20
4,10,15,20

4,15,20

4,10,13,18
4,12,15,20
4,12,15,20

4,10,13,18

4,7,8,16, 19, 20
4,7,8,16, 19, 20

4,10,15,20

>

Espécie

. muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
. muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
muricata
montana
muricata
muricata
muricata
muricata
montana
. montana
muricata

muricata

. purpurea

Referéncia

Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Chang & Wu,
2001
Wu et al.,
1995a
Wu et al.,
1995a
Wu et al.,
1995b
Wu et al.,
1995b
Wu et al.,
1995¢
Wu et al.,
1995¢
Wu et al.,
1995d
Wu et al.,
1995d
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Liaw et al.,
2004b
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Rieser et al.,
1996
Jossang et al.,
1990.
Liaw et al.,
2004b
Zengetal.,
1995
Zengetal.,
1995
Chévez &
Mata, 1998
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Parisina

4-desoxi
annoreticuina
Cis-4-desoxi
Annoreticuina
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona B
2,4-cis- e trans-
esquamoxinona C
2,4-cis- e trans- mosinona
A

Mosina B
Mosina C

Annoreticuina-9-ona

Esquafosacina B
Esquafosacina C
Esquafosacina F
Esquafosacina G
Esquadiolina A
Esquadiolina B
Esquadiolina C
Cis-annotemoyina-1
Uvariamicina |
Uvariamicina I11

Muricatetrocina C

Reticulatacina

Nimero total de
carbonos

37
35
35
37
37
35
37
35
35

35

37
35
35
37
37
37
37
35
37
37

35

37

Massa
molecular

656
580
580
624
624
596
620
594
594

594

624
580
564
592
640
640
624
564
592
592

596

592

Férmula
molecular

Cs7Hes0g
C35H6406
C35H6406
C37H6807
C37H6807
C35H6407
C37H6407
CasHe207
CssHe207

CasHe207

Cs7HesO7
CssHe4Os
CasHe4Os
Cs7He0s
Ca7HesOs
Cs7HesOs
Ca7HesO7
Cas5He4Os
C37H6805
C37H6805

C35H6407

Ca7HesOs

Parte da
planta

Raiz
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Folhas

Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes

Folhas

Casca

Extracéo
MeOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
MeOH
AcOEt
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH

EtOH:CH,Cl,

EtOH

Posicdo da OH
4,15,20,23,24,36
9,15,20
9,15,20
11,17,22
11,17,22
11,17,22
15,20
4,15,20
4,15,20

4,15,20

15, 20, 27, 28
11,17, 22
15,20
19,24
15, 16, 19, 24, 28
16, 19, 20, 23, 24
4,16, 21,22
17,22
15,20
19,24

4,16,19,20

17,22

Espécie
A. salzmanii
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. reticulata
A. reticulata
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa

A. reticultata

A. reticulata

Referéncia

Queiroz et
al., 2003
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al.,1998b
Hopp et
al.,1999
Hopp et
al.,1999
Hopp et
al.,1997
Hopp et
al.,1997
Hopp et
al.,1997
Hopp et
al.,1997

Chang et al.,
1993
Chang et al.,
1998
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008
Liaw et al.,
2008

Shi et al.,

1996a

Saad et al.,
1991
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA NGmero total de Massa Férmula Parte da Extracdo Posicéo da OH Espécie Referéncia
carbonos molecular molecular planta
Sementes MeOH A. reticulata Llag\(/)(e)gal‘,
Rollinecina A 37 624 Cz7Hgs07 Folhas EtOH 4,14,17,22 A. reticulata Shi et a1996¢
Rollinecina B 37 624 CarHesO Folhas EtOH 4,14,17,22 A. reticulata S'l'ggtei"'
Annonacina 35 596 CasHesO7 Folhas MeOH 4,10,15,20 A. reticulata Y“;’(‘)g;a"’
Casca do EtOH A. densicoma Xuet al.,1989
caule )
Eter de . Myint et al.,
Sementes pgtréleo A. muricata 1991
Eter de Jossang et al.,
Sementes petrdleo A. montana 1991
Liaw et al.,
Sementes MeOH A. montana 2004b
Annoreticuina 35 596 CasHesO- Folhas MeOH 4,9,15,20 A. reticulata Chafgge; al.
Liaw et al.,
Sementes MeOH A. montana 2004b
Isoannoretocuina 35 596 C3sHgsO7 Folhas MeOH 9, 15,20 A. reticulata Chafggegt al.,
35 596 CazsHgsO7 Casca EtOH 9,15,20 A. squamosa ;ogggegt
Esquamona 35 594 CasHs207 Folhas MeOH 15,20 A. reticulata Chafggegt al.,
Casca EtOH A. squamosa Lietal., 1990
. . Chang et al.,
Solamina 35 564 C3sHgsOs Folhas MeOH 15,20 A. reticulata 1993
Eter de . Myint et al.,
Sementes petréleo A .muricata 1991
. Roblot etal.,
Sementes MeOH A .muricata 1993
Annomonicina 35 612 CasHoaOs Folhas MeOH 4,8,13,15,20 A. reticulata Chai‘gge?f al,
Eter de Jossang et al.,
Sementes petrbleo A. montana 1990,
Cis-/trans-isomurisolina 35 578 CasHez06 Sementes AcOEt 15, 20 A. reticulata Chafggeg al,
Cis-/trans-murisolinona 35 580 C3s5He4O6 Sementes AcOEt 4,15, 20 A. reticulata Chang et1998
Annotemoina-1 35 564 CasHgsOs5 Sementes EtOH 17,22 A. squamosa Yuan et.2015
Annoesquamina B 35 564 CasHgsOs5 Sementes EtOH 11,16 A. squamosa Yuan et.2015
Annoesquamina A 35 564 CasHgsOs5 Sementes EtOH 9,14 A. squamosa Yuan et.2015
Esquamocina 37 622 Cz7Hg07 Sementes AcOEt 15,24,28 A. atemoya Cha;ggeg;( al,
Hui et al.
Casca EtOH A. bullata 1991
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA

Neoannonina

Bullatacina

Desacetiluvaricina

4-desoxiasimicina

2,4-cis- e trans-
bulladecinona

32-hidroxibullatacina

31-hidroxibullatacina

30-hidroxibullatacina

2,4-cis-28-hidroxi
Bullatacinona
2,4-trans-28-hidroxi
Bullatacinona
2,4-cis e trans-32-

hydtoxybullatacinona

2,4-cis e trans-31-

hydtoxybullatacinona

2,4-cis e trans-30-

hydtoxybullatacinona

2,4- cis e trans-
bullatacinona

Bullatacinona

Nimero total de
carbonos

35

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

Massa
molecular

578

622

606

606

638

638

638

638

638

638

638

638

638

622

622

Férmula
molecular

C35H6206

C37H6607

C37H6606

Cs7Hes06
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
C37HGEOB
C37HGEOB
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
Ca7HesO7

Ca7Hes07

Parte da
planta

Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Casca

Casca
Casca

Sementes
Sementes
Casca
Sementes
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Casca
Sementes

Casca do
caule

Extracéo
AcOEt
MeOH
AcOEt
AcOEt

EtOH

EtOH
EtOH
EtOH

AcOEt

EtOH

CHCl3:MeOH
(1:1)

EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
EtOH

EtOH

EtOH

Posicdo da OH

13,22

4,15,24

15,24

15,24
20,23,24
4,15,24,32
4,15,24,31
4,15,24,30
15,24,28
15,24,28
15, 24, 32
15,24, 31
15, 24, 30
15,24

15,24

Espécie
A. reticulata
A. spinescens

A. atemoya
A. atemoya
A. bullata

A. bullata
A. squamosa

A. squamosa
A. atemoya
A. bullata

A. reticulata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata
A. bullata

A. reticulata

A. squamosa

Referéncia

Yuan et al.,
2006
Queiroz et
al., 1998
Chang et al.,
1999
Chang et al.,
1999
Guetal.
1995
Hui et al.,
1989.
Lietal., 1990
Chenetal.,
2011
Chang et al.,
1999
Guetal.
1993a
Chavez et al.,
1999
Guetal.
1993a
Guetal.
1994
Guetal.
1995
Guetal.
1995
Guetal.
1995
Guetal.
1995
Guetal.
1995
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Guetal.,
1993b
Hui et al.,
1989.
Chang et al.,
1998
Lietal., 1990
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA
Itrabina
Laerradurina
Araticulina
Glabracina A
Glabracina B
27- hidroxibullatacina
Annocatacina A
Annocatacina B
Purpurediolina
Purpurenina
Annoglaucina
Purpuracenina
Salzmanolina
Salzmanina
Carolina A
Carolina B
Carolina C

Espinencina

2,4-cis- e trans-
esquamolinona
2,4-cis e trans-9-oxo-
asimicinona

Bullacina B
Annoesquacina A
Annoesquacina B
Annoesquacina C

Annoesquacina D

Nimero total de
carbonos

35
37
37
37
37
37
35
35
37
37
37
37
37
37
37
37
35
37
35
37
37
35
37
37

37

Massa
molecular

596
624
638
638
638
638
578
578
638
638
638
638
654
638
622
622
594
638
594
636
622
578
606
622

606

Férmula
molecular

C35H6407
C37H6807
C37HGGOS
C37H6608
C37H6608
C37H6608
CssH6206
CssH6206
Cs7Hes0s
Cs7Hes0s
Cs7He60s
Cs7Hes0s
Ca7Hes0¢
Ca7Hes0s
Ca7HesO7
Ca7HesO7
CssHe207
Cs7Hes0s
CssHe207
C37H64OB
C37H6607
C35H6206
C37H6606
C37HGGO7

C37HGGOG

Parte da
planta

Sementes
Sementes
Sementes
Folhas
Folhas
Folhas
Sementes
Folhas
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Raiz
Raiz
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Casca
Casca
Casca
Sementes
Sementes
Sementes

Sementes

Extracéo

MeOH

Eter de
petréleo

EtOH
EtOH
EtOH
EtOH
MeOH

MeOH

CHCl3:MeOH
(1:1)
CHCl3:MeOH
(1:1)
CHCl3:MeOH
(1:1)
CHCl3:MeOH
(1:1)

MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
MeOH
EtOH
EtOH
EtOH
CHCl;
CHCl;
CHCl;

CHCl;

Posicdo da OH
13,22,33
15,24,35

4,12,15,24
4,10,23,24
4,10,23,24
4,15,24,27
4,23
4,23
15,24,28,29
10,15,24,29
4,10,15,24
4,10,15,24
15,17,24,28,29
12,15,24,28
15,24,28
15,24,29
13,22,26
15,24,28,29
15,24
15,24
6,15,24
11,20
11,22
11,22,25

13,20

Espécie
A. cherimolia
A. cherimolia
A. crassiflora

A. glabra

A. glabra

A. glabra

A. muricata
A. muricata
A. purpurea
A. purpurea
A. purpurea
A. purpurea
A. salzmanii
A. salzmanii
A. spinescens
A. spinescens
A. spinescens
A. spinescens
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa
A. squamosa

A. squamosa

Referéncia

Cortes et al.,
1991
Cortes et al.,
1991
Santos et al.,
1996
Liuetal.,
1998a
Liuetal.,
1998a
Liuetal.,
1999a
Chang et al.,
2003
Chang et al.,
2003
Chavez &
Mata, 1998
Chavez &
Mata, 1998
Chévez &
Mata, 1998
Chévez &
Mata, 1999
Queiroz et
al., 2002
Queiroz et
al., 1999
Queiroz et
al., 1998
Queiroz et
al., 1998
Queiroz et
al., 1998
Queiroz et
al., 1998
Hopp et al.,
1998a
Hopp et al.,
1998a
Hopp et al.,
1998a
Chenetal.,
2012a
Chenetal.,
2012a
Chenetal.,
2012a
Chenetal.,
2012a
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Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

ACETOGENINA NuT;:g;r?ézl de m'(\J/II:SZEIiar rrfglrgztjll:r P;{z:it(;a Extracéo Posicéo da OH Espécie Referéncia
2'4'°i5;:i r:i’:zogng'd roxi 37 638 CarHesOs Casca EtOH 9,15,24 A. squamosa HOpl';;; .,
Rollidecina A 37 638 Ca7HesOs Folhas EtOH:CH,CI, 4,20,23,24 A. squamosa ng‘;teaa"'
Rollidecina B 37 638 Ca7HesOs Folhas EtOH:CH,CI, 4,20,23,24 A. squamosa ng‘;teaa"'
Annoesquacina | 37 622 CaHecO7 Sementes EtOH 10,19, 23 A. squamosa Ch‘zr(‘)itla"’
Uvarigrandina A 37 622 CotHecO7 Sementes EtOH 5,15,24 A. squamosa Ch‘zr(‘)itla"’
Esquamotacina 37 622 CarHesO7 Cizcjedo EtOH 4,13, 22 A. squamosa Ho’i’;&; .,
Molvizarina 35 504 CssHeO7 Cizcjedo EtOH 41322 A. squamosa Ho’i’;&; .,
Esquamocina-O; 37 638 C37HesOs Sementes MeOH 12,15,24,28 A. squamosa Arazygoezt al,
Esquamocina-O, 37 638 C37HesOs Sementes MeOH 12,15,24,28 A. squamosa Arazygoezt al,
Rollidecina C 35 578 CasHe206 Folhas EtOH 420 A. reticulata G‘ig;?'
Rollidecina D 37 606 CarHss06 Folhas EtOH 422 A. reticulata G‘igg?'
Mucoxina 37 622 CarHs:O1 Folhas EtOH 8,14,17 A. reticulata 52'92%3'
Membranacina 37 606 C37HesO6 Sementes CHC(Ii::'I/)IeOH 15,24 A. reticulata Ché\izzggt al,
Rollitacina 37 638 CarHscOs Folhas EtOH 15,24,28,29 A. reticulata Shligéé""'
Rollinacina 37 594 CasHez07 Folhas EtOH 410,20 A. reticulata Shligg"'
Rolliniastatina 2 37 622 CaHseO: Folhas MeOH 4,15,24 A. reticulata Chafgge; al.,
Motrilina 37 622 CarHesO: Sementes F:Eeztter:):iecJ 15, 24,29 A. cherimolia Tm;‘goest a,
ACETOGENINAS BIS-THF NAO ADJACENTES
12’15'°i5'esqgam°5tati“a' 37 622 CaHesO7 Sementes AcOEt 16, 19, 24 A. atemoya Chafgge; al.,
Esquamostatina D 37 622 CarHss07 Sementes ACOEt 16, 19, 24 A. atemoya Chafggegt al,
Bullatanocina 37 638 Ca7HesOs Casca EtOH 4,16,19, 24 A. bullata Gluggg:"
Sementes ritter:')lii A. crassiflora Santlogge4t al,
cis- bullatanocinona 37 638 Ca7HesOs Casca EtOH 16,19, 24 A. bullata GI“QSEZ"
trans- bullatanocinona 37 638 Ca7Hes0s Casca EtOH 16, 19,24 A. bullata Gluggtazl.
Bullatalicina 37 638 CarHss0s Casca EtOH 4,16, 19,24 A. bullata Gluggg?'

T9



Tabela 4. Acetogeninas bioativas isoladas de diferentes espécies do género Annona (1989-2015). (Cont.)

lala}

ACETOGENINA Nurg;a:t())otr(])(tgl de m'(\J/II:SZEIiar rrfglrggtjll:r P;{;ﬁt(;a Extracéo Posicéo da OH Espécie Referéncia
Bullatalicinona 37 638 CarHosOs Casca EtOH 16,19, 24 A. bullata H“lige;la"*
Otivarina 37 640 CarHesOs Sementes pEetter(r)Ide% 16, 19, 24, 35 A. cherimolia Cortlegsgelt .,
Annoesquatina A 37 622 Cz7Hs607 Sementes CHCl; 13,16, 21 A. squamosa Ch;gleztaal.,
Annoesquatina B 37 638 CarHesOs Sementes CHC, 13, 16, 21, 29 A. squamosa Chzegleztaa"’
Annoesquatina-1 37 638 CarHesOs Sementes EtOH 21,24, 29, 30 A. squamosa Chezr(‘)itla"’
Annoesquatina—I1 37 638 CarHesOs Sementes EtOH 5,21, 24,29 A. squamosa Chezr(‘)itla"’
Esquamostatina A 37 638 C37HgsOs Sementes EtOH 16,19,24,28 A. squamosa Chezr:)itlal.,
Esquamostatina D 37 622 C37HgsO7 Sementes EtOH 16,19,24 A. squamosa Chezr:)itlal.,
Cherimolina-1 37 638 CarHosOs Raizes MeOH 4,16, 19, 24 A. cherimolia D“rfsgfl al,
Isocherimolina-1 37 638 CarHosOs Raizes MeOH 16, 19, 24 A. cherimolia D“T;:i al,
12,15-cis es‘ﬁ‘am"smna 37 638 CarHesOs Sementes EtOH 16,19,24,28 A. squamosa Y“‘Z%f;a"’
Esquamostanina B 37 638 CarHesOs Sementes EtOH 15,18,23,27 A. squamosa Y“‘Z%f;a"’
Esquamostanina A 37 638 CarHesOs Sementes EtOH 15,18,23.27 A. squamosa Y“‘Z%f;a"’
Esquamostatina E 37 622 CarHesOs Sementes EtOH 16,19,24 A. squamosa Y“‘Z%f;a"’
ACETOGENINAS NAO CLASSICAS
Jimenezina 37 622 Ca7HesO Sementes CHC(';::'}’)'QOH 415,23 A. reticulata Ché‘gg;t a,
Muconina 37 622 CarHss01 Folhas EtOH 412,22 A. reticulata Sq;g%%‘
ACETOGENINAS NAO THF OU THP
Epomuricenina A e B 35 530 CasHez03 Sementes MeOH 15,16/ 13,14 A. muricata RObigtgest al.
Diepomuricanina 35 546 CasHe20s Sementes MeOH 15,16,19,20 A. muricata RObigtgest al.

Solventes utilizados no preparo dos extratos: EtOH (etanol), MeOH (methanol), AcOEt (acetato de etila), CH,Cl, (diclorometano) e CHClz(clorofémio)

29
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Figura 7. Distribuicdo das acetogeninas citotoxicas nas espécies do género

Annona.

Como pode ser visto na Figura 8, pode-se observar que as ACGs estdo
presentes em varias partes da planta das espécies do género Annona. Porém,
€ notavel que a maior parte das ACGs isoladas e testadas quanto a

citotoxidade foi encontrada nas sementes, seguidas das folhas.

Casca do
caule; 7

Raiz; 9

Fruto; 1

Galhos; ?:\\\

Figura 8. Partes da planta usadas na investigacéao fitoquimica das espécies do

género Annona.

Diante do exposto, além de estabelecerem a importancia citotoxica das
ACGs, outros estudos focaram em elucidar o seu modo de acdao.

Londershausen e colaboradores (1991) presumiram que o mecanismo de acao
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citotoxica das ACGs consistia, principalmente, pela forte capacidade inibitéria
do transporte de elétrons na mitocéndria com especifica acdo no complexo |
(ZAFRA-POLO et al.,1998). Esta atividade foi confirmada por outros grupos de
pesquisa (AHAMMADSAHIB et al., 1993; LEWIS et al., 1993; MIYOSHI et al.,
1998; TAKADA et al., 2000). Depois, as ACGs foram consideradas como as
substancias mais potentes entre os diversos inibidores existentes do complexo
| (BERMEJO et al., 2005).

O transporte de elétrons ao longo da cadeia mitocondrial segue uma
ordem de complexos que vai do | ao IV (LEHNINGER et al., 1995). O complexo
I, que € o sitio de agcdo das ACGs, envolve a transferéncia de elétrons do
NADH até a ubiquinona (ZAFRA-POLO et al.,1998). Este complexo, também
chamado de NADH: ubiquinona oxidorredutase, € o0 passo limitante na
producdo de energia pelas mitocéndrias. Esta enzima € a via principal para a
producéo de energia na célula, logo sua inibicédo interfere na producdo de ATP,
podendo induzir a morte celular programada, apoptose (ZENG et al.,1996).

Também, foi constatado que as ACGs sao poderosas inibidoras das
NADH oxidases na membrana plasmatica das células cancerosas. Essa
enzima permite que a célula tumoral produza ATP em condi¢Bes anaerdbicas
por restaurar os niveis de NAD, permitir a glicélise e a continuacdo da
fosforilacdo ao nivel de substrato (LONDERSHAUSEN et al., 1991). Em ambos
0S mecanismos, a acao das ACGs resulta na inibicdo da producédo de ATP
(OBERLIES et al., 1995). Isso, vinculado ao fato da alta demanda de ATP pelas
células tumorais poderia explicar a sensibilidade das linhagens de células
neoplasicas aos inibidores do complexo | (JEWESS, 1994).

Portanto, as ACGs séo substancias promissoras para se tornarem uma
nova geragdo de farmacos anti-tumorais. No entanto, seu mecanismo de
citotoxidade seletiva e os fatores que modulam a eficacia contra as células

cancerosas ainda ndo séo bem conhecidos (BERMEJO et al., 2005).

3.4 O cancer

Cancer, neoplasia ou tumor maligno s&o sindnimos usados para

denominar um conjunto de doencas caracterizado pelo crescimento
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descontrolado de células que atinge milhares de individuos a cada ano.
(ROBBINS, 2005).

Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relacionou cerca de 100 fatores
fisicos, quimicos e biolégicos como carcinogénicos. Entre os fatores fisicos, a
exposicdo a radiacdo ultravioleta esta associada, por exemplo, ao
desenvolvimento de cancer de pele (MASSARI et al., 2007). Hidrocarbonetos
aromaticos e tabaco representam importantes fatores quimicos de risco para o
desenvolvimento de cancer de pulméo (VEGLIA et al., 2007). Além dos fatores
ambientais citados acima, que sdo responsaveis por 95% dos carcinomas,
fatores genéticos estdo associados a 5% dos canceres em humanos
(SONNENSCHEIN & SOTO, 2008).

A origem da célula cancerosa € consequéncia de alteracdes genéticas
que podem ser produzidas por diversos mecanismos como a inativagdo de
genes supressores de tumor, ativagdo de oncogenes, inativacdo de genes
responsaveis pela apoptose e mutacfes produzidas por agentes quimicos,
fisicos e biolégicos, os chamados carcindgenos (SIEBER et al., 2003).

O desenvolvimento do cancer é um processo de multiplos passos
envolvendo mutacdo e selecdo de células com capacidade progressivamente
aumentada para proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase (COOPER,
2001; DEVLIN, 2007; RANG et al., 2004). Uma vez que adquirem essa
habilidade, as células cancerigenas atingem a circulagao linfatica e sanguinea
e se estabelecem em tecidos distintos daquele de origem, dando inicio a novos
tumores (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

As alteracbes genéticas presentes em neoplasias resultam em diferentes
graus de alteracdo fenotipica. Como exemplo, pode haver aumento da
expressdo de receptores para fatores de crescimento, favorecendo a
proliferagdo celular (ADRIAENSSENS et al., 2008; DAWOOD et al., 2008).
Outra alteracdo fenotipica importante em células tumorais é a reducdo da
apoptose e o0 desenvolvimento de mecanismos que tornam possiveis a
sobrevivéncia e a proliferacdo de células com DNA danificado (WENDT et al.,
2006; TOILLON et al., 2007). Outras caracteristicas também sdo de grande
relevancia, como: angiogénese sustentada, evasao do sistema imune; uma

elevada resposta de danos no DNA causada por elevadas taxas de replicacéo
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e defeitos no mecanismo de reparo do DNA; estresse proteotoxico - um
aumento na quantidade de toxicos desnovela proteinas nas células; estresse
mitotico / instabilidade cromossbmica; estresse metabodlico - o aumento da
utilizacdo de glicdlise, em vez de fosforilacdo oxidativa, como meio de
producdo de ATP; e estresse oxidativo - um aumento no nivel de espécies
reativas de oxigénio em células tumorais (LUO et al., 2009).

Em termos epidemioldgicos, nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma
dimensdo maior convertendo-se em um evidente problema de saude publica
mundial. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que até 2030 sejam
previstos 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por
cancer e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, convivendo com esta
doenca. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixas e
médias rendas (WHO, 2012).

Seguindo tendéncia mundial, no Brasil, as estimativas para o biénio
2016-2017 apontam a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos de
cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180
mil casos novos), ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos de cancer. Sem
contar os casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em
homens serdo prostata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estbmago
(6,0%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do

atero (7,9%), figurar&o entre os principais (INCA, 2016).

3.4.1 Morte celular e cancer

Uma das primeiras classificacdes para diferenciar os tipos de morte
celular foi proposta por Schweichel e Merker, que separou em trés classes
nomeadas como: apoptose, autofagia e necrose (SCHWEICHEL & MERKER,
1973). Estes eventos de morte celular sdo os mecanismos melhor
compreendidos. De modo geral, a necrose € considerada como um tipo de
morte celular néo fisiologica e durante este processo o conteudo celular &
liberado, causando dano as células vizinhas e uma reacgéao inflamatoria no local
(ZIEGLER & GROSCURTH, 2004). A autofagia € um processo catabdlico de
degradacéo e reciclagem de componentes celulares (LEVINE & YUAN, 2005).
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Ja a apoptose € um mecanismo de morte celular programada central para
varios processos bioldgicos (HANNUN, 1997).

Porém, com o aparecimento de métodos bioquimicos que possibilitaram
quantificar a expressao, atividade e localizacédo celular de proteinas envolvidas
nos processos de morte celular, pode-se distinguir fenbmenos até entdo
similares, quando levado em conta apenas os aspectos morfologicos. Assim,
novas nomenclaturas para os eventos de morte celular surgiram, a exemplos:
entosis, piroptose, necroptose e cornificacdo. Mas pouca informacdo esta
disponivel até 0 momento sobre estes eventos e, apesar de muitos esfor¢os na
area, ainda alguns autores divergem quanto a esta classificacdo (GALLUZZI et
al., 2012).

Frente a todos esses conhecimentos, a morte celular € uma resposta
fundamental na formagéo do organismo vivo durante o desenvolvimento e na
regulacdo da homeostase do tecido através da eliminacdo de células néo
desejadas. Além disso, a regulacdo da morte celular desempenha um papel
importante no crescimento e progressdo do cancer, e defeitos nas vias de
morte celular sdo a marca registrada da doenga (OKADA & MAK, 2004).

O desenvolvimento de novas estratégias no tratamento do cancer é
embasado na inducdo da morte nas células tumorais e em uma maior resposta
aos tratamentos com radiacao e agentes citotéxicos. Além disso, a apoptose na
pratica clinica vem sendo considerada alvo para um potencial uso terapéutico
(GRIVICICH, 2007).

3.4.1.1 Apoptose

Em 1964, foi proposto o termo "morte celular programada" para designar
um tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental (LOCKSHIN &
WILLIAMS, 1964). Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose
para indicar este fenomeno (KERR et al., 1972).

Sendo um processo altamente seletivo, a apoptose é importante tanto
em condicdes fisiologicas como em condi¢des patoldgicas, ocorrendo nas mais
diversas situagdes, como por exemplo, na organogénese e hematopoiese

normal e patoldgica, na reposicao fisiolégica de certos tecidos maduros, na
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atrofia dos 6rgéos, na resposta inflamatéria e na eliminacdo de células apos
dano celular por agentes genotdoxicos (WONG, 2011; RANGANATH &
NAGASHREE, 2001).

Diariamente, mais de 30 milhdes de células somaticas sofrem morte
celular e séo repostas em um organismo saudavel, e a apoptose €é responsavel
por aproximadamente 90% destas mortes, eliminado células velhas, com
funcionalidade diminuida ou com algum dano potencialmente prejudicial a
homeostase do organismo, entre as quais estdo as células iniciadoras de
tumores (ELMORE, 2007).

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito
marcantes e coordenadas. De um modo geral, é um fenbmeno bastante rapido:
ocorre uma retracdo da célula que causa perda da aderéncia com a matriz
extracelular e células vizinhas. As organelas celulares mantém a sua
morfologia, com excecdo, em alguns casos, das mitocondrias, que podem
apresentar ruptura da membrana externa. A cromatina sofre condensagéo e se
concentra junto a membrana nuclear, que se mantém intacta durante todo o
processo. A seguir, a membrana celular forma prolongamentos (blebs) e o
ndcleo se desintegra em fragmentos envoltos pela membrana nuclear, que sédo
acompanhados por arredondamento da célula, reducdo do volume celular
(picnose) e retracdo de pseuddépodes. Os prolongamentos da membrana
celular aumentam de numero e tamanho e rompem, originando estruturas
contendo o conteldo celular. Estas porcdes celulares envoltas pela membrana
celular sdo denominadas corpos apoptoticos. Os corpos apoptéticos sao
rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem causar um processo
inflamatorio. As células fagociticas normalmente engolfam as células
apoptoticas antes da ocorréncia de corpos apoptéticos, mas em situacdes
especiais, tais como em cultivo in vitro de células, as células em apoptose séo
submetidas a degradacéo que se assemelha a necrose, condicdo denominada
necrose secundaria (ZIEGLER & GROSCURTH, 2004).

Aléem de alteragbes morfoldgicas, a apoptose apresenta algumas
alteracdes bioquimicas como a externalizacdo de fosfatidilserina, que permite o
reconhecimento por fagocitos sem a liberagdo de componentes pro-

inflamatorios, clivagem do DNA realizado por endonucleases promovendo a
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fragmentacdo do DNA, e ativacdo das caspases. As caspases ativadas clivam
muitas proteinas vitais e acabam com a integridade do nucleo e do
citoesqueleto (HENGARTNER, 2000; MC CARTHY & EVAN, 1998).

Diversos séo os fatores que podem desencadear a apoptose, entre eles:
ligacdo de moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos,
radiacdo ionizante, danos no DNA, choque térmico, privacdo de fatores de
crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados de espécies
reativas do oxigénio. A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas
diferentes maneiras: pela via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca
(mitocondrial) (GRIVICICH et al., 2007).

A via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de ligantes de morte
especificos a um receptor de morte do grupo de receptores de membrana da
superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Embora
varios receptores de morte tenham sido descritos, os mais conhecidos desta
familia sdo os receptores de fatores de necrose tumoral tipo 1 (rTNF1) e a
proteina Fas (CD95) e os seus ligantes sdo chamados de TNF e Fas ligante
(FasL), respectivamente (HENGARTNER, 2000).

Todos os membros da familia rTNF possuem um subdominio
extracelular rico em cisteina, o qual permite que eles reconhecam seus
ligantes. Tal fato resulta na trimerizacdo e consequente ativacdo dos
receptores de morte especificos. A sinalizagdo a seguir € mediada pela porcéo
citoplasmatica desses receptores que contém uma sequencia de 65
aminoacidos chamada "dominio de morte" sendo, por isso, chamados de
"receptores de morte celular" (NAISMITH & SPRANG,1998). Quando os
receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, 0s seus
dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-
1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar
a caspase-3, executando a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001).

A via intrinseca (ou mitocondrial) da apoptose é ativada quando a célula
sinaliza algum dano ao DNA e estresses celulares como hipoxia,
concentragbes elevadas de calcio citosolico, radiacdo, drogas
quimioterapéuticas (ADAMS & CORY, 1998). Esta via é modulada por uma

familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por apoptose que
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participam ativamente da regulacao da apoptose, a familia Bcl-2 (dominio BH3)
(BORNER, 2003).

A familia Bcl-2 é divida em dois grupos de proteinas, as anti-apoptoticas
(tendo como principais componentes Bcl-2- o primeiro membro descrito e que
deu origem ao nome da familia de proteinas, além de Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 e
Mcl-1) e as pro-apoptoticas (por exemplo, Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik,
BimeHRK). Todas as proteinas tém como principal funcdo modular a
permeabilidade da membrana mitocondrial: os membros anti-apoptoticos
interagem com os membros pré-apoptéticos, impedindo que formem complexos
na superficie da mitocondria e, assim, a liberagdo de moléculas mitocondriais
(CORY & ADAMS, 2002). Embora as proteinas anti-apoptéticas regulem a
apoptose através do bloqueio da liberacdo de citocromo c¢ mitocondrial, as
proteinas pré-apoptoéticas atuam através da promocao desta liberacdo (REED,
1997).

A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteinas anti-
apoptéticas e pro-apoptoticas (PETROS et al., 2004). Isto é desfeito quando
um sinal de ativacéo da via intrinseca € disparado na célula, e ha a dissociacéo
destas interacdes e ocorre um desequilibrio entre as proteinas anti-apoptoéticas
e pro-apoptoticas (ELMORE, 2007).

Uma vez que ocorre o desbalanco entre as proteinas anti e pro-
apoptoéticas, as pro-apoptoéticas levam a formacdo de poros (cujo principais
componentes sdo as proteinas Bax e Bak) na membrana da mitocéndria
(ELMORE, 2007). Também, quando sinais de morte alcangam a mitocondria,
levam ao colapso do potencial da membrana mitocondrial interna, bem como a
uma transi¢éo da permeabilidade mitocondrial (TPM) (LOEFFLER & KREMER,
2000). Consequentemente, ocorre a liberacdo de moléculas para o citoplasma
da célula, entre a quais a mais conhecida € o citocromo ¢. Quando no citosol, o
citocromo c ativa a proteina citosolica Apaf-1, formando um complexo chamado
de apoptossomo, que cliva e ativa a caspase-9, que por sua vez ativa as
caspases 3, 6 e 7, executoras do processo apoptotico (ELMORE, 2007; RIEDL
& SHI, 2004).
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Juntamente com citocromo c, as proteinas SMAC/DIABLO e Omi/ HtrA2
localizadas nas mitocondrias também sao liberadas no citoplasma. Quando
liberadas, essas duas proteinas se ligam a uma proteina inibidora de caspases
conhecida como XIAP, essa ligacédo ajuda a ativar os mecanismos de apoptose
por neutralizar a funcdo inibitéria dessa proteina (FISCHER & SCHULZE-
OSTHOFF, 2005).

A apoptose na pratica clinica é um alvo para um potencial uso
terapéutico ou para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a
radioterapia e a quimioterapia, pois defeitos ou anormalidades ao longo das
vias apoptoticas é considerado interessante para tratamento do cancer.
Diversos farmacos com diferentes mecanismos de acao induzem morte celular
por apoptose. Com o desenvolvimento de compostos promissores,
particularmente se tratando dos derivados de produtos naturais, a busca por
novos prototipos se intensifica. Além disso, véarios estudos clinicos e preé-
clinicos com farmacos que tém por alvo membros da familia Bcl-2 estdo em
andamento. A reducdo na atividade da Bcl-2 e Bcl-XL € suficiente para induzir

a célula a entrar em apoptose (KIM et al., 2006).

3.4.2 Acetogeninas como indutoras de apoptose

Pelo fato das ACGs serem conhecidas pelo poder citotoxico em
linhagens celulares tumorais em virtude da sua inibicdo no complexo | da
cadeia respiratdria mitocondrial, o desperto interesse foi de investigar o
mecanismo de acdo das ACGs sobre os processos envolvidos na morte de
células tumorais (LIAW et al., 2010). E assim, depois que a ligagdo entre a
cadeia respiratoria mitocondrial e a morte celular por apoptose foi esclarecida,
muitas pesquisam se direcionaram a isso (WOLVETANG et al., 1994).

Um estudo realizado por Chih e colaboradores (2001) demonstrou pela
primeira vez a inducdo de apoptose em células tumorais pelas acetogeninas.
Esse estudo comprovou que a bullatacina (15) (Figura 9, p. 72) induz a morte
celular por apoptose na linhagem Hep 2.2.15 (hepatocarcinoma), conforme
determinado pela dupla marcacao de anexina V e iodeto de propideo.
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A fim de apurar este processo de morte celular induzido pelas ACGs,
Yuan e colaboradores (2003) ao testarem a annonacina (16) (Figura 9) em
células de cancer de bexiga (T24) contastaram a presenca de Bax e caspase-3
e que as células paralisam na fase G1 do ciclo celular. Além disso, a
esquamocina (17) (Figura 9) inibiu a proliferacao células de leucemia mieloide
cronica paralisando as células em G2/M (LU et al., 2006). Na linhagem
leucémica HL-60 tratadas com esquamocina (17), foi observado ativacdo de
caspase-3 (ZHU et al., 2002). Esses sao alguns exemplos de trabalhos que
associam as ACGs com apoptose, fazendo com o que os membros desta
classe de compostos naturais sejam considerados objetos de futuras geracdes

de farmacos anticancer (LIAW et al., 2010).
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Figura 9. Acetogeninas indutoras de apoptose.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Materiais usados no estudo fitoquimico
4.1.1.1 Material botanico

Raizes de Annona dioica: os exemplares da espécie A. dioca foram
coletados no cerrado de Horqueta-Concepcion (Paraguai) em abril de
2003. A classificacédo botanica da espécie foi realizada pelas professoras
Rosa Degen e Nélida Sdria do departamento de botanica da Universidad
Nacional de Asuncion (UNA) e exsicata da planta se encontra
depositada no Herbario UENF (HUENF) sob o numero de registro 8567.

Folhas de Annona acutiflora: os exemplares da espécie A. acutiflora
foram coletados na Reserva de Pacotuba-Cachoeiro de Itapemirim — ES
(Brasil) em junho de 2012. A classificagdo botanica da espécie foi
realizada por Adriana Lobao e exsicata da planta se encontra depositada
no Herbario UENF (HUENF) sob o nimero de registro H9482.

Folhas de Annona dolabripetala: os exemplares da espécie Annona
dolabripetala foram coletados na Reserva de Pacotuba- Cachoeiro de
Itapemirim — ES (Brasil) junho de 2012. A classificacdo botanica da
espécie foi realizada por Adriana Lobao e exsicata da planta se encontra
depositada no Herbario UENF (HUENF) sob o ndmero de registro
H9480.

4.1.1.2 Equipamentos e Materiais

Evaporador rotativo Buchi Waterbath B-480.

Espectrofotometro  Infravermelho, CARY 630 FTIR, Agilent
Technologies.

Espectrdmetros Ressonéncia Magnética Nuclear BRUKER, modelo
DPX-500 (*H-300 MHz e *3C-500 MHz), utilizando como padrdo CHCls
(8n 7.26)

Espectrometro de massas ESI-MS, aparelho ESQUIRE 3000 PLUS-
Bruker.

Silica gel 60 (0,200-0,063 mm) e silica gel 60 (0,040-0,063 mm)- Merck.
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Cromatofolha de silica gel 60 F2s4 (20X20 cm) — Merck.
Radiacgéao ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 360 nm.

Balanca analitica (Shimadzu)

4.1.1.3 Solventes e Reagentes

Hexano P.A. Labsynth e Scharlau

Acetato de etila P.A.- Labsynth e Scharlau
Diclorometano P.A. - Labsynth e Scharlau
Cloroférmio P.A. - Labsynth e Scharlau
Metanol P.A. - Labsynth e Scharlau
Etanol P.A. - Labsynth e Scharlau
Isopropanol P.A. - Labsynth e Scharlau
Cloroférmio deuterado — Sigma Aldrich
Acido Sulfurico - MERCK

Anisaldeido- MERCK

4.1.1.4 Preparo dos Reagentes

Solucéo reveladora de anisaldeido: foram adicionados aos 6,25 mL de
anisaldeido, 12,5 mL de &cido acético, 106,25 mL de metanol e 6,26 mL
de &cido sulfarico concentrado.

Solucéo reveladora de vanilina: 3,0 g de vanilina foram dissolvidos em
uma solugéo contendo: 135 mL de 4gua destilada, 135 mL de metanol e
30mL de &acido sulfurico concentrado. A solucdo foi estocada em um
frasco escuro.

Reagente de Kedde: 5,6 g de hidroxido de potassio foram diluidos em
agua destilada para 50 mL de solugdo. A outra solucdo € preparada
com 1 g de acido 3,5-dinitrobenzadico diluidos em 50 mL de metanol.
Reagente de Mayer: 5 g de iodeto de potassio foram diluidos em 50 mL
de &gua destilada. A esta solucédo foram adicionados 12 g de iodeto de
mercurio e completou-se com agua destilada para um volume de 100

mL.
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4.1.2 Materiais usados no estudo biolégico

4.1.2.1 Equipamentos e Materiais

Estufa para cultura celular— Forma Scientific Inc., modelo 3159
Fluxo laminar — Veco

Garrafa de cultivo celular de 25 cm?, 75 cm?® e 150 cm?* TPP
Centrifuga - IEC CENTRA-7R

Centrifuga — FANEM Baby | Mod. 206

Tubo falcon de 20 mL e 50 mL - TPP

Pipetas - Lapmater soft

Ponteiras - Axygen

Espectrofotometro - Epoch™, BioTek® Instruments, Inc
Citdbmetro de fluxo - FACS Calibur

Transiluminador UV - Bio-Rad, Gel Doc ™ XR +

Placas de cultura 96 pocos, 24 pocos e 6 pocos- TPP
Criotubos -Corning

Microscépio- Axionplan — Carl Zeiss

Vacutainer de heparina - BD

Agulha — BD

Vortex - Gehaka

pHmetro — Biomixer

Balanca analitica (Shimadzu)

Agitador magnético — IKA Ret basic

Autoclave vertical - Prismatec

4.1.2.2 Solventes, Reagentes e Kits de Reagentes

Dimetilsulfoxido (DMSO)- SIGMA
Isopropanol P.A. - Labsynth e Scharlau
Acido cloridrico P.A. - Labsynth

Trypan Blue - SIGMA (T6146)
Doxorrubicina- SIGMA

GelRed — Biotium

Meio de cultura DMEM/F-12 — Gibco (BRL)
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e Enterotoxina B de Staphilococcus (SEB) -Sigma (S0812).

e Gentamicina — Gibco

e RNAse A - SIGMA

¢ |odeto de propidio - SIGMA

e Soro fetal bovino — Gibco

¢ AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit - SIGMA-ALDRICH

e lodeto de 5,5,6,6'-tetracloro- 1,1’,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina
(JC-1) — SIGMA

e Colorimeter Sampler Kit - Invitrogen

4.2 Métodos
4.2.1 Metodologia do estudo fitoquimico
4.2.1.1 Preparo e fracionamento do extrato bruto de A. dioica

As raizes de A. dioica foram secas ao ar livre, em ambiente sombreado,
e pulverizadas em moinhos de martelo (760 g).

A extracdo dos constituintes quimicos foi realizada por maceracéo a frio
utilizando uma solucdo hidroalcdolica (etanol:agua; 9:1). As solu¢des obtidas
foram concentradas a pressao reduzida em evaporador rotativo fornecendo o

extrato bruto, codificado como ADR (8,62 g).

Particdo do extrato hidroalc6olico da raiz de A. dioica

O extrato bruto hidroalcéolico da raiz foi submetido a um fracionamento
colocando a amostra em pastilha com silica gel 60 (0,200-0,063 mm) em um
funil de Blchner, com sistema de filtragdo a vacuo, utilizando solventes em
ordem crescente de polaridade CHCI; AcOEt e MeOH e assim, dando origem
as respectivas fragdes: ADR-C, ADR-A e ADR-M (Figura 10, p. 77).
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Extrato hidroalcéolico das raizes
ADR (8,62 g)
ADR-C ADR-A ADR-M
(6,029) (0,859) (1,44 9)

Figura 10. FragOes resultantes do extrato hidroalcoolico das raizes de A. dioica
(ADR).

De acordo com o perfil de cada uma destas fracdes observado através
de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) com o0 uso de
reveladores como a vanilina sulfirica, solucdo de anisaldeido, reagente de
Kedde e luz ultravioleta (254 nm) e, sobretudo, em funcdo da atividade
citotéxica avaliada, o trabalho se focou na fracdo ADR-C. As fracbes nao
trabalhadas, resultantes das posteriores cromatografias em coluna, sé&o
justificadas por ndo apresentarem acetogeninas mediante a aplicacao reagente
especifico Kedde ou pouca massa versus complexidade. O resumo da analise

cromatografica desta fracdo é apresentado na Figura 11, p. 78.



4.2.1.1.2.1 Andlise da fracao cloroférmica ADR-C (2,97 g)

Resumo dos constituintes isolados da fracdo em cloroféormio das raizes de Annona dioica

Annona dicica [raizes

ADR (8,62g)
ADR-C
(2,97 g)
FM: CH,ClyMeOH
total: 11 fr.
ADR-C2 ADR-C3 ADR-C4 ADR-C5 ADR-C6 ADR-C7 ADR-C8
(120,0 mg) (348,7 mg) (543,4mg) (550,8 mg) (5630,0mg) (335,9mg) (233,3mg)
M: Hex CHCl, lsoP FM: Hex:CHClylsoP | FM: Hex'CHCIy IsoP FM: Hex:Ac OEt:MeOH FM: Hex:CHCla:IsoP FM: Hex:AcOELMeOH
6,5:7:1) (6:5:1) (6:8:1) (8:4,5:1) (6,5:8:1) (9:2:1) EM:
otal 5 fr total: 5 fr total: 4 fr. total: 5 fr total: 6 fr. total: G fr. Hex'CHCl, IsoP
______________ (3:8:1)
"ADR-C2.3! | ADR-C2.41| ADR-C3.2 ADR-C4.2 ADR-C5.3 ADR-CE.2 ADR-C7.3 total: 9 fr
.Y Pl A2 il (110,.2mg) (170,8mg) (220,5mg) (134,5 mg) (110,7mg)
:_ﬁ_sf_Tg_)_: 1 (255mg) | FM. Hex CHCIIs0F | Fy: Hex-CHCIyIsoP FM: Hex:AcOEtMeOH [F: HexAcOEtMeOH FM: Hex AcOEEMeOH
(5:7,5:1) (6:8:1) (6:3:1) (9:4:1) () _————
total 3 fr total: 3 fr. total: 4 fr. total: 5fr total: 71r : ADR-C8.5 "
_——— - - - f 1
ADR-C3.2.2 ADR-C4.2.2 ADR-C5.3.2 ADR-C533 | 1ADR-C6.2.2! ADR-C7.3.2 : (29?)4m ) :
(68,2 mg) (120,5 mg) (73,0 mg) (69,6mg) | . 33 : (22,8mg) 1_(290mg)
2 M
FM: Hex:CHCl;lsoP | pp: Hex: CHCI, IsoP FM: Hex:AcOEtMeOH ‘- (‘ - ‘El)‘ - Fa e CHCI S0P
(6:7,8:1) soma) (s:5) : FM: Hex:AcOEtMeOH (6:7.5:1)
,5:8: 151 9,7:3,8:1) total: 7 fr.
e — ] _mial_ ifil total: 5 fr. total: 4 fr, Emal' St [ I
ApDR.O3O 95 T —= Pt = T ADR-C7.3.2.3)
1 ADR-G32.221 LADR-C4223, 1 ADRC53.2.4 : A5 !
i A1l ' ! A2 ro A3 ! IADR-C5.3.3.3 ' (100mg)
L_21m9) T\ (200mg) 1 ! (105mg) (30,0 mg) LU
FM: Hex:CHCIs lsoP
(6,5:7,5:1)
total: 5 fr.

Figura 11. Resumo da andlise cromatografica da fragcdo ADR-C.

8.
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Inicialmente uma parte (2,97 g) da fracdo ADR-C foi submetida a uma
cromatografia em coluna a pressdo normal empacotada com gel de silica
(0,200-0,063 mm) como suporte para a fase estacionaria. A fase movel,
selecionada conforme a polaridade da amostra, foi constituida por uma mistura
de diclorometano:metanol em gradiente crescente de polaridade até 100 %
(v/v) de metanol. Desse fracionamento foram coletadas 48 fracdes, que
posteriormente foram reunidas em 11 fracGes, através de comparacdo por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fractes

esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C.

I‘Ferl?r?ic()j?iz Cadigos Massa (mg) Observacgdes
1-24 ADR-CO 1154
25-26 ADR-C1 35,3
27 ADR-C2 120,0 Trabalhada
28-29 ADR-C3 348,7 Trabalhada
30-31 ADR-C4 543,4 Trabalhada
32-37 ADR-C5 550,8 Trabalhada
38-39 ADR-C6 530,9 Trabalhada
40 ADR-C7 335,9 Trabalhada
41-42 ADR-C8 233,3 Trabalhada
43-44 ADR-C9 35,8
45-48 ADR-C10 20,4

Anélise da fracdo ADR-C2 (120,0 mg)

A fracdo ADR-C2 foi submetida a cromatografia em coluna a presséao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase mdvel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6,5:7:1), sendo coletadas 50 fra¢cdes, que
posteriormente foram reunidas em 5 novas fracbes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. Desse fracionamento foram isoladas a
acetogenina Al na fracdo ADR-C2.2 e a acetogenina A2 na fracdo ADR-C2.4. O

estudo cromatografico das fracdes estd descrito na Tabela 6, p. 80.
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Tabela 6. Estudo cromatografico da fracdo ADR-C2.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacdes
1-12 ADR-C2.1 20,3
13-26 ADR-C2.2 16,4 Al
27-39 ADR-C2.3 35,7
40-46 ADR-C2.4 25,5 A2
47-50 ADR-C2.5 14,7

Andlise da fracdo ADR-C3 (348,7 mQ)

A fracdo ADR-C3 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6:5:1), sendo coletadas 67 fracdes, que
posteriormente foram reunidas em 5 novas fragdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Estudo cromatografico da fracdo ADR-C3.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacdes
1-7 ADR-C3.1 27,5
8-39 ADR-C3.2 110,2 Trabalhada
40-45 ADR-C3.3 30,6
46-52 ADR-C3.4 40,2
53-67 ADR-C3.5 126,0

Analise da fracdo ADR-C3.2 (110,2 mg)

A fracdo ADR-C3.2 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi

constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
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hexano:cloroféormio:isopropanol (5:7,5:1), sendo coletadas 45 fragBes, que
posteriormente foram reunidas em 3 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C3.2.

Fracoes reunidas Cdodigos Massa (mg) Observacgoes
1-10 ADR-C3.2.1 12,4
11-25 ADR-C3.2.2 68,2 Trabalhada
26-45 ADR-C3.2.3 22,1

Andlise da fracdo ADR-C3.2.2 (68,2 mQ)

A fragdo ADR-C3.2.2 foi submetida a cromatografia em coluna a
pressao normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a
fase estacionaria. A fase modvel, selecionada conforme a polaridade da
amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6:7,8:1), sendo coletadas 33 fracBes, que
posteriormente foram reunidas em 3 novas fragdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina Al
na fracdo ADR-C3.2.2.2. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito na
Tabela 9.

Tabela 9. Estudo cromatogréfico da fracdo ADR-C3.2.2.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacgoes
1-7 ADR-C3.2.2.1 10,0
8-17 ADR-C3.2.2.2 22,1 Al
18-33 ADR-C3.2.2.3 30,4

Anadlise da fracdo ADR-C4 (543,4 mg)

A fracdo ADR-C4 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase

estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
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constituida por gradiente isocrético formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6:8:1), sendo coletadas 54 fracbes, que
posteriormente foram reunidas em 4 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 10.

Tabela 10. Estudo cromatogréafico da fragdo ADR-C4.

Fracoes reunidas Cdodigos Massa (mg) Observacgoes
1-12 ADR-C4.1 54,9
13-18 ADR-C4.2 170,8 Trabalhada
19-32 ADR-C4.3 177,5
33-54 ADR-C4.4 133,4

Andlise da fracdo ADR-C4.2 (170,8 mqQ)

A fracdo ADR-C4.2 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6:8:1), sendo coletadas 30 fracdes, que
posteriormente foram reunidas em 3 novas fragdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 11.

Tabela 11. Estudo cromatogréfico da fracdo ADR-C4.2.

FracOes reunidas Caodigos Massa (mgQ) Observacgoes
1-6 ADR-C4.2.1 22,6
7-15 ADR-C4.2.2 120,5 Trabalhada

16-30 ADR-C4.2.3 20,5
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Analise da fragdo ADR-C4.2.2 (120,5 mg)

A fracdo ADR-C4.2.2 foi submetida a cromatografia em coluna a
pressdo normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a
fase estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da
amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (5,5:8:1), sendo coletadas 67 fracbes, que
posteriormente foram reunidas em 5 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina A2
na fracdo ADR-C4.2.2.3. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito na
Tabela 12.

Tabela 12. Estudo cromatogréafico da fragdo ADR-C4.2.2.

Fracoes reunidas Cdodigos Massa (mg) Observacgoes
1-15 ADR-C4.2.2.1 53
16-22 ADR-C4.2.2.2 15,7
23-35 ADR-C4.2.2.3 20,0 A2
36-46 ADR-C4.2.2.4 14,2
47-67 ADRC4.2.2.5 50,7

Andlise da fracdo ADR-C5 (550,8 mQ)

A fracdo ADR-C5 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema hexano:acetato de
etila:metanol (8:4,5:1), sendo coletadas 60 fragdes, que posteriormente foram
reunidas em 5 novas fracdes, atraves de comparacdao por cromatografia em
camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito
na Tabela 13, p. 84.
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Tabela 13. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C5.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacdes
1-15 ADR-C5.1 40,3
16-24 ADR-C5.2 115,7
25-38 ADR-C5.3 220,5 Trabalhada
39-49 ADR-C5.4 50,6
50-60 ADR-C5.5 115,8

Andlise da fracdo ADR-C5.3 (220,5 mgQ)

A fracdo ADR-C5.3 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema hexano:acetato de
etila:zmetanol (6:8:1), sendo coletadas 60 fracbes, que posteriormente foram
reunidas em 4 novas fracdes, através de comparacdo por cromatografia em
camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracdes estd descrito
na Tabela 14.

Tabela 14. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C5.3.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacgoes
1-15 ADR-C5.3.1 15,6
16-24 ADR-C5.3.2 73,0 Trabalhada
25-38 ADR-C5.3.3 69,6 Trabalhada
39-60 ADR-C5.3.4 54,3

Andlise da fracdo ADR-C5.3.2 (73,0 mQ)

A fracdo ADR-C5.3.2 foi submetida a cromatografia em coluna a
pressdo normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a
fase estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da
amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:acetato de etilazmetanol (8:5:1), sendo coletadas 46 fracdes, que

posteriormente foram reunidas em 4 novas fra¢des, através de comparacao por
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cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina A3
na fracdo ADR-C5.3.2.4. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito na
Tabela 15.

Tabela 15. Estudo cromatogréafico da fragdo ADR-C5.3.2.

FracOes reunidas Cdbdigos Massa (mg) Observacgoes
1-15 ADRC5.3.2.1 16,1
16-23 ADRC5.3.2.2 20,0
24-34 ADRC5.3.2.3 9,3
35-46 ADRC5.3.2.4 10,5 A3

Analise da fragdo ADR-C5.3.3 (69,6 mQ)

A fracdo ADR-C5.3.3 foi submetida a cromatografia em coluna a
pressdo normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a
fase estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da
amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:acetato de etila:metanol (9,7:3,8:1), sendo coletadas 44 fracdes, que
posteriormente foram reunidas em 3 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 16.

Tabela 16. Estudo cromatogréafico da fragdo ADR-C5.3.3.

FracOes reunidas Caodigos Massa (mg) Observacgoes
1-17 ADR-C5.3.3.1 13,6
18-29 ADR-C5.3.3.2 23,0
30-44 ADR-C5.3.3.3 30,0 Trabalhada

Andlise da fracdo ADR-C5.3.3.3 (30,0 mqQ)

A fracdo ADR-C5.3.3.3 foi submetida a cromatografia em coluna a
pressdo normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a
fase estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da
amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema

hexano:cloroférmio:isopropanol (6,5:7,5:1), sendo coletadas 48 fracfes, que
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posteriormente foram reunidas em 5 novas fragdes, através de comparagao por
cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina A6
na fracdo ADR-C5.3.3.3.3. O estudo cromatografico das fracbes esta descrito
na Tabela 17.

Tabela 17. Estudo cromatografico da fracdo ADR-C5.3.3.3.

rlzerl?r?i(()jzss Cadigos Massa (mg) Observacgdes
1-7 ADR-C5.3.3.3.1 3,0
8-12 ADR-C5.3.3.3.2 10,5
13-20 ADR-C5.3.3.3.3 6,7 A6
21-26 ADR-C5.3.3.3.4 3,0
27-48 ADR-C5.3.3.3.5 2,0

Andlise da fracdo ADR-C6 (530,0 mQ)

A fracdo ADR-C6 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isorpopanol (6,5:8:1), sendo coletadas 77 fracBes, que
posteriormente foram reunidas em 6 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. O estudo cromatografico das

fracOes esta descrito na Tabela 18.

Tabela 18. Estudo cromatogréfico da fracdo ADR-C6.

FracOes reunidas Caodigos Massa (mgQ) Observacdes
1-12 ADR-C6.1 30,5
13-17 ADR-C6.2 134,5 Trabalhada
18-30 ADR-C6.3 37,8
31-44 ADR-C6.4 35,7
45-54 ADR-C6.5 145,8

55-77 ADR-C6.6 135,4
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Analise da fracdo ADR-C6.2 (134,5 mg)

A fracdo ADR-C6.2 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema hexano:acetato de
etila:metanol (9:4:1), sendo coletadas 60 fracbes, que posteriormente foram
reunidas em 5 novas fracdes, através de comparacdo por cromatografia em
camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina A3 na fracdo ADR-
C6.2.2. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 19.

Tabela 19. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C6.2.

FracOes

reunidas Cébdigos Massa (mg) Observacgdes
1-16 ADR-C6.2.1 10,3
17-20 ADR-C6.2.2 5,5 A3
21-25 ADR-C6.2.3 15,3
26-41 ADR-C6.2.4 43,5
42-60 ADR-C6.2.5 41,2

Andlise da fracdo ADR-C7 (335,9 mg)

A fracdo ADR-C7 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema hexano:acetato de
etila:zmetanol (9:2:1), sendo coletadas 100 fragGes, que posteriormente foram
reunidas em 6 novas fracOes, através de comparacdo por cromatografia em
camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito
na Tabela 20, p. 88.



Tabela 20. Estudo cromatografico da fracdo ADR-CY7.
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rlzerl?r?i(()jzss Cadigos Massa (mg) Observacgdes
1-20 ADR-C7.1 43,2
21-36 ADR-C7.2 30,5
37-44 ADR-C7.3 110,7 Trabalhada
45-59 ADR-C7.4 38,5
60-74 ADR-C7.5 95,8

75-100 ADR-C7.6 10,2

Analise da fragcdo ADR-C7.3 (110,7 mg)

A fracdo ADR-C7.3 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao

normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase

estacionéaria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi

constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema hexano:acetato de

etila:metanol (9:4:1), sendo coletadas 63 fracfes, que posteriormente foram

reunidas em 7 novas fracdes, através de comparacdo por cromatografia em

camada delgada analitica. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito

na Tabela 21.

Tabela 21. Estudo cromatografico da fragdo ADR-C7.3.

FracOes

reunidas Cadigos Massa (mg) Observacdes
1-9 ADR-C7.3.1 30,2

10-13 ADR-C7.3.2 22,8 Trabalhada
14-17 ADR-C7.3.3 17,0
18-23 ADR-C7.3.4 1,1
24-35 ADR-C7.3.5 2,8
36-50 ADR-C7.3.6 14,6
51-63 ADR-C7.3.7 15,5

Anélise da fracdo ADR-C7.3.2 (22,8 mg)

A fracdo ADR-C7.3.2 foi submetida a cromatografia em coluna a

pressdo normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a

fase estacionaria. A fase modvel, selecionada conforme a polaridade da
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amostra, foi constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (6:7,5:1), sendo coletadas 81 fracBes, que
posteriormente foram reunidas em 7 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolada a acetogenina A5
na fracdo ADR-C7.3.2.3. O estudo cromatografico das fracdes estd descrito na
Tabela 22.

Tabela 22. Estudo cromatogréafico da fragdo ADR-C7.3.2.

ri:rl?r?icc)jzss Cddigos Massa (mg) Observacgdes
1-11 ADR-C7.3.2.1 1,0
12-13 ADR-C7.3.2.2 1,0
14-23 ADR-C7.3.2.3 10,0 A5
24-34 ADR-C7.3.2.4 2,1
35-43 ADR-C7.3.2.5 1,8
44-60 ADR-C7.3.2.6 2,6
61-81 ADR-C7.3.2.7 15

Andlise da fracdo ADR-C8 (233,3 mQ)

A fragcdo ADRCS8 foi submetida a cromatografia em coluna a pressao
normal utilizando gel de silica (0,040-0,063 mm) como suporte para a fase
estacionéria. A fase movel, selecionada conforme a polaridade da amostra, foi
constituida por gradiente isocratico formado pelo sistema
hexano:cloroférmio:isopropanol (3:8:1), sendo coletadas 114 fracbes, que
posteriormente foram reunidas em 9 novas fracdes, através de comparacao por
cromatografia em camada delgada analitica. Sendo, isolado a acetogenina A4
na fracdo ADR-C8.5. O estudo cromatografico das fracbes esta descrito na
Tabela 23.

Tabela 23. Estudo cromatografico da fracdo ADR-C8.

Fracoes

reunidas Codigos Massa (mg) Observacdes
1-24 ADR-C8.1 217
25-34 ADR-C8.2 26.6

35-48 ADR-C8.3 40,3



49-54
55-65
66-74
75-109
110-113
114

ADR-C8.4
ADR-C8.5
ADR-C8.6
ADR-C8.7
ADR-C8.8
ADR-C8.9

90

28,3
29,0 A4
30,0
15,3
10,0
8,0

4.2.1.1.3 Extracdo com solucdo aquosa acida da fracdo cloroférmica da

raiz de A. dioica

Uma parte da fracdo cloroférmica da raiz de A. dioica foi submetida a

uma extracdo aquosa-acida, a fim de verificar a presenca de alcaloides. A

Figura 12, detalha este procedimento.

Fracéo clorofdrmica das
raizes de A. dioica

(430 g)

Extracio com HCI 0.5N (3 vezes- 20 mL) / MAYER

Fase orgénica
(369,23 mg)

Fase aquosa
acida

1)  Alcalinizacéo com NH; —pH = 9-10
2) Extracdo com CH,Cl; (3 vezes- 20 mL)

Fase orgénica

Fase aquosa

1)
2)
3)

4)

Lavagem com H,0O
Sulfato de sodio anidro
Filracéo

Evaporacéo no rotavapor

Residuo
(95 mg)

4w CCD- DETECCAOQ -> DRAGENDORFF

Figura 12. Extragcdo de alcaloides com solucdo aquosa-acida.
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4.2.1.2 Preparo e fracionamento do extrato bruto de A. acutiflora

As folhas de A. acutiflora foram secas ao ar livre, em ambiente
sombreado, e pulverizadas em moinhos de martelo (540,4 g).

A extracdo dos constituintes quimicos foi realizada por maceracgéo a frio
utilizando uma solucdo hidroalcéolica (etanol:dgua; 9:1). As solu¢des obtidas
foram concentradas a pressao reduzida em evaporador rotativo fornecendo o

extrato bruto que foi codificado como AAF (9,62 g).

Particdo do extrato hidroalc6olico das folhas de A. acutiflora

O extrato hidroalcéolico das folhas foi submetido a uma particdo
liquido-liquido com cloroférmio: agua (1:1), originado a fracdo AAF-C. Com
uma parte da porcdo organica (AAF-C), foi realizada outra particdo liquido-
liguido com metanol/agua (90%):hexano (1:1) dando origem as respectivas
fracbes: AAF-H e AAF-M (Figura 13).

Extrato hidroalcdolico das folhas

AAF (862 0)
AAF-H AAF-C AAF-M
(3,36 g) (260 mg) (4.80 g)

Figura 13. FracgOes resultantes do extrato hidroalcoolico das folhas de A.
acutifllora (AAF).

4.2.1.3 Preparo e fracionamento do extrato bruto de A. dolabripetala

As folhas de A. dolabripetala foram secas ao ar livre, em ambiente

sombreado, e pulverizadas em moinhos de martelo (430,0 g).
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A extracdo dos constituintes quimicos foi realizada por maceracgéo a frio
utilizando uma solucdo hidroalcoéolica (etanol:agua; 9:1). As solugcdes obtidas
foram concentradas a pressao reduzida em evaporador rotativo fornecendo o

extrato bruto que foi codificado como ADF (7,40 g).

Particdo do extrato hidroalcéolico das folhas de A. dolabripetala

O extrato hidroalcéolico das folhas (ADF) foi submetido a uma particdo
liquido-liquido com cloroférmio: agua (1:1), originado a fracdo ADF-C. Com
uma parte da por¢cdo organica (ADF-C), foi realizada outra particdo liquido-
liguido com metanol/agua (90%):hexano (1:1) dando origem as respectivas
fracbes ADF-H e ADF-M (Figura 14).

Extrato hidroalcdolico das folhas

ADF (7 40 g}
ADF-H ADF-C ADF-M
(4,60 g} (1,50 mg) (1,04 g}

Figura 14. Fracles resultantes do extrato hidroalcéolico das folhas de A.
dolabripetala (ADF).

4.2.1.4 Avaliagéo do grau de pureza das substancias isoladas

O grau de pureza das substancias isoladas foi avaliado através de
cromatografia em camada delgada analitica e dados espectrais. As
acetogeninas sdo de forma geral substancias de aspecto liquido denso
(oleosas) nao permitindo a realizagéo do ponto de fuséo.

4.2.1.5 Identificacéo e elucidacao estrutural das substancias isoladas

A identificagéo e elucidagdo estrutural se deram, principalmente, através
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da espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e *3C), somado
as analises bidimensionais de correlacdo homonuclear de hidrogénio e
hidrogénio (*H-'H-COSY); heteronuclear de carbono-13 e hidrogénio (HSQC).
Em complementacéo, foi usado o espectrofotometro de massas ESI-MS foram

utilizados.

4.2.2 Metodologia do estudo biolégico
4.2.2.1 Amostras de estudo

e Fracdes obtidas das espécies A. acutiflora (hexanica, cloroférmica e
metandlica), A. dioica (cloroférmica, acetato de etila e metandlica) e A.
dolabripetala (hexanica, cloroférmica e metandlica).

e Substancias isoladas da fracdo cloroformica de A. dioica: motrilina,
esquamocina, annonacina, isoannonacina, cherimolina-1 e
isocherimolina-1.

e Substancias gentilmente cedidas pela profa. Dra. Maria Raquel Garcia
Vega isoladas da fracdo cloroférmica das raizes de A. dioica, na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob a colaboragdo do
Prof. Dr. Raimundo Braz-Filho: paraguaina e paraguaina acetilada.

4.2.2.1.1 Diluicdo, concentracdes de trabalho e armazenamento das

fracGes e substancias puras

Para a realizacdo dos testes bioldgicos foram preparadas solu¢des stock
das fracOes obtidas das espécies A. acutiflora, A. dioica e A. dolabripetala na
concentragdo de 200 mg/mL ou 10 mg/50 pL empregando-se DMSO
(dimetilsulfoxido) (Sigma) para solubilizar. As solugbes stock das substancias
puras motrilina, esquamocina, annonacina, isoannonacina, cherimolina-1,
isocherimolina-1, paraguaina e paraguaina acetilada foram preparadas na
concentracdo de 0,1 mol/L empregando-se DMSO para solubilizar. As aliquotas
dessas solucbes stock foram armazenadas em freezer (Freezer Forma
Scientific) a temperatura de -20°C até o momento de montagem dos

experimentos. Para os distintos tratamentos, estas solucbes, previamente
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solubilizadas em DMSO, foram diluidas em meio de cultura celular DMEM/F-12
(Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 20 pg/mL de
gentamicina (Gibco) até alcancar as concentracfes necessarias especificas
para cada experimento.

Durante a realizagdo dos ensaios, foi avaliado um controle de células
tratadas com DMSO diluido em meio de cultura ha mesma proporcao utilizada
para dissolver as amostras. As concentracbes de DMSO estavam abaixo de
0,2 % do volume, o que ndo implicou ser toxico para células.

A solucdo stock da doxorrubicina (Sigma), controle positivo dos
experimentos, foi preparada na concentracdo de 50 ng/mL empregando-se

PBS estéril para solubilizar.

4.2.2.2 Cultura das linhagens de células de origem neopléasica

As linhagens celulares neoplasicas humanas, adquiridas da American
Type Culture Collection (ATCC), usadas para a triagem da bioatividade das
amostras foram: U-937 (linfoma histiocitico), THP-1 (leucemia monocitica
aguda), COLO 205 (adenocarcinoma de célon), NCI-H460 (carcinoma de
pulmédo). Para elucidacdo do mecanismo de morte celular induzido pelas
substéancias ativas, foi usada a linhagem celular U-937.

Todas as linhagens celulares foram criopreservadas a -196°C em
nitrogénio liquido com soro fetal bovino e 10 % de DMSO em criotubos. Para o
cultivo, as células foram submetidas a um processo rapido de
descongelamento onde os criotubos foram imersos em banho-maria a 37 °C.
Posteriormente, foram transferidas para garrafas de cultivo estéreis de 25 cm?,
utilizando o meio de cultivo celular DMEM/F-12 (Gibco) suplementado com 20
png/mL de gentamicina (Gibco) e 10 % de soro fetal bovino (Gibco). As culturas
celulares foram mantidas em estufa (Forma Scientific Inc., modelo 3159) a 37
°C, com 5 % de CO; e umidade controlada. Além disso, tiveram seu
crescimento acompanhado sob microscépio a cada 24 horas e replicadas a

cada dois dias.
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Nas linhagens de células aderentes COLO 205 e NCI-H460 os repiques
foram realizados utilizando solucéo de tripsina (0,25 % + EDTA 1 mmol/L) em

tampéo PBS e pH 7,4 para desprender as células aderidas ao fundo da garrafa.

4.2.2.3 Obtencéo e cultura das linhagens de células normais

As células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) foram
obtidas do sangue venoso de voluntarios saudaveis sendo coletado pelo
sistema de tubos "VacutainerTM" (Becton Dikinson) contendo heparina sédica
como anticoagulante e processado pela metodologia descrita por Bennett &
Breit (1994). O sangue total coletado foi lentamente adicionado sobre o Ficoll-
Paque™ Plus (1,08 g/mL) na proporcdo de 2:1 (20 mL de sangue para 10 mL
de Ficoll) em tubo falcon de 50 mL, centrifugado (Centrifuga Sorval) a 1500 rpm
por 40 minutos, a 20 °C. O plasma, que compde a primeira camada no tubo de
centrifuga, foi descartado e o anel de células mononucleares foi colhido, lavado
trés vezes com meio de cultura (DMEM/F-12) gelado ndo suplementado e
centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 4 °C. Apés as lavagens, as PBMCs
foram quantificadas e ressuspendidas em meio DMEM/F-12 suplementado com
10 % de soro fetal bovino e 20 ug/mL de gentamicina. Para estimular a cultura
de PBMCs, foi adicionado 0,25 pg/mL Enterotoxina B de Staphilococcus (SEB)
(Sigma).

4.2.2.4 Quantificagcao celular adequada para os experimentos

A gquantificagcdo celular foi feita em cadmara de Neubauer (Boeco) com
corante vital azul de Trypan (Sigma) na concentracdo de 0,4 mmol/L. Uma
aliquota das células de cada cultura foi quantificada e as células
ressuspendidas em meio de cultura DMEM/F-12 completo, de modo a obter-se

a concentracao final de 1,0x10° células/mL de cultura.
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4.2.2.5 Avaliacdo da viabilidade celular das amostras frente as células

neoplasicas e normais (PBMC)

A viabilidade celular foi analisada de acordo com a metodologia descrita
por Mosmann (1983) que consiste no ensaio colorimétrico através da
metabolizacdo do MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazélio).

Nesse ensaio, as células U-937, THP-1, COLO 205, NCI-H460 e PBMCs
foram plaqueadas em volume de 100 uL/poco (1x10° cels/mL) em placas de 96
pocos (TPP), tratadas com as fragcdes (somente com U-937, THP-1 e PBMCs)
e substancias nas concentracdes finais de trabalho especifico de cada amostra
no tempo de 48 horas. O controle negativo, representado como 100 % de
viabilidade celular, foi correspondente a células mantidas somente incubadas
com meio de cultura DMEM/F-12 suplementado com 20 pg/mL de gentamicina
e 10 % de soro fetal bovino.

Como farmaco padrdo, a doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo para fins comparativos. Foi empregado o controle do solvente DMSO,
usado na dilugdo das fracdes e substancias.

Apos 48 horas de incubagao com as amostras, foram adicionados 20 uL
da solugao de MTT (Sigma, 5 mg/mL em PBS) para cada 100 uL de cultivo. As
placas foram mantidas na estufa a 37 °C com 5% de CO, e umidade controlada
por quatro horas. Apos esse periodo foram retirados 150 yL do sobrenadante
de cada poco e depois adicionados 100 pyL de uma solugdo de 0,0014 % de
HCI fumegante com isopropanol (Merck), homogeneizando bem até a completa
dissolugcéo dos cristais purpuros. Para separar o precipitado, as placas foram
submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 1500 rpm e 100 uL do
sobrenadante foi transferido para outra placa de cultura de 96 pocos e lida em
espectrofotbmetro (Epoch™, BioTek® Instruments, Inc.) utilizando o
comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram realizados em

triplicatas em trés ensaios independentes.
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Selecao das linhagens mais sensiveis e das substancias promissoras

Neste screening inicial foi avaliada a viabilidade das células por meio de
uma triagem das fracdes e substancias. Apos o screening, foi selecionada a
linhagem mais sensivel ao tratamento de citotoxidade para que fosse avaliada

a inducdo de morte celular.

4.2.2.6 Testes de avaliacdo do tipo de morte celular induzido pelas fracdes

e substancias

4.2.2.6.1 Ensaio de dupla marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de
Propidio (IP)

De acordo com o protocolo do kit AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit
(SIGMA-ALDRICH), a linhagem celular U-937 foi plagueada na concentracao
de 1 x 10° células/mL em placas de 24 pocos e tratada com as respectivas
concentragdes mais ativas de cada substancia, durante 12 horas de incubagéo.
Como controles negativos de inducdo de morte celular, as células foram
cultivadas em meio DMEM/F-12 suplementado com 20 ug/mL de gentamicina e
10 % de soro fetal bovino.

Apbs o periodo de incubacgéo, as células foram lavadas 2 vezes com
PBS e ressuspendidas no tampéo de ligacdo fornecido pelo kit (100mM
HEPES/NaOH, pH 7,5, contendo 1400 mmol/L de NaCl e 25 mmol/L de CacCl,).
Em 500 pL da solucdo de tampéo de ligagdo com as células foram adicionados
5 uL de Anexina V e 10 uL de lodeto de Propidio (IP) para cada amostra. As
amostras foram deixadas por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Imediatamente ap6s esse tempo as amostras foram analisadas em
citdbmetro de fluxo (FACS Calibur).
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4.2.2.6.2 Avaliagcdo de apoptose pela fragmentagcdo do DNA em gel de

agarose

Para investigar a fragmentacdo do DNA foi utilizada a metodologia
descrita por Gong (1994).

As linhagens celulares U-937 e THP-1 foram plagueadas na
concentracdo de 1 x 10° células/mL em placas de 6 pocos e tratadas com as
respectivas concentracdes mais ativas de cada fracdo das espécies, durante
24 horas de incubacdo. Como controles negativos de inducdo de morte celular,
as células foram cultivadas em meio DMEM/F-12 suplementado com 20 pg/mL
de gentamicina e 10 % de soro fetal bovino.

Apos incubacao as células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas
em etanol 70 % a temperatura de -20 °C durante 2 horas. Apés a centrifugacdo
o etanol foi totalmente removido e evaporado a temperatura ambiente. As
células foram ressuspendidas em 50 pyL de tampao de extragdo (Na,HPO, 0,2
mol/L e C¢HgO7 0,1 mol/L, pH 7,8) e incubadas a 37 °C durante 30 minutos.
Logo apods esse processo, 5 L de RNase (1mg/mL) foi adicionado em cada
amostra, e uma nova incubacéo foi realizada a 3 °C durante 30 minutos. Para
detectar os fragmentos de DNA, as amostras de DNA isoladas foram
submetidas a eletroforese durante 1 hora a 60 V em gel de agarose a 1% e
coradas com acido nucleico GelRedStain (Biotium). A fragmentacdo do DNA foi

observada em um transiluminador UV (Bio-Rad, Gel Doc ™ XR +).

4.2.2.6.3 Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo (Sub-G1)

Para a quantificacdo de células em apoptose, foi utilizada a metodologia
descrita por Gong (1994). A linhagem celular U-937 na concentracdo de 1x10°
células/mL foi plagueada em volume de 500 uL/poco em placas de 24 pocgos e
tratada com as respectivas concentragfes mais ativas de cada substéncia,
durante 24 horas de incubacdo. Como controles negativos de inducao de morte
celular, as células foram cultivadas em meio DMEM/F-12 suplementado com 20

pg/mL de gentamicina e 10 % de soro fetal bovino.
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Apbs o periodo de incubacado, o contetado de cada poco foi transferido
para um eppendorf e centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O pellet obtido
foi lavado duas vezes com PBS e centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm.
Depois de lavado, ao pellet foi adicionado lentamente 1 mL de etanol 70 %
gelado e as células submetidas a fixacdo por 30 minutos a 4 °C. Apés o
periodo de fixacdo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 1500
rpm por 5 minutos e o pellet formado foi lavado com tampé&o fosfato-citrato (0,2
mol/L, pH=7,8) e centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e ao pellet formado adicionado 50 yL de RNAse A (100 pg/mL
Sigma) e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foram
adicionados 400 pL de iodeto de propidio (concentragao final 50 pg/mL;
Sigma). As células foram avaliadas, entdo, para a marcac¢do do conteudo de
DNA por IP, em citdmetro de fluxo (FACS Calibur) onde foram contados 10.000

eventos por amostra.

4.2.2.6.4 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

Segundo o protocolo descrito por Cossariza (1993), a linhagem celular
U-937 na concentracdo de 1x10° células/mL foi plaqueada em volume de 500
pL/pogo em placas de 24 pocos, e tratada com as respectivas concentracoes
mais ativas de cada substancia durante 12 horas de incubacdo. Como
controles negativos de indugdo de morte celular, as células foram cultivadas
em meio DMEM/F-12 suplementado com 20 pg/mL de gentamicina e 10 % de
soro fetal bovino.

Apoés o periodo de incubacédo, o conteudo de cada poco foi transferido
para eppendorf e centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet incubado por 15 minutos em estufa (37 °C e 5% de CO,)
com 500 pL de solugdo do marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1
(iodeto de 5,5’,6,6'-tetracloro- 1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) (25
pg/mL  diluido 1:1000 em meio de cultura, Sigma). As células foram
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e lavadas duas vezes com 2 mL de

meio de cultura DMEM/F-12. O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido



100

ressuspendido em 500 pL de meio de cultura DMEM/F-12 e a leitura foi

realizada imediatamente em citdmetro de fluxo (FACS Calibur).

4.2.2.6.5 Deteccao da atividade das caspases

Segundo o protocolo Colorimeter Sampler Kit (Invitrogen) contendo
substratos para as caspases -3 (efetora para ambas as vias) e -9 (ativadora da
via mitocondrial) a cultura de células da linhagem U937, contendo 1x10°
céls/mL, foi tratada com a respectiva concentracdo mais ativa da substancia
mais promissora, durante o tempo especifico da amostra. Posteriormente as
células foram centrifugadas por 5 minutos a 1200 rpm e ressuspendidas em
100 uyL do tampao de lise (1 % Triton X-100, 0.32 mol/L sacarose, 5 mmol/L
EDTA, 10 mmol/L Tris-HCI, pH 8.0, 2 mmol/L dithiothreitol, 1 mmol/L PMSF, 1
g/mL aprotinina, 1 mg/mL leucopeptina). As amostras foram centrifugadas por 1
minuto a 10.000 rpm, na qual se retirou o lisado (sobrenadante). Aos 50 pL do
lisado de células foram adicionados 50 puL do tampéao de reag¢do contendo 10
mmol/L de DTT (dithiothreitol) e 15 pL do substrato de caspase na
concentracdo de 1,5 mmol/L em cada amostra (DEVD-pNA especifico para
caspase 3, LEHD-pNA especifico para caspase 9). As amostras foram
incubadas a 37<C por 1 hora em estufa, no escuro. Logo apds, a absorbancia
das amostras foi determinada em espectrofotometro (Epoch™, BioTek®
Instruments, Inc.) utilizando o comprimento de onda de 405 nm e a atividade
enzimatica foi quantificada pelo aparecimento da cor, que indica a clivagem do
respectivo substrato. O resultado foi expresso como unidades relativas de
absorbéancia em comparacdo com os valores do grupo controle (ndo tratado).

Os ensaios foram feitos em duplicatas.

4.2.2.7 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas para o teste de viabilidade celular
utilizando o programa GraphPad verséo 4.0. Para este experimento foi utilizado
0 teste estatistico Two-way ANOVA. As diferencas significativas serédo
consideradas como P<0,05, P<0,01 e P<0,001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados da

espécie Annona dioica.

5.1.1 Identificagcao da substancia Al

A substancia Al presente na fracdo cloroférmica de Annona dioica, foi
isolada com um aspecto de cera incolor. Apresentou teste positivo para
acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solugcéao do reagente
de Kedde, que sugere a presenca do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na analise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 15, p. 102),
confirma-se esta hipétese devido a existéncia de uma banda de absorcédo em
1751,8 cm™, que corresponde & presenca de um grupo carbonilico de uma y-
lactona a,B-insaturada. Também, pode ser observada uma banda de absorcéo
a 3429,2 cm™ indicando a presenca do grupo hidroxila, que s&o caracteristicos
grupos funcionais presentes nas estruturas das acetogeninas. As absor¢des
em 29222 cm™ e 2853,3 cm™ indicam a presenca de ligacdo H-Csp® e, a em

1060,4 cm™indica a presenca de C-O.
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Figura 15. Espectro de infravermelho da esquamocina (Al).

O espectro de RMN *'H de A1l (Figura 20, p. 108 e Figura 21, p. 109),
corrobora com os dados descritos acima e permite estabelecer com exatidédo a
estrutura de um sistema y-metil y-lactona a,B-insaturada apresentado na
Figura 16, p. 103. Pode ser observada, a presenca de um sinal integrando
para um atomo de hidrogénio que aparece como um dupleto em &y 7,0,
referente ao H-35 oleofinico (B) com uma constante de acoplamento 3J = 1,6
Hz com o H-36 (y). Esta constante de acoplamento é caracteristica de um
hidrogénio vinilico com um atomo de hidrogénio de um anel de cinco membros.
Por outro lado, o H-36 (y) aparece duplo quadrupleto, integrando para um
hidrogénio em &4 5,0, por se acoplar com o H-35 oleofinico (B) (3Jss.35 = 1,6 Hz)
e com os hidrogénios do grupo metila CH3-37 (*Js6.37 = 6,8 Hz). Quanto ao
grupo metila CHs-37, aparece em 6y 1,43 como dupleto com uma constante
vicinal de 3Js736 = 6,8 Hz. Os atomos de hidrogénios metilénicos 2H-3 séo
equivalentes e aparecem como tripleto em 8y 2,25 (*Js.4 = 6 Hz). As correlacdes
homonucleares apresentadas no mapa de correlacdo *H-'H-COSY (Figura 23,
p. 110) reforcam claramente a conectividade entre esses atomos de
hidrogénio. No espectro de RMN **C observa um sinal em &c 173,90,
correspondente ao atomo de carbono carbonilico C-1 da lactona. O atomo de
carbono oleofinico C-2 (a) apresenta deslocamento quimico em 6c 134,34 e 0
C-35 em 4¢ 148,85. O sinal dos atomos dos carbonos metinico CH-36 (y) e o

carbono metilico CH3-37, aparecem a o6c 77,40 e ¢ 19,22, respectivamente.
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Desta maneira, as atribuicdes dos sinais de deslocamentos quimicos referentes
aos atomos de hidrogénios e carbonos do anel y- lacténico a,B- insaturado
foram confirmados através do mapa de correlacdo heteronuclear
HSQC.

Figura 16. Deslocamentos quimicos de RMN 'H caracteristicos do anel vy-

lacténico a,B- insaturado sem hidroxila no atomo de carbono 4.

A anélise concomitante dos espectros de RMN 'H e RMN *3C
proporciona uma grande informag&o sobre o niumero de anéis THF dispostos
ao longo da cadeia hidrocarbbnica, e incluso a sua configuracdo relativa. Os
atomos de carbono oxigenados dos anéis tetrahidrofurancios (THF)
normalmente aparecem entre 8¢ 79 e d¢ 83, de tal maneira que de acordo com
0 numero de sinais que aparecem nesta zona, pode ser deduzido o niumero de
anéis THF que a molécula apresenta. Os atomos de hidrogénio ligados aos
atomos de carbonos oxigenados apresentam sinais em &y 3,8 como multipleto.
A integracdo deste sinal indica o namero de anéis THF que a molécula
apresenta, mas tem que levar em conta os atomos de hidrogénio dos carbonos
hidroxilados que aparecem entre &y 3,4-3,8 (CAVE et al., 1997).

Assim, o sistema bis-tetrahidrofuranico adjacente a, a’-dihidroxilado foi
sugerido pela presenca de quatro sinais em §¢c 83,31 (CH-16), 6¢ 82,52 (CH-
19), 6¢c 82,22 (CH-20) e ¢ 82,81 (CH-23) e de dois carbonos carbinodlicos
em 8¢ 74,14 (CH-15) e 8¢ 71,41 (CH-24) observados do espectro RMN *3C
(Figuras 22, p. 109) em consonancia com 0s sinais correspondentes aos
atomos de hidrogénio observados no espectro RMN *H (Figura 20, p. 108 e
Figura 21, p. 109) em que se observa dois multipletos caracteristicos do
sistema bis-tetrahidrofuranico adjacente a, a’-dihidroxilado: um multipleto
integrando para um atomo de hidrogénio em &y 3,40 (H-15) e um outro

multipleto em 6y 3,87-3,98, referente aos atomos de hidrogénios H-16, H-19,
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H-20, H-23 e H-24. Aos quatro carbonos metilénicos que fazem parte do
sistema anel bis-THF, foram atribuidos os sinais em &c 28,93 (CH»-17),
d¢c 28,40 (CH2-18), 6¢c 24,83 (CH»-21), 6¢c 28,93 (CH»-22), em consonancia com
0s sinais correspondentes aos atomos de hidrogénios observados no multipleto
dn 1,65-2,00.

Para estabelecer a configuracdo relativa do sistema THF, foi realizada
uma analise comparativa dos dados citados com os modelos descritos na
literatura. Varios estudos de RMN sobre modelos preparados por sintese,
mostraram diferencas de deslocamento quimico em funcdo da sua
configuracdo relativa (erythro ou threo/ cis ou trans). A comparacao entre 0s
valores de RMN *H e RMN *3C dos modelos de sintese e dos atribuidos para
algumas acetogeninas bis-THF naturais, permitiram estabelecer a configuracdo
relativa dos sistemas THF das mesmas. Assim, foi possivel distinguir seis
configuracgdes relativas nas acetogeninas bis-THF adjacentes naturais (Figura
17) (CAVE et al., 1997; ZAFRA-POLO et al., 1998; HOYE & SUHADOLNIK,
1987; HOYE & ZHUANG, 1988).

OH OH
83.1,0824 827,0 821 r;
threo/trans/threo/trans/erythro threo/trans/threo/trans/threo
molvizarina asimisina

threo/cis/threo/cis/erithro threo/trans/erithro/cis/threo
rolliniastatina-1 trilobacina
OH OH

g2.,0810 81.0,0, 828

threo/cis/threo/cis/threo erytrho/trans/threo/trans/threo
esquamocina-N esquamocina-|

Figura 17. Configuracao relativa dos sistemas bis-THF adjacentes observados

em acetogeninas naturais.



105

Dessa forma, permitiu propor a configuracao relativa do sistema bis-THF
adjacente como sendo threo/trans/threo/trans/erythro para a acetogenina Al,
semelhante a molvizarina.

Para confirmar a presenca do grupo funcional hidroxila ao longo da
cadeia hidrocarbénica, na anélise do espectro de RMN **C observou-se a
presenca de mais um sinal na regido onde se situam os carbonos hidroxilados
da cadeia alifatica, entre §c 67 e 74 (CAVE et al., 1997). Refere-se ao sinal em
8c 71,79 (CH-28) e, no espectro de RMN 'H o &tomo de hidrogénio
correspondente aparece como um multipleto integrando para um hidrogénio em
dy 3,62, sendo, portanto, a presenca tipica de um grupo hidroxila em uma
cadeia alquila.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN C (Figura 22, p. 109), da parte ndo funcionalizada, estdo de acordo
com os dados da literatura (CH»,-3 a CH»-13 e CH»-31: 6¢ 25,17-31,58; CH,-17,
CH,-18, CH,-21, CH,-22: 8¢ 28,93-24,83). No espectro de RMN *H os sinais
correspondentes a esses atomos de hidrogénios aparecem em dy 2,25-1,27;
on 2,0-1,65, respectivamente. As demais atribuicdes de valores dos
deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN *C encontram-se sumarizadas na
Tabela 24, p. 107 e na Figura 18.

(143 (5,00) (2.0-1,65) (201,65 (20-1,65) (20-1.65)
1922 77,40 853 omaon - pasan 2893

HsC / O, 1139 \ (30 145)
7 Y — o 21 22\ (398387 200 317'50 (1,45) (1.30)
(156) : | 37,270 2265 (0,90)

35

o =Lz 27,40 : 1 2 éxll_l|

148,85 / 374 (CH,) 7 2 14 "O , (1.30) (1.27) 3

2,25) 27 . (3,98-3,87) s X 25,65 31,85 34

13434 2517 82,52 OH 71,79 OH

_ (3,98-3,87) (3,98-3,87)
CHy: (1,27, m) 7414 82,22 8281

31,58-29,180 (3,98-3,87)

83,31

a,b pode ocorrer inversao de valores
Figura 18. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN **C

da esquamocina (Al).

O espectro de massas ESI-MS (Figuras 24 e 25, p. 110 e 111)
apresentou o pico do ion molecular [M*Na]* de m/z 645,5 indicando M+ de m/z
622 (622,480855 cal), consistente com a formula molecular Cs7HgsO7,

confirmando a proposta estrutural da acetogenina Al. O espectro também
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revelou picos que podem ser justificados por ions correspondentes a perda de
moléculas de agua. E importante destacar que o pico em m/z 365,1 (366,27
cal) permite confirmar a posi¢cdo do anel bis-tetrahidrofuranico adjacente entre
os atomos de carbonos C-19/C-20. Além disso, o pico em m/z 117,0 (116,12
cal) confirma a posi¢cédo do grupo hidroxila na cadeia hidrocarbénica em C-28,
atribuido a clivagem entre os atomos de carbonos C-27/C-28 (Figura 19).

448,36

Ca7HesO7

Massa calculada: 622.480855

Figura 19. Proposta de fragmentacdo para os principais ions da esquamocina
(AL).

A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN **C com dados de literatura
confirmou de forma inequivoca que a acetogenina Al trata-se da esquamocina,
conhecida como annonina-l, isolada pela primeira vez das sementes de A.
squamosa (FUJIMOTO et al., 1988). Também, ja foi encontrada nas sementes
de A. atemoya, cascas de A. bullata, sementes de A. reticulata, nas sementes
de A. spinescens, nas sementes de A. cherimolia e sementes de A.
senengalenses (CHANG et al, 1999; HUI et al., 1991; YUAN et al., 2006;
QUEIROZ et al., 1998; CORTES et al., 1991; SAPHAZ et al., 1996).
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Tabela 24. Dados de RMN'H (300 MHz), -C (500 MHz) da acetogenina Al, em
CDCl3 (6 7,26) em comparagédo com os dados de literatura para a esquamocina
em CDCI;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as constantes de

acoplamento (entre paréntesis) estdo em Hz.

Substancia Al Esquamocina
(FUJIMOTO et al., 1988)
dc dn dc OH
C
1 173,90 - 173,93 -
2 134,34 - 134,31 -
CH
15 74,14 3,40 (m) 74,09 3,33 (m)
16 83,31 3,98-3,87 (m) 83,36 3,86-3,76 (M)
19 82,52 3,98-3,87 (m) 82,55 3,86-3,76 (M)
20 82,22 3,98-3,87 (m) 82,15 3,86-3,76 (M)
23 82,81 3,98-3,87 (m) 82,85 3,86-3,76 (M)
24 71,41 3,98-3,87 (m) 71,51 3,86-3,76 (M)
28 71,79 3,62 (M) 71,60 3,52 (m)
35 148,85 7,0 (d, J=1,6) 148,97 6,96 (d, J=1,4)
36 77,40 5,0 (dg, J=1,6/6,8) 77,35 4,95(dq, J=1,4/6,8)
CH,
3 25,17 2,25 (t, J=6) 25,18 2,21 (t, 3=7,7)
4 27,40 1,56 (m) 27,43 1,50 (m)
5-12 31,58-29,18 1,27 (m) 29,78-29,16 1,27-1,20 (m)
13 25,35 1,27 (m) 25,69 1,27-1,20 (m)
14 33,30 1,30 (m) 33,12 1,30 (m)
17 28,93% 2,00-1,65 (m) 28,86 1,9-1,5 (m)
18 28,40° 2,00-1,65 (m) 28,48 1,9-1,5 (m)
21 24,83° 2,00-1,65 (m) 24,97 1,87-1,76 (m)
22 28,93% 2,00-1,65 (m) 28,99 1,9-1,5 (m)
25 32,49 1,30 (m) 32,49 1,30 (m)
26 22,03 1,30 (m) 22,07 1,30 (m)
27 37,50° 1,45 (m) 37,48 1,4-1,35 (m)
29 37,27° 1,45 (m) 37,27 1,4-1,35 (m)
30 25,65 1,30 (m) 25,65 1,30 (m)
31 31,58-29,18 1,27 (m) 29,78-29,16 1,25 (m)
32 31,85 1,27 (m) 31,81 1,25 (m)
33 22,65 1,30 (m) 22,63 1,25 (m)

CHs;
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34 14,11 0,90 (t, J=6,0) 14,08 0,83 (t, J=7,0)

37 19,22 1,43 (d, J=6,8) 19,21 1,36 (d, J=6,8)

2bpode ocorrer inversado de valores

Apr28-2015.20.fid
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4.0
f1 {ppm)

Figura 20. Espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de Al.
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5.1.2Identificacao da substéncia A2

A substancia A2 presente na fracéo cloroférmica de Annona dioica, foi
isolada com um aspecto de cera branca. Apresentou teste positivo para
acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solugcéao do reagente
de Kedde, que sugere a presenca do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na analise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 26),
confirma-se esta hipétese devido a existéncia de uma banda de absorcdo em
1742,5 cm™, que corresponde a presenca de um grupo carbonilico de uma y-
lactona a,B-insaturada. Também, pode ser observada uma banda de absorcéo
a 3369,5 cm™ indicando a presenca do grupo hidroxila, que s&o caracteristicos
grupos funcionais presentes nas estruturas das acetogeninas. As absor¢cdes
em 2916,6 cm™ e 2851,4 cm™ indicam a presenca de ligagdo H-Csp® e, a em

1051,1 cm™indicam a presenca de C-O.
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Figura 26. Espectro de infravermelho da motrilina (A2).

O espectro de RMN *H de A2 (Figuras 30 e 31, p. 118), corrobora com

os dados descritos acima e permite estabelecer com exatiddo a estrutura de
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um sistema y-metil y-lactona a,B-insaturada. Pode ser observada, a presenca
de um sinal integrando para um hidrogénio que aparece como um dupleto em
81 6,98, referente ao H-35 oleofinico (B) com uma constante de acoplamento °J
= 1,6 Hz com o H-36 (y). Por outro lado, o H-36 aparece duplo quadrupleto,
integrando para um hidrogénio em &y 5,0, por se acoplar com o H-35 oleofinico
(B) (}J36.35 = 1,6 Hz) e com os hidrogénios do grupo metila CH3-37 (3Jz6.37 = 6,8
Hz). Quanto ao grupo metila CH3-37, aparece em 6y 1,41 como dupleto com
uma constante vicinal de 3Js736 = 6,8 Hz. As correlacdes homonucleares
apresentadas no mapa de correlacdo 'H-'H-COSY (Figura 33, p. 119)
reforcam claramente a proximidade entre esses a&tomos de hidrogénios.

No espectro de RMN *C (Figura 32, p. 119) observa um sinal em
d¢c 173,92, correspondente ao carbono carbonilico C-1 da lactona. O carbono
oleofinico C-2 (a) apresenta deslocamento quimico em &¢c 134,27 e o C-35
d¢c 148,91. O sinal do carbono metinico CH-36 (y) e o carbono metilico CHs-
37, aparecem a o6c 77,42 e &¢c 19,20, respectivamente. Desta maneira, as
atribuicbes dos sinais dos deslocamentos quimicos referentes ao anel y-
lacténico a,B- insaturado foram confirmados através do mapa de correlacdo
heteronuclear HSQC (Figuras 34 e 35, p. 120).

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos e
hidrogénios presentes no sistema THF, bem como a sua configuragao relativa
foi realizado pela mesma estratégia empregada na determinacédo estrutural da
substancia Al, descrita anteriormente (p. 101).

Assim, o sistema bis-tetrahidrofuranico adjacente a, a’-dihidroxilado foi
sugerido pela presenca dos quatro sinais em o&¢c 83,34 (CH-16), 6c 82,55 (CH-
19), 6¢ 82,21 (CH-20) e 6c 82,80 (CH-23) e de dois carbonos carbindlicos
em 8¢ 74,16 (CH-15) e 8¢ 71,33 (CH-24) observados do espectro RMN *3C
(Figura 32, p. 119) em consonancia com 0s sinais correspondentes aos
atomos de hidrogénio observados no espectro RMN *H (Figuras 30 e 31, p.
118) em que se observa dois multipletos caracteristicos do sistema bis-THF
adjacente a, a’-dihidroxilado: um multipleto integrando para um &atomo de
hidrogénio em &y 3,38 (H-15) e um outro multipleto em &4 3,80-3,92, referente

aos atomos de hidrogénios H-16, H-19, H-20, H-23, H-24. As correlagbes
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observadas no mapa de correlacdo HSQC e COSY (Figura 33, p. 119;
Figuras 34 e 35, p. 120) confirmam os deslocamentos quimicos propostos.

A comparacdo entre os valores de RMN *H e RMN *3C dos modelos de
sintese e dos atribuidos para algumas acetogeninas bis-THF adjacentes
naturais, mediante os modelos apresentados na Figura 27, permitiu propor a
configuracéo relativa do sistema bis-THF como sendo
threo/trans/threo/trans/erythro para a acetogenina A2, semelhante a
molvizarina.

Para confirmar a presenga do grupo funcional hidroxila ao longo da
cadeia hidrocarb6nica, na anélise do espectro de RMN **C observou-se a
presenca de mais um sinal na regido onde se situam os carbonos hidroxilados
da cadeia alifatica, entre 5c 67 e 74 (CAVE et al., 1997). Refere-se ao sinal em
8c 71,73 (CH-29) e, no espectro de RMN 'H o &tomo de hidrogénio
correspondente aparece como um multipleto integrando para um hidrogénio em
dy 3,57. Vale destacar, que um valor aproximado a este deslocamento quimico
para 0 atomo de carbono também € encontrado na substancia Al
(esquamocina), porém é atribuido ao CH-28. Isso se deve a Unica diferenca de
dados de RMN 3C entre estas duas substancias, o sinal em §c 22,03, que
somente aparece no espectro da esquamocina (Al), que é atribuido ao CH,-26
e, a outros sinais referentes aos atomos de carbonos vizinhos. A blindagem do
CH»-26 da esquamocina (1) resulta de dois efeitos B provocados pelos dois
atomos de carbonos CH-24 e CH-28. E isso ndo é observado na substancia

A2, que apresenta o CH,-26 em d¢ 25,64.

37,50 29,74 22,62

Figura 27. Deslocamentos quimicos de RMN *3C da cadeia dihidroxialquil da

esquamocina (Al).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN *3C (Figura 32, p. 119), da parte ndo funcionalizada, estdo de acordo
com os dados da literatura (CH»-3 a CH»-13: ¢ 25,15-29,74; CH,-17, CH»-18,
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CH,-21e CH»-22: 8c28,97-24,58). No espectro de RMN 'H os sinais
correspondentes a esses atomos de hidrogénios aparecem em &y 2,25-1,25;
oy 1,96-1,59, respectivamente. As demais atribuicbes de valores dos
deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN *C encontram-se sumarizadas na
Tabela 25, p. 116 e na Figura 28, e, confirmadas pelo mapa de correlagcéo
HSQC (Figuras 34 e 35, p. 120).

(141) (5,00 (1,96-1,59) (1,96-1,59) (1,96-1,59) (1,96-1,59) LT3
19,20 77,42 28,97° 28,420 2j,42b / 24,58° j
3,92-3,8
H5C / O 173.920 \ Cozon OH
37 % 3 — 21 22 (12'322 (1,37) (1,37)

25,64 22,64 (0,88)

\ 25,34° (3,923,8)
134,27
, 25,15 CHy (125, m) @38 OH 8255 0221
29,74-29,1601 74,16

om) =42, ZX O " CHs
148,91 / 374 (CH,) 2 O T (1,37) (1,43) (143) (1,25) 3
(2,25) 2)7 (1,37) / (3.92-3,8) 25,64° 37,472 37,257 31,92
OH
(3,92-38)
(3.92-38) .33
83,34

abc B x
pode ocorrer inversao de valores

Figura 28. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN **C
da motrilina (A2).

O espectro de massas ESI-MS (Figura 36, p. 121) apresentou o pico do
fon molecular [M*Na]" de m/z 645,4 indicando M+ de m/z 622 (622,480855 cal),
consistente com a formula molecular C37HeO7, confirmando a proposta
estrutural da acetogenina A2. O espectro também revelou picos que podem ser
justificados por ions correspondentes a perda de moléculas de agua. E
importante destacar que o pico em m/z 365,1 (366,27 cal) permite confirmar a
posicdo do anel bis-tetrahidrofuranico adjacente entre os atomos de carbonos
C-19/C-20. Além disso, o pico em m/z 521,2 (520,38 cal) confirma a posi¢éo do
grupo hidroxila na cadeia hidrocarbdnica em C-29, atribuido a clivagem entre
os atomos de carbonos C-28/C-29 (Figura 29, p. 116).



348,27 < 366,27

Ca37HesO7

Massa calculada: 622.480855

116

188,17

Figura 29. Proposta de fragmentacéo para os principais ions da motrilina (A2).

A comparagcéo dos dados de RMN *H e RMN **C com dados de literatura

confirmou de forma inequivoca que acetogenina A2 trata-se da motrilina, um

isdmero de posicao da esquamocina (Al), isolada pela primeira vez das sementes

de A. cherimolia (CORTES et al., 1991). Também, ja foi encontrada nas raizes
de A. dioica e sementes A. atemoya (VEGA, 2006; DURET et al., 1997).

Tabela 25. Dados de RMN'H (300 MHz), *3C- (500 MHz) da acetogenina A2,

em CDCl3 (6 7,26) em comparacado com os dados de literatura para a motrilina

em CDCI;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as constantes de

acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

Substancia A2

Motrilina

(CORTES et al., 1991)

Sc S Sc S

C

1 173,92 - 173,83 -

2 134,27 - 131,00 -
CH

15 74,16 3,38 (M) 74,06 3,38 (m)
16 83,34 3,92-3,80 (m) 83,21 3,94-3,85 (m)
19 82,55 3,92-3,80 (m) 82,44 3,94-3,85 (m)
20 82,21 3,92-3,80 () 82,69 3,94-3,85 (m)
23 82,80 3,92-3,80 (M) 82,10 3,94-3,85 (m)
24 71,33 3,92-3,80 (m) 71,27 3,94-3,85 (m)
29 71,73 3,57 (M) 71,65 3,55 (m)
35 148,91 6,98 (d, J=1,6) 148,81 6,97 (d, J=1,5)
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36 77,42 5,00 (dqg, J=1,6/6,8) 77,33 4,98 (dq, J=1,5/7,5)
CH,
3 25,15 2,25 (t, J=7,7) 25,05 2,26 (t, J=8,0)
4 27,38 1,56 (m) 27,28 1,52 (m)
5-12  29,74-29,16 1,25 (m) 29,63-29,05 1,26 (M)
13 25,342 1,37 (m) 25,23 1,36 (M)
14 33,17 1,37 (m) 33,09 1,38 (m)
17 28,97° 1,96-1,59 (m) 28,86 1,95-1,65 (m)
18 28,42° 1,96-1,59 (m) 28,31 1,95-1,65 (m)
21 28,42° 1,96-1,59 (m) 28,31 1,95-1,65 (m)
22 24,58" 1,96-1,59 (m) 24,50 1,95-1,65 (m)
25 32,28 1,37 (m) 32,19 1,38 (M)
26 25,642 1,37 (m) 25,53 1,34 (m)
27 26,072 1,37 (m) 25,94 1,34
28 37,47° 1,43 (m) 37,36 1,45
30 37,25° 1,43 (m) 37,15 1,45
31 25,64 1,37 (m) 25,53 1,34
32 31,92 1,25 (m) 31,81 1,26
33 22,64 1,37 (m) 22,53 1,32
CH;
34 14,05 0,88 (M) 13,94 0,89
37 19,20 1,41 (d, J= 6,8) 19,09 1,41
a,b,c

pode ocorrer inversao de valores
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5.1.3 Identificacdo da substancia A3

A substancia A3 presente na fracéo cloroférmica de Annona dioica, foi
isolada com um aspecto de cera branca. Apresentou teste positivo para
acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solugcéao do reagente
de Kedde, que sugere a presenca do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na analise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 37),
confirma-se esta hipétese devido a existéncia de uma banda de absorcdo em
1735,1 cm™, que corresponde a presenca de um grupo carbonilico de uma y-
lactona a,B-insaturada. Também, pode ser observada uma banda de absor¢éo
a 3418,0 cm™ indicando a presenca do grupo hidroxila, que s&o caracteristicos
grupos funcionais presentes nas estruturas das acetogeninas. As absor¢cdes
em 2920,4 cm™ e 2851,4 cm™ indicam a presenca de ligacdo H-Csp® e, a em

1058,0 cm™ indicam a presenca de C-O.
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Figura 37. Espectro de infravermelho da cherimolina-1 (A3).

Os espectros obtidos das analises de RMN *H, RMN **C e RMN *3c-
DEPT (Figuras 43-46, p. 129-131), pareados aos dados previamente publicados na
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literatura especializada, indicaram uma maior desprotecdo dos atomos de
hidrogénio e carbono associados ao anel y- lactbnico a,B- insaturado quando
comparados as substancias A1l e A2 descritas anteriormente (p. 101, p. 112).
Estes deslocamentos quimicos sdo caracteristicos das acetogeninas que
apresentam um grupo hidroxila no atomo de C-4, que devido a formagéo de um
pseudo-anel originado por uma ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o
grupo hidroxila no atomo de C-4 e o grupo carbonila do anel y- lactonico a,-
insaturado e, além do efeito de conjugacdo da a, carbonila do anel y-
lactbnico, provocam consequentemente uma desprotecdo destes atomos
(Figura 38) (CAVE et al., 1997).

Figura 38. Deslocamentos quimicos de RMN 'H do anel y- lacténico a,p-

insaturado com hidroxila no &tomo de carbono 4.

Assim, o espectro de RMN *H de A3 (Figuras 43 e 44, p. 129 e 130),
permite estabelecer a estrutura de um sistema y-metil y-lactona a,B3-insaturada
com um grupo hidroxila no atomo de C-4. Pode ser observado, a presenca de
um sinal integrando para um hidrogénio que aparece como um dubleto em &y
7,20, referente ao H-35 oleofinico () com uma constante de acoplamento J =
1,6 Hz com o H-36 (y). Por outro lado, o H-36 (64 5,08) aparece como um duplo
quadrupleto, com integracdo para um hidrogénio, por se acoplar com o H-35
oleofinico (B) (Jss-35 = 1,6 Hz) e com os hidrogénios do grupo metila CH3-37
(J3e.37 = 6,8 Hz). Quanto ao grupo metila CH3-37, aparece em &y 1,43 como
dupleto com uma constante vicinal de 3J3736 = 6,8 Hz. As correlacdes
homonucleares apresentadas no mapa de correlacdo *H-'H-COSY (Figura 47,
p. 131) reforcam claramente a conectividade entre esses atomos de

hidrogénio.
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Os deslocamentos quimicos caracteristicos das acetogeninas que
apresentam um grupo hidroxila no atomo de C-4 sdo corroborados pela
presenca de um sistema ABX (CAVE et al., 1997). A existéncia do sistema ABX
caracteristico esta apoiada na interpretacdo dos dados gerados pelo espectro
de RMN 'H (Figuras 43 e 44, p. 129 e 130), correspondente a dois 4&tomos de
hidrogénios n&o equivalentes na posicdo H-3a e H-3b que aparecem
separadamente como um duplo dupleto e um multipleto, respectivamente,
sendo o0 H-3a em 8y 2,39 (J3a-3p = 15 Hz; 3)304=8 Hz) e o H-3b em 64 2,53. A
nao equivaléncia dos atomos de hidrogénios em H-3 € provavelmente devido a
presenca desse pseudo-anel de sete membros formado. Por sua vez, o atomo
de H-4 apresenta sinal em oy 3,86.

A presenca do grupo hidroxila no atomo de carbono 4 também é
confirmado no espectro de RMN **C e RMN *C-DEPT (Figuras 45 e 46, p.
130 e 131) quando também observa-se a desprotecdo de alguns atomos de
carbono do anel y- lactdénico a,B- insaturado. O sinal em 8¢ 174,61 é associado
ao atomo de carbono carbonilico C-1 da lactona. O aomo de carbono
oleofinico C-2 (a) apresenta deslocamento quimico em &¢c 131,17 e o C-35
dc 151,81. O sinal do carbono metinico CH-36 (y) e o carbono metilico CHs-
37, aparecem a &¢c 77,98 e 8¢ 19,11, respectivamente. O atomo de carbono C-
4, devido a presenca do grupo hidroxila, apresenta sinal em d¢ 69,95 e o atomo
de C-3 agora apresenta um deslocamento quimico de 6¢ 33,35, em funcao do
substituinte na posicao a, quando comparado ao atomo de C-3 das moléculas
Al e A2 que nao apresentam o substituinte em tal posicao.

Desta maneira, as atribuicdes dos sinais de deslocamentos quimicos
referentes ao anel y- lactbnico a,B- insaturado com hidroxila no atomo de
carbono 4 foram confirmados através do mapa de correlacdo heteronuclear
HSQC (Figuras 48 e 49, p. 132).

A identificacdo de um sistema bis-THF ndo adjacente é sugerido pela
presenca de trés sinais observados do espectro RMN *3C e RMN **C-DEPT
(Figuras 45 e 46, p. 130 e 131) entre 0dc 81-84 referentes aos atomos de
carbonos do sistema THF que estdo perto dos grupos CH-OH e por um sinal

em d&c 79, que é tipico de um atomo de carbono que nao esta a-substituido. A
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Figura 39, ilustra este tipo mais frequente de apari¢cdo do sistema bis-THF n&o-
adjacente, que é caracterizado por dois anéis THF ndo-adjacentes separados
por dois grupos metilénicos, possuindo um atomo de carbono hidroxilado na
posi¢ao a entre os dois anéis THF e, um segundo anel THF com padrao de

substituicdo a, a’-dihidroxilado.

OH
Anel y-lactbnico ——> gfw
@)
OH

OH

3 atomosde Centre 381 e84 e1Cem79 ppm

Figura 39. Caracteristicas de um sistema bis-THF ndo-adjacente.

Assim, o sistema bis-tetrahidrofuranico nao-adjacente foi sugerido pela
presenca dos quatro sinais em 0d¢ 81,99 (CH-15), 6c 83,31 (CH-20), dc 82,22
(CH-23) e de um sinal tipico na regido de 6c 79, em 8¢ 79,33 (CH-12). Os trés
atomos de carbonos carbindlicos emdc 74,56 (CH-16), 6c 74,45 (CH-
19), 8¢ 71,54 (CH-24), sdo observados do espectro RMN *3C (Figuras 45 e 46,
p. 130 e 131) em consonéncia com 0s sinais correspondentes aos atomos de
hidrogénios observados no espectro RMN *H (Figuras 43 e 44, p. 129 e 130)
em &y 3,86 (m, H-12, H-15, H-20, H-23 e H-24), &4 3,42 (m, H-16) e &y 3,42
(m, H-19). As correlagbes observadas no mapa de correlagdo HSQC (Figuras 48
e 49, p. 132) confirmam os deslocamentos quimicos propostos.

Para estabelecer a configuracdo relativa do sistema bis-THF né&o-
adjacente, foi realizada uma analise comparativa dos dados citados com
modelos descritos na literatura. Os modelos de configuragdes encontrados com
mais frequéncia na natureza estdo apresentados na Figura 40 (p. 126) (CAVE
et al., 1997;CORTES et al., 1993). Dessa forma, permitiu propor a configuracéo
relativa do sistema bis-THF n&o-adjacente como sendo trans/threo-

threo/trans/erythro para a acetogenina A3, semelhante a cherimolina-1.
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trans/threo-threo/trans/threo

g trans/threo-threo/trans/erythro
bullatalicina

esquamostatina-A

o e

OH :
827 827 Ay
trans/threo-eryhtro/trans/threo trans/threo-threo/trans/threo
silvaticina gigantencina

trans/threo-threo/trans/erythro
cherimolina-1

Figura 40. Modelos de configuragcdes encontrados com mais frequéncia na

natureza para sistemas bis-THF n&o-adjacentes.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN *3C (Figuras 45 e 46, p. 130 e 131), da parte ndo funcionalizada, estdo
de acordo com os dados da literatura (CH,-6 a CH»-11, CH»-13, CH»-14, CH,-
21, CH,-22 e CH»-26 a CH,-31: 8¢ 29,70-25,19). No espectro de RMN *H os
sinais correspondentes a esses atomos de hidrogénios aparecem em &y 2,0-
1,29. As demais atribuicdes de valores dos deslocamentos quimicos de RMN
'H e RMN *3C encontram-se sumarizadas na Tabela 26, p. 128 e Figura 41, p.

127, e confirmadas pelo mapa de correlagdo HSQC (Figuras 48 e 49, p. 132).
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Figura 41. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN *3C

da cherimolina-1 A3.

O espectro de massas ESI-MS (Figura 50, p. 133) apresentou o pico do
jon molecular [M*Na]* de m/z 661,4 indicando M+ de m/z 638 (638,475770 cal),
consistente com a formula molecular C37HesOg, confirmando a proposta
estrutural da acetogenina A3. O espectro também revelou picos que podem ser
justificados por ions correspondentes a perda de moléculas de agua. E
importante destacar que o pico em m/z 360,1 ([M*- 2H,0]") (360,25 cal) permite
confirmar a posicdo de um anel mono-tetrahidrofuranico entre os atomos de
carbonos C-19/C-24 e o pico em m/z 290,1 ([M*- 1H,0]") (290,21 cal) permite
confirmar a posi¢cdo de um anel mono-tetrahidrofuranico entre os atomos de
carbonos C-12/C-16, propondo desta forma um sistema bis-tetrahidrofuranico
ndo adjacente. Além disso, o pico em m/z 338,1 (338,22 cal) confirma a
posicdo do grupo hidroxila na cadeia hidrocarbdnica em C-16, atribuido a

clivagem entre os atomos de carbonos C-16/C-17 (Figura 42).

290,21 «<— 308,21

360,25 <= 378,25 <« 396,25 «—— 242,22

Ca7HesOs

638.475770
Figura 42. Proposta de fragmentagéo para os principais ions da cherimolina-1
(A3).
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A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN *C e RMN **C —-DEPT
com dados de literatura confirmou de forma inequivoca que a acetogenina A3 trata-
se da cherimolina-1, também conhecida como bullatalicina, isolada pela primeira
vez das cascas das sementes de A. cherimolia (CORTES et al., 1984). Também,

ja foi encontrada nas sementes de A. atemoya (DURET et al., 1997).

Tabela 26. Dados de RMN*H (300 MHz), **C (500 MHz) da acetogenina A3,
em CDCl; (67,26) em comparacdo com os dados de literatura para a
cherimolina-1 em CDCI;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (entre paréntesis) estdo em Hz.

Cherimolina-1

Substéncia A3 (CORTES et al., 1993)

Sc SH Sc SH

C

1 174,61 - 174,53 -

2 131,17 - 131,04 -

CH

4 69,95 3,86 (M) 69,78 3,80 (m)

12 79,33 3,86 (M) 79,25 3,80 (m)

15 81,99 3,86 (M) 81,93 3,80 (m)

16 74,562 3,42 (m) 74,45 3,40 (m)

19 74,452 3,42 (m) 74,33 3,40 (m)

20 83,31° 3,86 (m) 83,26 3,80 (m)

23 82,22° 3,86 (M) 82,19 3,80 (m)

24 71,54 3,86 (M) 71,46 3,80 (m)

35 151,81 7,20 (d, J=1,6) 151,75 7,16 (d)

36 77,98 5,00 (dq, J=1,6/6,8) 77,88 5,02 (dq)
CH,

3a 33,35 2,39 (dd, J=15/8) 33,19 2,37 (dd)

3b 2,53 (m) 2,49 (m)

5 37,39 1,49 (m) 37,27 3,80 (m)
6-11 29,70-25,19 2,0-1,29 (m) 29,52-24,43  1,94-1,24 (m)
13-14  29,70-25,19 2,0-1,29 (m) 29,52-24,43  1,94-1,24 (m)

17 35,58 1,56 (m) 35,49 1,94-1,24 (m)

18 32,39° 1,50 (m) 32,27 1,94-1,24 (m)
21-22  29,70-25,19 2,0-1,29 (m) 29,52-24,43  1,94-1,24 (m)

25 32,54° 1,37 (m) 32,44 1,94-1,24 (m)




129

26-31 29,70-25,19 2,0-1,29 (m) 29,52-24,43 1,94-1,24 (m)
32 31,91 1,28 (m) 31,80 1,94-1,24 (m)
33 22,68 1,28 (m) 22,57 1,94-1,24 (m)
CH;
34 14,12 0,90 (t, J=7,1) 14,01 0,86 (1)
37 19,11 1,43 (d, J=6,8) 18,99 1,40 (d)
ab¢ node ocorrer inversdo de valores
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5.1.41dentificagdo da substancia A4

A substancia A4 presente na fracdo cloroformica de Annona dioica, foi
isolada com um aspecto de cera branca. Apresentou teste positivo para
acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solucédo do reagente
de Kedde, que sugere a presenca do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na andlise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 51),
confirma-se esta hipétese devido a existéncia de uma banda de absor¢do em
1735,1 cm™, que corresponde a presenca de um grupo carbonilico de uma y-
lactona a,B-insaturada. Também, pode ser observada uma banda de absorcao
a 3393,7 cm™ indicando a presenca do grupo hidroxila, que s&o caracteristicos
grupos funcionais presentes nas estruturas das acetogeninas. As absor¢cdes
em 2918,5 cm™ e 2848,5 cm™ indicam a presenca de ligacdo H-Csp® e, a em

1069,7 cm™ indicam a presenca de C-O.
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Figura 51. Espectro de infravermelho da annonacina (A4).
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Nos espectros obtidos das anélises de RMN 'H e RMN **C-DEPT
(Figuras 55-57, p. 140 e 141), comparados aos dados previamente publicados
na literatura, sdo observados deslocamentos quimicos caracteristicos das
acetogeninas que apresentam um anel y- lactbnico a,B- insaturado associado
com grupo hidroxila no atomo de C-4. Cabe destacar, que neste caso ocorre
uma maior desprotecdo dos atomos de hidrogénio e carbono associados ao
anel y- lactonico devido a formacdo de um pseudo-anel originado por uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo hidroxila no atomo de C-4 e
o grupo carbonila do anel y- lacténico a,- insaturado, quando comprados a um
sistema de anel y- lacténico a,B- insaturado ndo associado com grupo hidroxila
no 4tomo de C-4 (CAVE et al., 1997).

Assim, o espectro de RMN *H de A4 (Figuras 55 e 56, p. 140 e 141),
permite estabelecer com exatiddo a estrutura de um sistema y-metil y-lactona
a,B-insaturada com um grupo hidroxila no &tomo de C-4. Pode ser observado,
a presenca de um sinal integrando para um hidrogénio que aparece como um
dupleto em &y 7,12, referente ao H-33 oleofinico (8) com uma constante de
acoplamento 3J = 1,6 Hz com o H-34 (y). Por outro lado, o H-34 aparece como
um duplo quadrupleto, integrando para um hidrogénio em &y 5,00, por se
acoplar com o H-33 oleofinico (B) (3Jas33 = 1,6 Hz) e com os hidrogénios do
grupo metila CH3-35 (Jz4-35 = 6,8 Hz). Quanto ao grupo metila CHs-35, aparece
em &y 1,36 como dupleto com uma constante vicinal de 3Jss.3: = 6,8 Hz.

Os deslocamentos quimicos caracteristicos das acetogeninas que
apresentam um grupo hidroxila no 4tomo de C-4 sdo corroborados pela
presenca de um sistema ABX (CAVE et al., 1997). A existéncia do sistema ABX
caracteristico esta apoiada na interpretacdo dos dados gerados pelo espectro
de RMN *H (Figuras 55 e 56, p. 140 e 141), correspondente a dois 4&tomos de
hidrogénios ndo equivalentes na posicdo H-3a e H-3b que aparecem
separadamente como um duplo dupleto e um multipleto, respectivamente,
sendo o0 H-3a em 6y 2,34 (J3a-3p = 14 Hz; 3J3a-4: 7,1Hz) eoH-3bem oy 2,47. A
nao equivaléncia dos atomos de hidrogénios em H-3 é provavelmente devido a
presenca desse pseudo-anel de sete membros formado. Por sua vez, o atomo

de H-4 apresenta sinal em &y 3,78 como um multipleto.
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A presenca do grupo hidroxila no atomo de carbono 4 também é
confirmado no espectro de RMN **C-DEPT (Figura 57, p. 141) quando
observa-se a desprotecao de alguns atomos de carbono do anel y- lactbnico
a,B- insaturado. O sinal em 8¢ 174,5 é associado ao atomo de carbono
carbonilico C-1 da lactona. O atomo de carbono oleofinico C-2 (a) apresenta
deslocamento quimico em &¢ 131,0 e 0 C-33 &¢ 151,88. O sinal do carbono
metinico CH-34 (y) e o carbono metilico CH3-35, aparecem em &c 78,02 e d¢
19,11, respectivamente. O atomo de carbono C-4, devido a presenca do grupo
hidroxila, apresenta sinal em 6c 69,92 e o atomo de C-3 agora apresenta um
deslocamento quimico em d¢ 33,46, em funcdo do substituinte na posi¢éo a.

Desta maneira, as atribuicdes dos sinais de deslocamentos quimicos
referentes ao anel y- lactbnico a,B- insaturado com hidroxila no atomo de
carbono 4 foram confirmados através do mapa de correlagdo heteronuclear
HSQC (Figuras 58 e 59, p. 142).

A identificacdo de um sistema mono THF é sugerido pela presenca de
dois sinais observados do espectro RMN **C-DEPT (Figura 57, p. 141) entre
dc 81-83. E o padrédo de substituicdo a, a’-dihidroxilado é proposto pela
existéncia de dois sinais entre §¢c 73-76 (CAVE et al., 1997). Assim, os sinais
em o6c 82,59 e 6c 82,67 foram atribuidos aos dois atomos de carbono CH-16 e
CH-19, respectivamente. Os sinais dos dois carbonos carbindlicos em ¢ 74,11
(CH-15) e 8¢ 74,01 (CH-20) podem ser observados do espectro RMN **C-
DEPT (Figura 57, p. 141). Em consonancia, 0s sinais correspondentes aos
atomos de hidrogénio observados no espectro RMN *H (Figuras 55 e 56, p.
140 e 141) em &y 3,72 (m, H-16 e H-19) e &y 3,34 (m, H-15 e H-20). As
correlagcbes observadas no mapa de correlacdo HSQC (Figuras 58 e 59, p.
142) confirmam os deslocamentos quimicos propostos.

Para estabelecer a configuracdo relativa do sistema mono-THF, foi
realizada uma analise comparativa dos dados citados com modelos descritos
na literatura. Os modelos de configuragcdes encontrados com mais frequéncia
na natureza estio apresentados na Figura 52 (p. 137) (CAVE et al., 1997;
BORN et al.,, 1990). Dessa forma, permitiu propor a configuracdo relativa do
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anel mono-THF como sendo threo/trans/threo para a acetogenina A4,

semelhante a annonacina.

OH
79.2. O 817 .
1571‘ \ 74.4 HIFY
trans/threo threo/trans/erythro threo/trans/threo
gigantetrocina-A jeteina annonacina

Figura 52. Modelos de configuragcdes encontrados com mais frequéncia na

natureza para sistemas mono-THF.

Para confirmar a presenca do grupo funcional hidroxila ao longo da
cadeia hidrocarbénica, na anélise do espectro de RMN **C observou-se a
presenca de mais um sinal na regido onde se situam os carbonos hidroxilados
da cadeia alifatica, entre 5c 67 e 74 (CAVE et al., 1997). Refere-se ao sinal em
8c 71,75 (CH-10) e, no espectro de RMN 'H o &atomo de hidrogénio
correspondente aparece como um multipleto integrando para um hidrogénio em
on 3,53.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN *3C-DEPT (Figura 57, p. 141), da parte ndo funcionalizada, estdo de
acordo com os dados da literatura (CH2-6 a CH,-8 e CH»-23 a CH,-29:
8¢ 29,67-29,36; CH»-17 e CH»-18: 8¢ 28,78). No espectro de RMN *H os sinais
correspondentes a esses atomos de hidrogénios aparecem em &y 1,26-1,19;
on 1,92-1,60, respectivamente. As demais atribuicbes de valores dos
deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN *C encontram-se sumarizadas na
Tabela 27, p. 139 e Figura 53, p. 138, e confirmadas pelo mapa de correlagéo
HSQC (Figuras 58 e 59, p. 142).
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Figura 53. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN **C

da annonacina (A4).

O espectro de massas ESI-MS (Figuras 60 e 61, p. 143) apresentou o
pico do fon molecular [M*Na]® de m/z 619,5 indicando M+ de m/z 596
(596,465205 cal), consistente com a formula molecular C3sHgsO7, confirmando
a proposta estrutural da acetogenina A4. O espectro também revelou picos que
podem ser justificados por ions correspondentes a perda de moléculas de
agua. E importante destacar que o pico em m/z 327,2 (326,1 cal) permite
confirmar a posicdo do anel mono-tetrahidrofurdnico entre os atomos de
carbonos C-15/C-20. Além disso, o pico em m/z 242,1 (241,18 cal) confirma a
posicdo do grupo hidroxila na cadeia hidrocarbdnica em C-10, atribuido a
clivagem entre os atomos de carbonos C-10/C-11. A presenca do grupo
hidroxila no atomo de carbono C-4 também pode ser confirmada pelo pico em

m/z 142,0 (142,06 cal) (Figura 54).

CasHesO7

596.465205

Figura 54. Proposta de fragmentacdo para os principais ions da annonacina
(A4).
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A comparacdo dos dados de RMN *H e RMN **C-DEPT com dados de
literatura confirmou de forma inequivoca que a acetogenina A4 trata-se da
annonacina, isolada pela primeira vez das cascas do caule de A. densicoma
(MCCLOUD et al., 1987). Também, j& foi encontrada nas sementes de A.
muricata, sementes de A. montana, sementes de A. senengalenses, sementes
de A. glauca, semenentes de A. glabra. Também, ha registros do isolamento da
annonacina em outros géneros da familia Annonaceae como nas raizes de
Goniothalamus undulatus e nas sementes de Asimina triloba (MYINT et al., 1991;
JOSSANG et al., 1991; LIAW et al., 2004b; SAPHAZ et al., 1996; WAECHTER, et al.,
1997; GALLARDO et al., 1998; TANTITHANAPORN et al., 2011; WOO et al., 1999b).

Tabela 27. Dados de RMNH (300 MHz), **C-DEPT (500 MHz) da acetogenina
A4, em CDCl; (6 7,26) em comparagdo com os dados de literatura para a
annonacina em CDCl;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (entre paréntesis) estdo em Hz.

Annonacina

Substancia A4 (MYINT et al., 1991)

Sc SH dc SH

C

1 174,50 - 174,7 -

2 131,00 - 131,0 -
CH

4 69,92 3,78 (m) 69,7 3,76 (m)

10 71,75 3,53 (m) 715 3,54 (m)

15 74,11° 3,34 (m) 74,1 3,37 (m)

16 82,59°" 3,72 (m) 82,6 3,76 (m)

19 82,67°" 3,72 (m) 82,7 3,76 (m)

20 74,012 3,34 (m) 74,0 3,37 (m)

33 151,88 7,12 (d, J=1,6) 151,9 7,16 (d, J=1,6)
34 78,02 5,00 (dq, J=1,6/6,8) 78,0 5,05 (dq, J=1,6/7)
CH,

3a 33,46° 2,34 (dd, J=14/7,1) 33,2 2,35 (dd, J=15/8)
3b 2,47 (m) 2,47 (dd, J=15/3)

5 37,27¢ 1,41 (m) 37,2 1,42 (m)
6-8 29,67-29,36 1,26-1,19 (m) 29,6-29,7 1,24 (m)

9 37,34¢ 1,41 (m) 37,3 1,38 (m)

11 37,34° 1,41 (m) 37,3 1,38 (m)
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12 25,49° 1,34 (m) 25,4 1,24 (m)
13 25,66 ° 1,34 (m) 25,6 1,24 (m)
14 33,38° 1,41 (m) 33,3 1,34 (m)
17 28,78 1,92-1,60 (m) 28,8 1,94-1,60 (m)
18 28,78 1,92-1,60 (m) 28,8 1,94-1,60 (m)
21 33,38° 1,41 (m) 33,1 1,34 (m)
22 25,59° 1,34 (m) 25,5 1,24 (m)
23-29  29,67-29,36 1,26-1,19 (m) 29,6-29,7 1,24 (m)
30 31,93 1,26 (m) 31,9 1,24 (m)
31 22,69 1,34 (m) 22,6 1,24 (m)
CH;
32 14,12 0,81 (t, J=6,0) 14,1 0,85 (t, J=7,0)
35 19,11 1,36 (d, J=6,8) 19,0 1,40 (d, J=7,0)
ab,cd, e

pode ocorrer inversao de valores
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Figura 55. Espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de A4.
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Figura 58. Mapa de correlagéo heteronuclear HSQC em CDClI; de A4.
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5.1.5 Identificacdo da substéancia A5

HaC 3¢ 2 ANETENLT N0 N1 N N8 '1'?-019 M%Ha
) OH :OH
A5

A substancia A5 presente na fracéo cloroférmica de Annona dioica, foi
isolada com um aspecto de cera incolor. Apresentou teste negativo para
acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solugcéao do reagente
de Kedde, que sugere a auséncia do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na analise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 62),
observa-se a existéncia de duas bandas de absorcdo em 1755,6 cm™ e em
1712,7 cm™ que corresponde & presenca de dois grupos carbonilicos distintos.
Também, pode ser observada uma banda de absorcdo a 3432,9 cm™ indicando
a presenca do grupo hidroxila, que sdo caracteristicos grupos funcionais
presentes nas estruturas das acetogeninas. As absorcdes em 2918,5 cm™ e

2851,4 cm™ indicam a presenca de ligacdo H-Csp® e, a em 1090,2 cm™.

100
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Figura 62. Espectro de infravermelho da isoannonacina (A5).
O espectro de RMN *H de A5 (Figuras 67-70, p. 151-153), corrobora

com os dados descritos acima e permite estabelecer com precisao a auséncia

da estrutura de um sistema y-metil y-lactona a,B-insaturada e a presenca de
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um sistema a-oxido-y-lactona saturada apresentado na Figura 63. As
acetogeninas que apresentam este modelo particular de anel y-lactbnico séo

comumente chamadas de “iso-acetogeninas” (DURET et al., 1994).

@)
O H% O m 4.3 +m 4.5 (cis + trans)
35 | L : _H
(37) 3
34
H3C (36) 33
22 7" @Ha”  Hb

m 2.9 + m 3.0 (cis + trans)

Figura 63. Deslocamentos quimicos de RMN *H do anel y- lacténico da “iso-
acetogenina”.

A “iso- acetogeninas” sao caracterizadas por apresentarem no espectro
de RMN *H um simpleto a &y 2,2, correspondente a metila terminal no atomo de
C-37 (35) (Figura 63) (DURET et al., 1994). No espectro de RMN *H de A5
(Figuras 67-70, p. 151-153) pode ser observado este sinal em oy 2,13.

Estas substancias sempre sdo isoladas como misturas de
diasteroisdmeros cis e trans, dependendo se os atomos de H-2 e H-4 se
encontram ou ndo no mesmo plano. Por esta razéo, os sinais dos atomos de H-
2, H-3, H-4 e H-35 (33) aparecem desdobrados (Figura 63) (DURET et al.,
1994, CAVE et al., 1997). A fim de distinguir as duas configuracdes relativas,
cis e trans, utilizamos como base modelos que foram preparados e analisados
na literatura (CAVE et al., 1997).

Assim, no espectro de RMN *H de A5 (Figuras 67-70, p. 151-153) os
sinais em 642,93 e 642,95, se referem aos atomos de H-2 cis e trans,
respectivamente. E, sinais em 6y 4,32 e oy 4,47, se referem aos atomos de H-4
cis e trans, respectivamente. Além disso, os atomos de H-3 e H-33 de cada
diasteroisdbmeros ndo s&o equivalentes, logo no espectro de RMN 'H de A5
(Figuras 67-70, p. 151-153) pode-se distinguir os atomos de H-3 cis a em
012,53 e B em éy 1,61; H-3 trans a em 642,55 e B em 64 1,92; H-33 cis a em
on 2,57 e B em 64 3,05 e H-33 trans a em 642,63 e B em 8y 2,99. O espectro
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COSY de 5 (Figura 72, p. 154) mostra as correlagbes correspondentes as
interacOes spin-spin homonucleares destes atomos de hidrogénios.

A andlise do espectro de RMN **C-DEPT de A5 (Figura 71, p. 153)
revelou a presenca de alguns pares de sinais, devido a mistura de
diasteroisbmeros, com deslocamentos quimicos em: &c 178,6 (C-1); d¢
35,69 (CH-2); 6¢c 34,53 e 34,30 (CH2-3), o¢c 78,30 (CH-4); 6c 42,24 cis e 43,78
trans (CH»-33); oc 205,3 (C-34) e, oc 28,98 (CH3-35). Desta maneira, as
atribuicdes dos sinais de deslocamentos quimicos referentes ao sistema a-oxo-
y-lactona saturada foram confirmados através do mapa de correlacdo
heteronuclear HSQC (Figuras 73 e 74, p. 154 e 155).

A identificacdo de um sistema mono THF € proposto pela presenca dos
sinais em &c 81,58 e 3¢ 81,64, que foram atribuidos aos dois atomos de
carbono CH-16 e CH-19, respectivamente. Os sinais dos dois carbonos
carbindlicos em 6¢ 73,04 (CH-15) e 8¢ 72,96 (CH-20) podem ser observados no
espectro RMN *C-DEPT (Figura 71, p. 153), em consonancia, os sinais
correspondentes aos atomos de hidrogénio observados no espectro RMN *H
(Figuras 67-70, p. 151-153) em &y 3,74 (H-16 e H-19) e 84 3,34 (H-15 e H-20).
Também foram identificados os sinais em &¢ 70,76 e um multipleto integrando
para um hidrogénio em dJy 3,53, que foram atribuidos ao atomo CH-10,
confirmando a presenca do grupo funcional hidroxila ao longo da cadeia
hidrocarbbnica. As correlacdes observadas no mapa de correlacdo HSQC
(Figuras 73 e 74, p. 154 e 155) confirmam os deslocamentos quimicos propostos.

A configuracao relativa do sistema mono-THF, foi realizada por uma
analise comparativa dos dados citados com modelos descritos na literatura.
(CAVE et al., 1997; BORN et al., 1990). Dessa forma, permitiu propor a
configuracgéo relativa do anel mono-THF como sendo threo/trans/threo para a
acetogenina A5, semelhante a annonacina (A4).

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN C-DEPT (Figura 71, p. 153), da parte ndo funcionalizada, estdo de
acordo com os dados da literatura (CH2-5 a CH,-8 e CH»-23 a CH,-29:
8¢ 32,28-27,74; CH»-17 e CH»-18: 8¢ 28,64). No espectro de RMN *H os sinais

correspondentes a esses atomos de hidrogénios aparecem em &y 1,34-1,19;
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oy 1,92-1,61, respectivamente. As demais atribuicbes de valores dos
deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN **C-DEPT encontram-se
sumarizadas na Tabela 28, p. 148 e Figura 64, e confirmadas pelo mapa de
correlagcdo HSQC (Figuras 73 e 74, p. 154 e 155).

(1,61-1,92)

(3,34)

, (3,34) (0,81)
(1‘34)‘_‘ 73,040

b 1,34) (1,33) 13,10
W (C H 2) 7%30/\ 32
l Y (142) 31 "CH 3
\ (3.53) (1.34) (1.42)

3 2053 j (201295) I 32490 (1,34)
1291, 70,76 24,592 32,491 3,74
35,69 (4,3214,47) OH gg‘ge gl 64)9 OH
(Ha 2,57/2,63) 78.38 . !
(Hb 3,05/2,99) (Ha 2,53/2,55)
42,24142.78  (Hp 1,61/1,92)
34,53'34,30

(1.42)

@1y |
28,98 2

3 N\ l 4

CHy: (1,34-1,19, m)
32,28-27,740)

abcde . %
pode ocorrer inverséo de valores

Figura 64. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN *C

da isoannonacina (A5).

O espectro de massas ESI-MS (Figuras 75 e 76, p. 155 e 156)
apresentou o pico do ion molecular [M*Na]* de m/z 619,5 indicando M+ de m/z
596 (596,465205 cal), consistente com a férmula molecular CgzsHpsO7,
confirmando a proposta estrutural da acetogenina A5. O espectro também
revelou picos que podem ser justificados por ions correspondentes a perda de
moléculas de agua. E importante destacar que o pico em m/z 327,1 (326,1 cal)
permite confirmar a posicdo do anel mono-tetrahidrofuranico entre os atomos
de carbonos C-15/C-20. A presenga do grupo a-oxo- y-lactona saturada pode
ser confirmada pelo pico em m/z 142,0 (142,06 cal) (Figura 65, p. 148).
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CssHesO7

596.465205

Figura 65. Proposta de fragmentac&o para os principais ions da isoannonacina

(A5).

A comparacdo dos dados de RMN *H e RMN **C-DEPT com dados de

literatura confirmou de forma inequivoca que a acetogenina A5 trata-se da

isoannonacina, isolada pela primeira vez das cascas do caule da espécie

Annona densicoma (XU et al., 1989).

Tabela 28. Dados de RMNH (300 MHz), **C-DEPT (500 MHz) da acetogenina

A5, em CDCl; (6 7,26) em comparacdo com os dados de literatura para a

isoannonacina em CDCI;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (entre paréntesis) estdo em Hz.

Substancia A5

Isoannonacina
(XU et al., 1989)

oc OH oc OH
C -
1 178,6 - 178,65 -
34 205,3 205,38 -
CH
2 35,69 2,93/2,95 (m) 34,2 3,02 (dddd,
J=17;9,5; 9,0;3,6)
4 78,38 4,32 (dddd, J=9,5; 78,81 4,54 (tdd,
9,0:5,0;3,6) J=7:4,3;3,6)
4,47 (m)
10 70,76 3,53 (M) 71,73 3,59 (m)
15 73,042 3,34 (ddd, J= 74,03 3,41 (ddd, J=
11;6,5;5) 12,2;6,4;5,2)




149

16 81,58° 3,74 (dt, J=12;7) 82,64 3,8 (dd,J=12,2;6,4)
19 81,64° 3,74 (dt, J=12;7) 82,70 3,8 (dd,J=12,2;6,4)
20 72,962 3,34 (ddd, J= 73,97 3,41 (ddd, J=
11;6,5;5) 12,2;6,4;5,2)
CH,
3a 34,53 2,53 (M) 33,31 2,23 (M)
2,55 (m)
3b 34,30 1,61/1,92 (m) 1,99 (m)
5-8 32,28-27,74 1,34-1,19 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
9 36,39¢ 1,42 (m) 38-22 1,43 (m)
11 36,28¢ 1,42 (m) 38-22 1,43 (m)
12 24,59° 1,34 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
13 24,67° 1,34 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
14 32,49°¢ 1,42 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
17 28,64 1,92-1,61 (m) 38-22 1,98-1,66 (m)
18 28,64 1,92-1,61 (m) 38-22 1,98-1,66 (m)
21 32,49° 1,42 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
22 24,63° 1,34 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
23-29 32,28-27,74 1,34-1,19 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
30 30,90 1,33 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
31 21,67 1,34 (m) 38-22 1,60-1,25 (m)
33a 42,24 2,57 (dd, J =16;9,3) 44,25 2,68 (dd,J =17;9,5)
2,63 (dd, J =16;9,3)
33b 42,78 3,05 (dd, J =19;3,5) 3,01(dd,J =9,5;9,0)
2,99 (dd, J =19; 3,5)
CH;
32 13,10 0,81 (t, J=6,7) 14,04 0,88 (t, J=6,8)
35 28,98 2,13 (s) 29,86 2,20 (s)
a,b,c,d.e

pode ocorrer inversao de valores

E importante, ressaltar que as ‘“iso-acetogeninas” ndo devem ser
consideradas produtos naturais e sim, artefatos procedentes da
translactonizacdo que ocorrem em ACGs hidroxiladas no atomo de C-4 (Figura
66, p. 150). Este processo pode ocorrer devido ao meio béasico, como
consequéncia, por exemplo, da presenca de alcaloides. Também, foi descrito
que a formacdo destes artefatos ocorre quando as ACGs se encontram no
processo de extragdo em solugdo metandlica sob aquecimento. Um dos
primeiros grupos de pesquisas sobre ACGs publicaram dados experimentais
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em que numa extracdo com metanol feita sem precaucdes de raizes de A.
cherimolia foi detectada a presenca de “iso-acetogeninas”, porém quando
realizaram o processo de extracado por maceracao com as raizes frescas de A.
cherimolia usando acido cloridrico a 0.5N, com a finalidade de separar os
alcaloides das ACGs, n&do foram encontrado as “iso-acetogeninas”. Com esta
investigacdo, pode-se concluir que estas substancias sado formadas durante o
processo de secagem ou de extracdo e, portanto ndo existem na matéria prima
fresca (DURET et al., 1994).

o_ O
HaCr. ~ OH

Acetogenina com hidroxila em C-4

Rota 2
Rota 1 \(:ratamento sob aquecimento)
(tratamento alcalino)

N

STl SO SB
Z H B ;
H3CW (Base) H3C =

[
N2 on <
HsC—C \f HSC)\/\\C/\}H
. /
>,

(2,4- cis/trans)-isoacetogenina

H3C

Figura 66. Mecanismo de translactonizacdo das acetogeninas com hidroxila
em C-4 (DURET et al., 1994).
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Com o propésito de apurar a presenca destes artefatos na fracdo em
cloroférmio das raizes de Annona dioica e com base no pressuposto que a
presenca do meio alcalino conferido pelos alcaloides poderia esta influenciando
a translactonizacdo das acetogeninas com hidroxilas no atomo de C-4, foi
realizada uma nova extragcdo da fracdo cloroférmica com &cido cloridrico a 0.5N
(descrita na p. 87), concomitante com a reacdo de Mayer, sendo observada a
formacdo de um precitado e turvacdo do meio, estas caracteristicas sdo um
indicativo positivo para a presenca de alcaloides. Portanto, estes argumentos
reforcam que parte das acetogeninas hidroxiladas no atomo de C-4 foram
convertidas na sua correspondente mistura de diastereoisbmeros de “iso-
acetogenina”, uma vez que também foram isoladas acetogeninas hidroxiladas

no atomo de C-4.
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Figura 67. Espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de AS5.
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Figura 69. Ampliacdo do espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de A5.




153

Jun26-2015.20.fid
SA 7882
proton CDCI3 Jopt/topspin SANZ 2

F16

—305
—305
—anz
—3m
—289
—289
—287
286
A
—285
—2584
—283
—283

_\-ZSH

15
14
F13
Fi2
F11

F10

| A ™ L A
PR v — v e B i i et i el

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.12 3.11 3.10 3.09 3.08 3.07 3.06 3.05 3.04 3.03 3.02 3.01 3.00 2.99 2{9? 2.9]? 296 295 2.94 293 292 291 290 2.89 288 287 286 285 2.89 2.83
1 (ppm

Figura 70. Ampliacéo do espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de AS5.

Jun26-2015.21.fid Fauuy

8154
81 .58
7304
7296

£

<
™-7830
e

5A 7881

dept135 COQ3 fopl/topspin SANZ 2 Fas00
4000
3500
3000

2500

2000

-500

F-1000

F-1500

F-2000

F-2500

+ --3000

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 &0 70 60 50 40 30 0 10 1] -10
f1 (ppm)

Figura 71. Espectro DEPT 135 (500 MHz) em CDCI3; de A5.



154

SA23.ser .
BBOF cosy \;#b

o

3

4

El

6

&

=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 BS5 B8O 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 L5 10 05 00
f2 (ppm)

Figura 72. Mapa de correlacéo *H-'H-COSY em CDCI; de A5.

SA.2D ser & Lo
88OF HSQC ?

100

Fi10

Y RN I

F120

F130

140

F150

160

F170

9.5 9.0 85 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5 4.0 35 30 45 20 L5 10 0.5

| o e SIS

50 45
f2 (ppm)

Figura 73. Mapa de correlagéo heteronuclear HSQC em CDClI; de A5.



155

SA.20.ser

880F HSQC Lo

L et 15

70

32 3.1 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 é_(u 1{ 16 15 14 13 12 11 1.0 0.9 08 07 06 0.5 0.4 03
ppm

Figura 74. Ampliagdo do mapa de correlacdo heteronuclear HSQC em CDCl;
de AS.

8195

0614

6354
sa15
1480 2404 5618 L L {
L e s T i - i

100 200 300 a0 500 a0 700 miz

Figura 75. Espectro de massas ESI-MS de A5.



+tens.
wiod

0

Figura 76. Ampliacdo do espectro de massas ESI-MS de A5.

1420

130.0

1738

2300

2170

ORI ¥ A1

100

3042

2a0.1

M2z

3861

3932 2473

8052 g6
5433

5193

Ll b b

300

700

miz

156



5.1.6 Identificacdo da substancia A6
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A substancia A6 presente na fracdo cloroférmica de A

nnona dioica, foi

isolada com um aspecto de cera incolor. Apresentou teste negativo para

acetogeninas pela coloracao rosa-violeta demonstrada em solucéo do reagente

de Kedde, que sugere a auséncia do anel y- lacténico a,B- insaturado.

Na analise do espectro na regido do Infravermelho (Figura 77),

observa-se a existéncia de duas bandas de absorcdo em 1751,8 cm™ e em

1716,4 cm™ que corresponde & presenca de dois grupos carbonilicos distintos.

Também, pode ser observada uma banda de absorcdo em 3418,0 cm™

indicando a presenca do grupo hidroxila, que sao caracteristicos grupos

funcionais presentes nas estruturas das acetogeninas. As

absorcdes em

2918,5 cm™ e 2851,4 cm™ indicam a presenca de ligacdo H-Csp® e, a em

1056,7 cm ™ indica a presenca de C-O.
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Figura 77. Espectro de infravermelho da isocherimolina-1 (A6).

O espectro de RMN *H de A6 (Figuras 80-83, p. 162 e 163), corrobora

com os dados descritos acima e permite estabelecer com precisdo a auséncia

de um sistema y-metil y-lactona a,B-insaturada na estrutura, e a presenca de
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um sistema a-oxo- y-lactona saturada, caracteristico das “iso-acetogeninas’.
Observa-se um simpleto caracteristico em dy 2,22, correspondente a metila
terminal no atomo de CH3-37.

Estas substancias sempre sdo isoladas como misturas de
diasteroisdbmeros cis e trans, dependendo se os atomos de H-2 e H-4 se
encontram ou ndo no mesmo plano, portanto mistura de 2,4-cis e 2,4-trans. Por
esta razdo, os sinais dos atomos de H-2, H-3, H-4 e H-35 (33) aparecem
desdobrados (DURET et al., 1994, CAVE et al., 1997). Assim, no espectro de
RMN 'H de A6 (Figuras 80-83, p. 162 e 163) os sinais em &y 3,02 e &4 3,04, se
referem aos atomos de H-2 cis e trans, respectivamente. E, sinais em 64 4,41 e
oy 4,57, se referem aos atomos de H-4 cis e trans, respectivamente. Além
disso, os atomos de H-3 e H-35 de cada diasteroisbmeros ndo sao
equivalentes, logo no espectro de RMN *H de A6 (Figuras 80-83, p. 162 e 163)
pode-se distinguir os atomos de H-3 cis a em oy 1,75 e B em dy 1,49; H-3 trans
aemdy 2,60 e Bem by 1,60; H-35 cis a em 6 2,64 e B em &y 3,15 e H-35 trans
a em 642,70 e B em 64 3,08. O espectro COSY de A6 (Figura 86, p. 165)
mostra as correlacdes correspondentes as interacdes spin-spin homonucleares
destes atomos de hidrogénios.

A anélise do espectro de RMN *C e RMN **C-DEPT de A6 (Figuras
84 e 85, p. 164) revelou a presenca de alguns pares de sinais, devido a mistura
de diasteroisbmeros, com deslocamentos quimicos em: J&c 178,80 e
178,28 (C-1); &c 37,72 e 34,46 (CH-2); 8¢ 79,31 e 78,91 (CH-4); 5¢c 44,27 e
43,83 (CH,-35); 8¢ 205,58 e 205,52 (C-36) e, ¢ 29,93 e 29,69 (CH3-37).
Desta maneira, as atribuicbes dos sinais de deslocamentos quimicos referentes
ao sistema a-oxo- y-lactona saturada foram confirmados através do mapa de
correlagao heteronuclear HSQC (Figuras 87-89, p. 165 e 166).

Assim, o sistema bis-tetrahidrofuranico nao-adjacente foi sugerido pela
presenca de quatro sinais em oJ¢c 82,01 (CH-15), 6¢ 83,30 (CH-20), o¢c 82,20
(CH-23) e de um sinal tipico na regido de 6c 79, em 6c 79,36 (CH-12). Os trés
atomos de carbonos carbinélicos em 6¢c 74,55 (CH-16), 6c 74,47 (CH-19), 6c
71,57 (CH-24), sdo observados do espectro RMN *C e RMN **C-DEPT

(Figuras 84 e 85, p. 164) em consonancia com 0s sinais correspondentes aos
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atomos de hidrogénio observados no espectro RMN *H (Figuras 80-83, p. 162
e 163) em &y 3,9 (m, H-12, H-15, H-20, H-23 e H-24), &4 3,42 (m, H-16 e H-
19). As correlacdes observadas no mapa de correlacdo HSQC (Figuras 87-89,
p. 165 e 166) confirmam os deslocamentos quimicos propostos.

Para estabelecer a configuracdo relativa do sistema bis-THF néo-
adjacente, foi realizada uma analise comparativa entre os dados citados com
os modelos descritos na literatura (CAVE et al., 1997;CORTES et al., 1993).
Dessa forma, permitiu propor a configuracdo relativa do sistema bis-THF néo-
adjacente como sendo trans/threo-threo/trans/erythro para a acetogenina A6,
semelhante a cherimolina-1.

Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbonos, no espectro de
RMN C e RMN C-DEPT (Figuras 84 e 85, p. 164), da parte ndo
funcionalizada, estdo de acordo com os dados da literatura (CH2-5 a CH,-11,
CH»-13, CH»-14, CH,-21, CH»-22 e CH,-26 a CH»-31: ¢ 29,69-29,37; CH»-13,
CH,-18: 8¢ 32,29-25,22). No espectro de RMN *H os sinais correspondentes a
esses atomos de hidrogénios aparecem em dy2,02-1,28. As demais
atribuicdes de valores dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN *3C
encontram-se sumarizadas na Tabela 29, p. 160 e Figura 78, e confirmadas
pelo mapa de correlagdo HSQC (Figuras 87-89, p. 165 e 166).

O sy
178,28

Q (57/441) OH

78,91/79,31

C 36
3 205,52/ | (3,04/3,02)

3720558 | 36,72/34,46 l
(2,22) (3,90)
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33,29-25,22

8330°  g2,20°
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Figura 78. Deslocamentos quimicos de RMN *H (entre paréntesis) de RMN *C

da isocherimolina-1 (A6).

O espectro de massas ESI-MS (Figura 90 e 91, p. 167) apresentou o
pico do fon molecular [M*Na]® de m/z 661,4 indicando M+ de m/z 638
(638,475770 cal), consistente com a formula molecular C37HgsOg, confirmando
a proposta estrutural da acetogenina A6. O espectro também revelou picos que

podem ser justificados por ions correspondentes a perda de moléculas de
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agua. E importante destacar que o pico em m/z 359,1 ([M*- 2H,0]") (360,25
cal) permite confirmar a posicdo de um anel mono-tetrahidrofuranico entre os
atomos de carbonos C-19/C-24 e o pico em m/z 290,2 ([M*- 1H,OJ") (290,21
cal) permite confirmar a posicdo de um anel mono-tetrahidrofuranico entre os
atomos de carbonos C-12/C-16, propondo desta forma um sistema bis-
tetrahidrofuranico ndo adjacente. Além disso, o pico em m/z 339,1 (338,22 cal)
confirma a posicdo do grupo hidroxila na cadeia hidrocarbénica em C-16,

atribuido a clivagem entre os atomos de carbonos C-16/C-17 (Figura 79).

290,21 = 308,21«

360,25 < 378,25 < 396,25 €— 242,22

C37Hes0s

638.475770
Figura 79. Proposta de fragmentacdo para o0s principais ions da

isocherimolina-1 (A6).

A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN **C com dados de literatura
confirmou de forma inequivoca que a acetogenina A6 trata-se da isocherimolina-1,
também conhecida como bullatalicinona, isolada pela primeira vez das cascas da

espécie Annona bullata (HUI et al., 1991).

Tabela 29. Dados de RMN'H (300 MHz), **C (500 MHz) da acetogenina A6,
em CDCl; (67,26) em comparacdo com os dados de literatura para a
isocherimolina-1 em em CDCl;. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e

as constantes de acoplamento (entre paréntesis) estdo em Hz.

Isocherimolina-1
(Hui et al., 1991)

dc n d¢ O

Substancia A6

1 178,80/178,28 - 177,01 -
36 205,52/205,58 - 203,99 -
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CH
2 36,72/34,46 3,04/3,02 (m) 36,5-23,0 2,61/2,72
4 78,91/79,31 4,57 (m) 78,45/78,1 4,06
4,41 (dddd,J= 9,3; 8
7,4:5,0;5,0)
12 79,36 3,90 (m) 75,50 3,78 (m)
15 82,01 3,90 (m) 83,75 3,70 (m)
16 74,552 3,42 (M) 72,10 3,62 (M)
19 74,477 3,42 (M) 74,85 3,43 (m)
20 83,30° 3,90 (m) 82,61 3,81 (m)
23 82,20° 3,90 (m) 82,88 3,70 (m)
24 71,57 3,90 (m) 74,82 3,36 (M)
CH,
3a 35,38 2,60 (ddd, J= 36,5-23,0 1,98
9,3;9,0;3,6) /1,7 (m)
3b 1,60/1,49 (m) 1,71
5-11 33,29-25,22 2,02-1,28 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
13-14 33,29-25,22 2,02-1,28 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
17 35,58 1,46 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
18 32,55° 1,40 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
21-22 33,29-25,22 2,02-1,28 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
25 32,40° 1,51 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
26-31 33,29-25,22 2,02-1,28 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
32 31,90 1,28 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
33 22,68 1,32 (m) 36,5-23,0 1,95-1,20
35a 43,44 2,70 (dd,J=19,0;7,5) 43,79 1,88
2,64 (dd,J=19,0;7,5)
35D 44,27 3,15(dd,J =18,5; 3,5) 44,16 2,62
3,08(dd,J =18,5; 3,5) 2,52
CH;
34 14,11 0,90 (t, J=7,0) 14,37 0,93
37 29,93/29,69 2,22 (s) 36,94 2,0

abc pode ocorrer inversao de valores
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Figura 80. Espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de A6.
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Figura 81. Espectro de RMN *H (300 MHz) em CDCl; de A6.
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Figura 86. Mapa de correlacéo *H-'H-COSY em CDCI; de A6.
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5.2 Avaliacédo da atividade bioldgica das fracdes das espécies A. dioica, A.

acutiflora e A. dolabripetala

5.2.1 Avaliacdo do efeito das fracbes na viabilidade celular de células

neoplasicas e de origem néo tumoral

O cancer € uma condicdo patoldégica com crescente prevaléncia e
incidéncia. Contudo, estudos vém sendo desenvolvidos nos ultimos anos,
revelando descobertas promissoras cujo objetivo é desenvolver opcdes de
tratamentos individualizados, que sejam mais seletivos e menos toxicos.

Entre as diversas formas para o tratamento da doenca, os farmacos
guimioterapicos sdo as op¢des em maior uso, onde a maioria destes é oriundo
dos produtos naturais. De fato, em decorréncia da valorizagdo da farmacologia
dos produtos de origem vegetal estar intimamente conectada a sua aplicacdo
na terapia do cancer, os dados quimiossistematicos e conhecimentos
etnobotéanicos tém sido utilizados como principais estratégias na selecdo das
espécies de plantas para a descoberta de novos farmacos (LAUTIE et al.,
2008).

Portanto, com base em dados da literatura e em estudos prévios,
objetivamos, inicialmente, investigar neste trabalho a atividade citotoxica de
trés espécies do género Annona, que pertence a familia Annonaceae: A. dioica,
A. acutiflora e A. dolabripetala. Embora, seja de conhecimento que varias
espécies deste género, como A. muricata e A. purpurea, sdo empregadas na
medicina popular para efeitos anti-cancer no México, por exemplo, as espécies
em estudos ndo tém mencdo quanto a isto (CHAVEZ & MATA, 1998;
CAMACHO et al.,, 2003). Mas, é de nosso interesse investigar o potencial
biologico destas espécies, através de ensaios de citotoxidade in vitro em
linhagens de células tumorais humanas, como forma de contribuicdo para a
farmacologia do género Annona e também como maneira de guiar o estudo
fitoquimico na busca das substancias que mais contribui para o caracter
citotoxico conhecido entre as espécies do género Annona, as acetogeninas.

Desse modo, a atividade citotoxica das fragdes obtidas das trés espécies

de Annonas estudadas foram avaliadas através do micro-ensaio colorimétrico
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utilizando MTT que avalia a fungéo celular a nivel mitocondrial (MOSMMANN,
1983).

No screening inicial as fracdes hexanica, cloroférmica e metandlica das
folhas da espécie A. acutiflora, as fragcbes cloroférmica, acetato de etila e
metandlica das raizes da espécie A. dioica e, as fracdes hexanica, cloroférmica
e metandlica das folhas da espécie A. dolabripetala, foram avaliadas quanto a
citotoxidade no periodo de incubacdo de 48 horas nas linhagens de células
neoplasicas U-937 e THP-1.

Analisando os resultados demonstrados nas Figuras 92 e 93, p. 170 e
171, verifica-se, de forma geral, que as fracdes resultantes das espécies A.
dioica e A. acutiflora apresentam os resultados mais promissores, por serem
capazes de reduzir de maneira significativa a viabilidade celular das linhagens
neoplasicas U-937 e THP-1 apds 48 horas de incubacdo de maneira
concentracdo dependente. O mesmo ndo ocorreu para as fracdes da espécie
A. dolabripetala, que foram capazes de interferir na viabilidade das células U-
937 somente na maior concentracdo, e para a linhagem THP-1 ndo foi capaz
de interferir na viabilidade das células nem na maior concentracao.

O DMSO (dimetilsulfoxido), veiculo utilizado para a dissolucdo das
fracOes, ndo expos efeito citotoxico sobre as células mantidas no cultivo e, o
emprego deste como solvente nas fracbes ndo foi fator interferente nos
resutados, pois os dados obtidos mostram leitura semelhantes entre DMSO e

controle celular.
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Figura 92. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem U-937 pelo ensaio de
MTT (n=3), apds 48 horas de incubacdo com as fracdes de A. dioica (A), A.
acutiflora (B) e A. dolabripetala (C). O zero significa o controle negativo do
teste (células e meio de cultura). A concentragdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em
relacdo ao controle negativo (zero).
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Figura 93. Avaliagéo da viabilidade celular da linhagem THP-1, pelo ensaio de
MTT (n=3), apos 48 horas de incubacdo com as fracGes de A. dioica (A), A.
acutiflora (B) e A. dolabripetala (C). O zero significa o controle negativo do
teste (células e meio de cultura). A concentracdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em
relacdo ao controle negativo (zero).

Com a finalidade de verificar a seletividade das fracdes para as células
neoplasicas, foi avaliada a viabilidade em células de origem ndo tumoral. No
caso, foram utilizadas as células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMC), submetidas as mesmas condigbes experimentais através do ensaio
de MTT, como mostrado na Figura 94, p. 172.

Segundo as analises, as fracdes resultantes das espécies A. dioica e A.
acutiflora apresentaram a capacidade de reduzir de maneira significativa a
viabilidade das células mononucleares, apds 48 horas de incubagdo de

maneira concentracdo dependente.
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Figura 94. Avaliacdo da viabilidade celular das células mononucleares do
sangue periférico (PBMC), pelo ensaio de MTT (n=3), apds 48 horas de
incubacéo com as fragOes de A. dioica (A) e A. acutiflora (B). O zero significa o
controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentracdo do
DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente

significantes em relacdo ao controle negativo (zero).

Portanto, para efeito de uma melhor comparacéo da atividade entre as
fracGes, foi calculada a concentracao inibitéria necessaria para a morte de 50%
das células (ICsp). Os valores de ICsg referentes para cada fracdo em cultura de
células neopléasicas e as PBMCs, expressos em pug/mL, estdo representados na
Tabela 30.

Tabela 30. ICso (ug/mL) das fracbes sobre a viabilidade celular baseado no
ensaio de citotoxidade celular por MTT.

Fraces U-937 I%ZOFE{? e PBMC

A. dioica CHCly 6,83+1,05 10,01+1,10 13,42 £1,06

A. dioica AcOEt 10,97+1,12 26,66+1,10 8,81+1,08

A. dioica MeOH 34,24+1,27 >200 33,93+1,06

A. acutiflora Hexano 6,07+1,20 28,57+1,09 24,45+1,03

A. acutiflora CHCI; 6,99+1,11 24,704£1,13 23,85+1,06

A. acutiflora MeOH 6,07+1,17 12,07+£1,19 18,91+1,06
A. dolabripetala Hexano >200 >200 ND*
A. dolabripetala CHCI; 77,29+1,16 >200 ND*
A. dolabripetala MeOH 112,3+1,20 >200 ND*

ND*: ndo determinado
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As fracdes obtidas a partir de espécies vegetais sdo consideradas ativas
quando exibem ICsp <20 pug/mL (SUFFNESS & PEZZUTO, 1990). Assim, a
poténcia citotoxica das fracbes em cloroféormio e em acetato de etila da espécie
A. dioica na linhagem U-937 e, a fracdo em cloroférmio na linhagem THP-1, é
posto em destaque, e, principalmente, a fracdo em cloroférmio, por apresentar
ICs0 = 6,83£1,05 pg/mL na U-937. Da mesma maneira, é notdria a forte
atividade das fracbes hexanica, cloroformica e metandlica da espécie A.
acutiflora, com ICsp na faixa de 6-7 pg/mL na linhagem U-937. As fracGes da
espécie A. dolabripetala apresentaram ICso maior que 20 pg/mL na linhagem U-
937 e THP-1, portanto, consideradas inativas, sendo excluidas do ensaio de
citotoxidade com as células PBMCs e dos ensaios subsequentes. A linhagem
de célula neoplasica U-937 foi mais sensivel do que a THP-1 para todas as
fracOes testadas das trés espécies.

Um estudo feito por Martins (2014) com as fragbes em hexano,
diclorometano e etanol das raizes de A. dioica também demonstrou a potente
atividade citotéxica desta espécie, principalmente, da fracdo em diclorometano
na linhagens tumorais de melanoma murino (ICso = 3,44 + 0,05 pug/mL, B16-
F10), adenocarcinoma de préstata (ICsp = 3,22 + 1,04 pg/mL, PC-3),
adenocarcinoma de rim (ICsp = 5,02 £ 0,56 pg/mL, 786-0), adenocarcinoma de
célon (ICso = 4,87 = 1,72 pg/mL, HT-29), adenocarcinoma de mama (ICso =
2,13 + 0,49 pg/mL, MCF-7), melanoma humano (ICso = 3,43 + 0,23 pg/mL,
UACC-62), adenocarcinoma de ovério resistente (ICso = 0,24 + 0,00 pg/mL,
NCI-ADR-RES), fibroblasto murino (ICsp = 4,60 + 0,2 pg/mL, NHI-3T3)
(MARTINS, 2014).

Entretanto, na avaliacdo das fracbes com atividade anticancer é
geralmente utilizado o indice de seletividade (IS). O IS corresponde a razdo
entre o valor da ICsy de cada amostra-teste na linhagem de células né&o
tumorais e o valor da ICso de cada amostra na linhagem de células neoplasicas.
As amostras com IS > 2,0 serdo consideradas seletivas, inferindo-se que a
amostra é duas vezes mais citotoxica para a linhagem neoplasica em relacéo
as células normais (SUFFNESS & PEZZUTO, 1991). A Tabela 31, p. 174
indica os valores de IS (indice de Seletividade) para as fragdes avaliadas em
relacdo a linhagem de células ndo tumoral PBMC.
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Tabela 31. indice de Seletividade das amostras estudadas nas linhagens
neoplasicas U-937 e THP-1.

indice de seletividade (IS)

Fracbes

U-937 THP-1

A. dioica CHCIlg 1,96 1,34
A. dioica AcOEt 0,80 0,33
A. dioica MeOH 0,99 <0,16
A. acutiflora Hexano 4,02 0,85
A. acutiflora CHCI; 3,41 0,96
A. acutiflora MeOH 3,11 1,56

Quando verificado os valores de IS das fracGes testadas referentes as
espécies A. dioica e A. acutiflora, observa-se que as fracbes de A. acutiflora
exibiram bons IS para a linhagem U-937.

Uma vez que as fracdes de A. acutiflora e A. dolabripetala ndo possuem
estudos que demonstram seu potencial citotoxico em células tumorais
humanas, os dados obtidos fazem o primeiro registro de citotoxidade in vitro
em linhagens neoplasicas humanas e de origem ndo tumoral para estas
espécies e, corroboram agregando mais conhecimento junto as outras
espécies deste mesmo género que ja foram estudadas.

Um estudo de Chen e colaboradores (2012b) demonstrou que a fracao
em acetato de etila das sementes de A. squamosa apresentou I1Csp = 3,2 pg/mL
nas células A-549 (adenocarcinoma de pulmé&o) e ICso = 2,5 x 10 pg/mL nas
células MCF-7 (adenocarcinoma de mama). Ja na espécie A. muricata,
Zorofchian e colaboradores (2014) relatou que o extrato em acetato de etila das
folhas exibiu valores de ICso, 11,43 + 1,87 pug/mL e 8,98 £ 1,24 ug/mL nas
células HT-29 (carcinoma coloretal) e HCT-116 (carcinoma coloretal),
respectivamente. Outro estudo, com o extrato etandlico das folhas de A.
muricata, apresentou ICsp = 2,5 pg/mL na linhagem K562 (leucemia mieloide
cronica) (EZIRIM et al., 2013).
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Assim, os resultados obtidos nesta triagem de citotoxidade forneceram
informacdes preliminares importantes para ajudar a selecionar as fracdes

destas espécies com maior atividade antitumoral para os estudos futuros.

5.2.2 Avaliacdo da apoptose pela andlise da fragmentacdo do DNA

A morte celular envolvida em consequéncia da atividade citotoxica
dessas fracdes pode ser compreendida em dois dos processos mais
conhecidos e bem estudados, a necrose ou apoptose. Sabe-se que estes dois
mecanismos de morte celular sdo caracterizados por diferencas morfolégicas e
bioquimicas.

Por ser um processo seletivo central para diversos processos biolégicos
sem provocar resposta inflamatoria no local, o desenvolvimento de novos
farmacos quimioterapicos tem enfoque na inducao de apoptose. Sendo assim,
para avaliar a morte celular induzida por estas fracfes de forma bem simples e
dar seguimento ao estudo fitoquimico, escolhemos aplicar uma metodologia
que analisa a fragmentacdo do DNA, realizada por eletroforese em gel de
agarose que verifica de maneira qualitativa estes eventos.

A fragmentacdo internucleossomal do DNA em oligonucleotideos no
padrao laddering, por consequéncia da acao das endonucleases intracelulares
ativadas, € uma caracteristica bioquimica chave da apoptose (ABEND, 2003).
Assim, como a fragmentacdo do DNA € um evento tardio no processo de
apoptose, nesse experimento, as células U-937 e THP-1 foram incubadas
durante 24 horas com as respectivas concentracées das fracbes mais
promissoras das espécies A. dioica (CHCI3;, AcOEt, MeOH) e A. acutiflora
(Hexano, CHCI3;, MeOH), que resultaria o processo de morte celular neste
periodo de tempo.

Na Figura 95, p. 176, observa-se, apos o tratamento de 24 horas, que
todas as fracbes na concentracdo de 12,5 pg/mL foram capazes de induzir a
fragmentacdo do DNA na linhagem U-937, deixando claro a presenca de
fragmentos oligonucleossomais, resultantes da ativagdo das endonucleases,

gue quebram o DNA nos nucleossomas e da origem a um padrdo de
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fragmentacao repetitivo, tipico de apoptose. A concentracdo de 6,25 pg/mL
(dados ndo mostrados) nédo foi capaz de produzir nenhum efeito sobre as
células, sendo equivalente ao controle, por isso a dose foi dobrada.

No controle (CTL), onde as células foram cultivadas somente com meio
de cultura DMEM/F-12 suplementado com 20 pg/mL de gentamicina e 10 % de
soro fetal bovino, as células permanecem vivas, e por isso ndo é aferido padrao
algum de fragmentacdo. Ao contrario, no processo de necrose, se veria a

guebra randdmica do DNA, o que ndo gera qualquer padrao repetitivo.

A. dioica A. acutiflora
U-937 U-937

CTL CHCl; AcOEt MeOH CTL Hex CHCl; MeOH

Figura 95. Eletroforese em gel de agarose para deteccdo da fragmentacédo do
DNA em oligonucleotideos na linhagem U-937, apds tratamento com 12,5
Mg/mL das fracdes das raizes de A. dioica (CHCIl3;, AcOEt, MeOH) e das folhas
de A. acutiflora (Hexano, CHCI3;, MeOH) durante 24 horas. CTL= controle.

Na linhagem THP-1, o efeito destas fragbes foi primeiramente
investigado na concentracdo de 6,25 upg/mL e 12,5 upg/mL (dados néo
mostrados), porém, essas concentracbes ndo foram capazes de produzir
nenhum efeito sobre as células. Nota-se na Figura 96, p. 177, que apenas na
concentragao de 25 ug/mL, apos o tratamento de 24 horas com as fragcbes de
A. dioica e A. acutiflora, foi verificado o padréo de fragmentacéo caracteristico
do processo de apoptose, evidenciando uma maior resisténcia dessa linhagem.
Este ensaio com a linhagem THP-1 néo foi realizado com a fracdo MeOH de A.

dioica, pois esta apresentou ICsy>200 pug/mL.
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A. dioica A. acutiflora
THPA THP-1
CTL CHCI; AcOEt CTL Hex CHCl, MeOH

Figura 96. Eletroforese em gel de agarose para deteccao de fragmentacéo do
DNA em oligonucleotideos na linhagem THP-1, apdés tratamento com 25 ug/mL
das fracdes das raizes de A. dioica (CHCI3, AcCOEt) e das folhas de A. acutiflora
(Hexano, CHCI3;, MeOH) durante 24 horas. CTL= controle.

Estes registros sdo as primeiras presuncdes de morte celular por
apoptose induzida pelas fracdes das espécies A. dioica e A. acutiflora, embora
outras avaliacdes em diferentes espécies de Annona também demonstraram
gue seus respectivos extratos e fracdes foram capazes de induzirem apoptose.
Por exemplo, Ezirim e colaboradores (2013) mostraram que o extrato etandlico
de A. muricata induziu apoptose nas células K562 (leucemia mieloide crénica)
através da atividade de caspase-3. JA Pieme e colaboradores (2014),
ao avaliarem o extrato etanolico das folhas e raizes de A. muricata mostraram a
inducao de apoptose associando a despolarizacdo de membrana mitocondrial e
com a avaliacdo do ciclo celular nas células HL-60 (leucemia promielocitica).
Para a espécie A. squamosa, ha relatos em que o extrato aquoso das
sementes induz apoptose nas células AK-5 (cancer histiocitico), demonstrado
pela atividade de caspase-3, fragmentacédo de DNA e pelo ensaio de Anexina-V
(PARDHASARADHI et al., 2004).

As observacdes descritas acima em conjunto com a andlise dos valores
de ICso verificados e principalmente, com perfil cromatografico e relacéo
quantidade de massa versus complexidade de cada fracdo, norteou a escolha

da fracdo cloroférmica da espécie A. dioica para o estudo preliminar


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pardhasaradhi%20BV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22900348
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fitoquimico, por mostrar-se com um potencial eficiente e por representar mais
fielmente as acetogeninas como componentes quimicos, para que assim, além
de ser notificada a atividade biologica desta fracdo, fosse também reconhecido

0 metabdlito ou metabdlitos que contribuiram para este propésito.

5.3 Avaliacédo da atividade bioldgica das acetogeninas
5.3.1 Avaliacdo do efeito das acetogeninas na viabilidade celular de

células neoplasicas e de origem néo tumoral

Com fundamentos embasados na atividade in vitro provada, a fracédo
cloroférmica da espécie A. dioica se apresentou mais adequada para uma analise
guimico-farmacoldgica, onde foi rastreada a presenca das acetogeninas (ACGs). O
estudo fitoquimico desta fragdo conduziu ao isolamento de 6 ACGs (item 5.1,
p.101), que somadas as substancias cedidas, paraguaina e paraguaina acetilada,
representaram trés tipos diferentes de esqueletos basicos para o estudo da
atividade biolégica e possivel relacdo estrutura-atividade (REA): (a) esqueleto
mono-tetrahidrofuranico (THF) - annonacina e isoannonacina, (b) esqueleto bis-
tetrahidrofuréanico (THF) adjacente - esquamocina, motrilina, paraguaina e
paraguaina acetilada; (c) esqueleto bis-tetrahidrofuranico (THF) ndo adjacente —
cherimolina-1 e isocherimolina-1. A substancia paraguaina, até o momento, so foi
isolada nas raizes da espécie A. dioica (Figura 102, p. 186) (VEGA, 2006).

Apesar de alguns estudos ja terem documentado a atividade citotoxica
das ACGs, incluso da motrilina, esquamocina, annonacina, isoannonacina,
cherimolina-1 e isocherimolina-1, em varios tipos de linhagens de células
tumorais mostrando seu alto potencial citotoxico, como pode ser analisado no
levantamento bibliografico (Tabela 3, p. 39), este trabalho preconizou a
investigacdo da REA estabelecendo dados sobre a citotoxidade em células
neoplasicas e ndo tumorais correlacionando com o mecanismo da indugéo de
morte celular envolvido e utilizando as mesmas condi¢cdes experimentais. Esta
condicao permite uma melhor avaliacdo da REA.

Com o objetivo de fornecer dados que corroborem outros trabalhos de
REA citotoxica das ACGs e direcionar o desperto interesse associado na busca

por uma melhor atividade citotéxica para certos tipos de cancer e que fornecem
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um bom indice de seletividade, foi realizado um estudo de citotoxidade em
linhagens de células neoplasicas ainda néo testadas para ACGs.

Desse modo, atividade citotoxica das ACGs foi avaliada sobre a
viabilidade das linhagens neoplasicas humanas U-937 (linfoma histiocitico),
THP-1 (leucemia monocitica aguda), COLO 205 (adenocarcinoma de colon) e
NCI-H460 (carcinoma de pulm&o), no tempo de 48 horas de incubacdo de
maneira concentracdo dependente através do micro-ensaio colorimétrico
utiizando MTT, um dos ensaios mais utilizados na rotina da triagem de
farmacos antitumorais pelo Instituto Nacional do Cancer (MOSMMANN, 1983).

Analisando os resultados apresentados nas Figuras 97-100, p. 179-183,
verifica-se, de forma geral, que os diversos tipos de ACGs avaliadas exibem
distintos niveis de atividade citotoxica para diferentes tipos de células
neolpasicas humanas. O DMSO (dimetilsulfoxido), veiculo utilizado para a
dissolugdo das substancias, ndo afetou a viabilidade celular das linhagens
testadas e, o emprego deste como solvente nas fracbes ndo foi fator
interferente nos resutados, pois os dados obtidos mostram leitura semelhantes

entre DMSO e o controle celular.
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MTT (n=3), apos 48 horas de incubacdo com as substancias. O zero significa o
controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentracdo do
DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente

significantes em relacdo ao controle negativo (zero).
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Figura 97. Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem U-937, pelo ensaio de

MTT (n=3), ap0s 48 horas de incubagdo com as substancias. O zero significa o

controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentragdo do
DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001, valores estatisticamente

significantes em relacdo ao controle negativo (zero). (Cont.)
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Figura 98. Avaliagéo da viabilidade celular da linhagem THP-1, pelo ensaio de

MTT (n
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controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentracdo do
DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, **P<0,01, **P<0,001, valores estatisticamente

significantes em relacdo ao controle negativo (zero).
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Figura 99. Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem NCI-H460, pelo ensaio
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concentracdo do DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, *P<0,01, **P<0,001, valores
estatisticamente significantes em relacéo ao controle negativo (zero).
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Figura 100. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem COLO 205, pelo
ensaio de MTT (n=3), ap0s 48 horas de incubacdo com as substancias. O zero
significa o controle negativo do teste (células e meio de cultura). A
concentracdo do DMSO foi de 0,2%. *P<0,05, *P<0,01, **P<0,001, valores

estatisticamente significantes em relacéo ao controle negativo (zero).
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Com a finalidade de verificar a seletividade das substancias para as
células neoplésicas, foi avaliada a viabilidade em células de origem né&o
tumoral. No caso, foram utilizadas as células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), nas mesmas condi¢cdes através do ensaio de MTT, como

mostrado na Figura 101.
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Figura 101. Avaliagdo da viabilidade celular da linhagem de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), pelo ensaio de MTT (n=3), apds
48 horas de incubacéo com as substancias. O zero significa o controle negativo
do teste (células e meio de cultura). A concentracdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em

relacdo ao controle negativo (zero).
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Figura 101. Avaliacdo da viabilidade celular da linhagem de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), pelo ensaio de MTT (n=3), apos
48 horas de incubacgéo com as substancias. O zero significa o controle negativo
do teste (células e meio de cultura). A concentracdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em

relacdo ao controle negativo (zero). (Cont.)

Para efeito de uma melhor comparacdo da atividade entre as
substancias e relaciona-las com suas estruturas quimicas, foi calculada a
concentragdo inibitéria necessaria para a morte de 50% das células (ICsp). Os
valores de ICsy referentes para cada substancia em cultura de células
neoplasicas e as PBMCs, expressos em pmol/L, estdo representados na
Tabela 32, p. 186. As estruturas quimicas das substancias testadas se
encontram na Figura 102, p. 186.
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Tabela 32. Avaliacdo da atividade citotoxica das ACGs em diferentes linhagens

celulares. Resultados expressos em ICsp (Umol/L).

ICso (HmOUL)

Acetogenina

U-937 THP-1 NCI-H460 COLO 205 PBMC
Motrilina 21,17+1,15 15,26+1,09 60,12+1,26 >100 >100
Esquamocina 6,39+1,12 8,48+1,10 20,64+1,06 15,63+1,06 42,19+1,08
Annonacina 6,00+1,11 6,22+1,11 20,09+1,10 26,20+1,11 49,52+1,08
Cherimolina-1 6,09+1,11 10,07+1,19 14,90+1,19 37,31+1,14 66,72+1,12
Isoanonnacina 10,53+1,14 9,17+1,11 18,21+1,14 54,05+1,14 67,02+1,04
Isocherimolina-1 11,49+1,16 9,05+1,13 56,17+1,18 >100 69,67+1,18
Paraguaina 2,30+1,22 3,63+1,21 6,61+1,18 62,38+1,28 13,36 +1,10
Paragualna 16,12+1,20  20,40+1,13 85,56+1,06 >100 20,06+1,17
acetilada
Doxorrubicina 2,25+1,03 1,96+1,15 >100 >100 26,92 +1,21
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Como mostra a Tabela 32, p. 186 os dados da atividade citotoxica das
ACGs apresentam valores de ICsp entre 2,30 - >100 umol/L. A fim de estabelecer
um critério para notificar a relevancia do potencial citotoxico das ACGs em
guestdo, empregamos os parametros do Instituto Nacional do Cancer dos Estados
Unidos (NCI), gue em seu programa de triagem de farmacos anticancer, considera
como potente atividade antineoplasica os valores de ICsp menores 10 umol/L ou 0
equivalente a menos que 4,0 - 5,0 yg/mL (SUFFNESS & DOUROS, 1982).

Em geral, estudos ja descritos na literatura embasados na tentativa de
estabelecer a relacdo estrutura-atividade das ACGs citotdéxicas, mostram o
grupo bis-THF adjacente como o0 mais potente, seguido do bis-THF né&o
adjacente. As ACGs mono-THF mostram poténcia intermediaria. Portanto,
analisando o efeito citotoxico das ACGs bis-THF adjacentes motrilina,
esquamocina, paraguaina e seu derivado acetilado, a paraguaina foi a ACG
que apresentou maior atividade citotdxica neste grupo, bem como, quando
comparada com as ACGs dos grupos mono-THF e bis-THF ndo adjacentes
testadas.

A paraguaina exibiu elevado potencial citotoxico nas linhagens U-937
(ICso = 2,30+1,22 pmol/L), THP-1 (ICs = 3,63+1,21 pmol/L) e NCI-H460 (ICsp =
6,61+1,18 umol/L) por apresentar valores ICsy expressivamente menores que
10 pmol/L. Entre todas as moléculas testadas, a paraguaina foi a Unica
substancia ativa para a linhagem NCI-H460, conhecida por ser uma linhagem
celular resistente, incluindo para o controle positivo, doxorrubicina, deste
ensaio, como demonstrado por PESIC e colaboradores (2006). Observa-se que
a paraguaina quando acetilada tem atividade reduzida, apresentando ICsg
acima de 10 pmol/L nas quatro linhagens neoplasicas. Outros trabalhos que
fizeram reacdes de acetilagbes em ACGs, similarmente retrataram a mesma
tendéncia (ROBLOT et al., 1993; SAAD et al., 1991).

A ACG bis-THF esquamocina, foi mais citotdxica em todas as linhagens
quando comparada a motrilina, e apresentou maior citotoxidade para as
linhagens U-937 (ICsp = 6,39%£1,12 pumol/L) e THP-1 (ICs0 = 8,48%1,10
pmol/L).

No entanto, podemos observar na Figura 102, p. 186 que paraguaina,

motrilina e esquamocina sao bastante parecidas estruturalmente. A paraguaina
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tem uma estrutura similar a motrilina, apresentando diferengas apenas na
configuracédo relativa dos centros quirais do sistema bis-THF entre os atomos
de carbonos C-15 e C-16/ C-16 e C-19/ C-19 e C-20/ C-20 e C-23/ C-23 e C-24, sendo
erythro/trans/threo/trans/threo, respectivamente. J& a motrilina possui
configuracdo threo/trans/threo/trans/erythro entre os atomos de carbonos C-15
e C-16/ C-16 e C-19/ C-19 e C-20/ C-20 e C-23/ C-23 e C-24, respectivamente.

Em geral, as ACGs bis-THF adjacentes threo/trans/threo/trans/erythro sao as
mais abundantes na natureza e, como conseguéncia possuem mais estudos sobre
a relacéo estrutura-atividade, mantendo sempre o perfil de serem as mais ativas
guando comparadas com outras configuracdes relativas de ACGs deste grupo
como threo/cis/threo/cis/erythro e threo/trans/threo/trans/threo (Miyoshi et al., 1998).
Em contra partida, as ACGs bis-THF adjacentes erythro/trans/threo/trans/threo séo
raramente isoladas e até o momento néo tém dados relativos a atividade citotdxica,
sendo este o primeiro relato.

Porém, nesta investigacdo, os dados indicam que a paraguaina com
configuragédo relativa erythro/trans/threo/trans/threo exibiu valores de ICs
atraentes despertando outras perspectivas a respeito da influencia da
configuracgéo relativa dos centros quirais na atividade.

Em relacdo a diferenca estrutural entre a esquamocina e a motrilina,
ambas de configuracdo threo/trans/threo/trans/erythro, a Unica alteracdo é a
posicdo de um dos grupos hidroxila. Na motrilina, o grupo hidroxila esta no
atomo de C-29, enquanto a esquamocina, apresenta o grupo hidroxila no
atomo de C-28 (Figura 102, p. 186). Esta mudanca de posi¢cdo do grupo
hidroxila reduziu significativamente o efeito da atividade citotoxica da motrilina
nas quatro linhagens de células neoplasicas avaliadas.

Esta averiguacdo também foi demonstrada por Tormo e colaboradores
(2005) que detalhou este mesmo tipo de analise comparando a rolliniastatina-2
(18) (hidroxilada no atomo de C-4) (Figura 103, p. 189), esguamocina
(hidroxilada no atomo de C-28) e motrilina (hidroxilada no atomo de C-29) nas
linhagens tumorais MCF-7 (adenocarcinoma de mama), HepG2 (carcinoma
hepatocelular), HT-29 (carcinoma coloretal) e A-549 (adenocarcinoma de

pulmédo), onde demonstrou, como regra geral, que quando a estrutura é
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idéntica e a Unica diferenca entre as moléculas € a mudancga na posi¢do da

hidroxila, a atividade citotoxica segue a seguinte ordem: C-28 > C-4 > C-29.

4 > (CHy7? "o o
OH

CH;
OH

18

Figura 103. Estrutura da acetogenina citotdxica rolliniastatina-2 (18).

A ACG com sistema bis-THF ndo adjacente cherimolina-1 exibiu boa
atividade para a linhagem U-937 (ICsp = 6,09+1,11 umol/L), equivalente a bis-
THF adjacente esquamocina e a mono-THF annonacina. Em contrapartida, a

isocherimolina-1, ndo foi considerada ativa para a linhagem U-937 (ICso =

11,49+1,16 pmol/L), porém manifestou atividade para a THP-1 (ICs
9,05+1,13 pumol/L). Ambas ACGs nao foram ativas nas linhagens NCI-H460 e
COLO 205, mas independente disso a cherimolina-1 foi mais ativa para estas
duas linhagens que a isocherimolina-1.

Investigando a atividade da ACG mono-THF annonacina, constata-se
que ela se comporta tdo eficiente quanto as bis-THF adjacentes e as bis-THF
nao adjacentes nas linhagens U-937 (ICso = 6,00£1,11 pmol/L) e THP-1 (ICsp =
6,22+1,11 umol/L), apesar de estudos prévios sugerirem que as ACGs mono-
THF sdo sempre menos potentes que as ACGs bis-THF. Porém, nossos dados
demonstraram que este grupo de substancias também pode exercer uma
atividade citotoxica eficaz no mesmo nivel das ACGs bis-THF, corroborando
com alguns trabalhos que também ratificaram estes resultados (TORMO et al.,
2005; YANG et al., 2009).

Quando comparada a isoannonacina, a annonacina apresentou
maior atividade citotoxica. Novamente, € observada a mesma relacédo
descrita anteriormente entre a cherimolina-l e seu isotipo
isocherimolina-1.

Ao analisar outros trabalhados que compararam a citotoxidade de ACGs com
seu respectivo esqueleto iso-ACG, nota-se que dependendo da linhagem celular,

uma pode ser mais ativa que a outra, logo ndo existe um preceito indicativo que



190

revele um padrdo de resposta a citotoxidade entre elas, validando, desta
maneira, estes dados (WU et al., 1995d; ZENG et al., 1996a; XU et al., 1989;
WOO et al., 1999; DURET et al., 1994).

Assim, este estudo mostra que as iso-ACGs isoannonacina e
isocherimolina-1 mostraram menor potencia citotoxica para as linhagens U-937,
THP-1, NCI-H460 e COLO 205, salvo duas excecdes: isocherimolina-1 na
linhagem THP-1 e isoannonacina em NCI-H460.

A respeito do controle positivo utilizado, a doxorrubicina, um farmaco
usado na clinica para terapia de alguns tipos de cancer como carcinoma de
pulmdo e mama, linfomas de Hodgkin e n&o-Hodgkin, tumor de Wilms,
leucemia linfoblastica aguda e leucemia mieloblastica aguda, nota-se que ela
foi mais eficaz do que todas as acetogeninas testadas nas linhagens U-937 e
THP-1, contudo a paraguaina expressou valores de ICso bastante equivalentes
para estas duas linhagens, além de apresentar uma excepcional atividade na
linhagem NCI-H460 (ICso = 6,61+1,18 pmol/L) em relacdo a doxorrubicina (ICsg
=>100 pmol/L).

Em resumo, a analise completa dos dados permite deduzir que as
linhagens tumorais mais sensiveis a estas ACGs foram U-937 e THP-1 tanto
para as ACGs bis-THF adjacentes quanto para bis-THF ndo adjacente e mono-
THF. Sem duvida, as linhagens resistentes NCI-H460 e COLO 205 néo sé&o
sensiveis a estas ACGs, com exce¢do a paraguaina em NCI-H460. E
interessante apontar, que a configuracdo relativa dos centros assimétricos é
um fator essencial para a atividade, e a presenca de um grupo hidroxila na
posicdo C-28 incrementa a atividade citotoxica.

Apesar de terem sido realizados varios trabalhos sobre a atividade
citotoxica das ACGs em diversas linhagens de células tumorais, ainda nao foi
possivel estabelecer de maneira definitiva uma REA devido a complexidade e
variedade de modelos estruturais que compdem as ACGs e, deve se levar em
conta que segundo a linhagem tumoral testada, as ACGs se comportam de
maneira distinta anunciando tendéncias citotoxicas diferentes pelo fato das
células apresentarem mecanismos bioquimicos complexos diferenciados,

segundo o tipo de linhagem tumoral a ser considerada. Isto posto, a aplicacéo das
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ACGs como possiveis agentes antitumorais requer um conhecimento maior das
condi¢cBes metabdlicas nas quais se desenvolve cada tipo de tumor.

Apoés ser provada a citotoxidade das ACGs, estas substancias foram
avaliadas neste trabalho, pela primeira vez na literatura, quanto a citotoxidade
em linhagens de células normais humanas (PBMCs) e, sendo estabelecido o
indice de seletividade (IS). O IS para as ACGs motrilina, esquamocina,
annonacina, cherimolina-1, isoannonacina, isocherimolina-1, paraguaina,
paraguaina acetilada e o controle positivo doxorrubicina sdo apresentados na
Tabela 33.

Tabela 33. indice de Seletividade das amostras estudadas entre as diferentes
linhagens neoplasicas.

indice de seletividade (IS)

Acetogenina

U-937 THP-1 NCI-H460 COLO 205

Motrilina >4 >4 >1,66 >1
Esquamocina 6,60 4,97 2,04 2,69
Annonacina 8,25 7,96 2,46 1,89
Cherimolina-1 10,95 6,62 4,47 1,78
Isoanonnacina 6,36 7,30 3,68 1,23
Isocherimolina-1 6,06 7,69 1,24 <0,69
Paraguaina 5,80 3,68 2,02 0,21
Paraguaina 1,24 0,98 0,23 <0,2

acetilada

Doxorrubicina 11,96 13,73 <0,26 <0,26

Levando somente em consideracdo as substancias consideradas ativas
(ICs0 <10 pmol/L) em suas respectivas linhagens, os resultados mostraram que
as ACGs esquamocina para linhagem U-937 e THP-1, annonacina para U-937
e THP-1, cherimolina-1 para U-937, isoannonacina para THP-1, isocherimolina-
1 para THP-1 e paraguaina para U-937, THP-1 e NCI-H460, exibiram alto
indice de seletividade com valores superiores a 2.

Estes achados somados a teoria Londershausen e colaboradores (1991)

de que, no geral, em razbes das ACGs serem conhecidas como inibidoras do
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complexo mitocondrial | e inibidoras das NADH oxidase, dentre elas as aqui
estudadas esquamocina, annonacina, cherimolina-1 e isocherimolina-1,
consequentemente elas acabam bloqueando dois mecanismos que resultam na
producdo de ATP (ZAFRA-POLO et al, 1996). Isso, vinculado ao fato da alta
demanda de ATP pelas células tumorais poderia explicar a maior sensibilidade
das linhagens de células neoplasicas em relacéo as células ndo tumorais pelas
ACGs (JEWESS, 1994).

Assim, o fato de que as células normais (PBMCs) podem suportar
concentracdes de ACGs melhor do que as células de linhagem tumoral, indica
a possibilidade de estudos destas moléculas como agentes antitumorais.

5.3.2 Avaliacédo do tipo de morte celular mediada pelas substancias

O potencial das ACGs como agentes citotoxicos e indutores de apoptose
foi demonstrado por alguns estudos com diferentes linhagens celulares e
modelos animais (XUE et al., 2014; LU et al., 2006; ZHU et al., 2002; ZHU et
al., 2001; RAYNAUD et al., 1999, KO et al., 2001; CHEN et al., 2004). Assim,
apos realizar o screening inicial sobre a viabilidade em células neoplasicas e,
visando certificar a acdo das ACGs isoladas da espécie A. dioica no tipo de
morte celular induzida, elegemos a linhagem U-937 pelo fato da maioria das
substancias apresentar maior atividade para esta linhagem e também sugerir
otimos dados de indice de seletividade.

Neste contexto, diversas técnicas quantitativas e qualitativas podem ser
empregadas a fim de demonstrar com maior precisdo o mecanismo de morte
celular induzida pelas substancias. Neste trabalho, levamos em consideragéo
as metodologias recomendadas pelo comité de nomenclatura de morte celular
(NCCD) (GALLUZZI et al., 2012).

5.3.2.1 Avaliacéao do ciclo celular (Sub-G1) por citometria de fluxo
Nos estagios tardios da apoptose o DNA é clivado por endonucleases

em fragmentos de 200 pb ou mdltiplos. O processamento das amostras, como

descrito no item 4.2.2.6.3, remove 0 DNA fragmentado e as células com baixo
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contetdo de DNA aparecem numa regido chamada de sub-G1 do histograma
(GONG et al., 1994). Essas células, além de apresentarem hipercondensacao
da cromatina, tém ainda, menor quantidade de DNA devido a quebra e perda
de material nuclear e, consequentemente, menor emissao de fluorescéncia. A
presenca da populacéo celular na regiao sub-G1, decorrente da perda do DNA,
pode ser interpretada como morte celular por apoptose.

Diante do efeito citotoxico expressado pelas acetogeninas testadas,
investigou-se os efeitos das substancias motrilina, esquamocina, annonacina,
cherimolina-1, isoannonacina, isocherimolina-1, paraguaina e paraguaina
acetilada (Figura 102, p. 186), na progresséao do ciclo da linhagem neoplésica
humana U-937, nas respectivas concentracées consideradas como mais ativas.
Apoés o periodo de tratamento de 24 horas, as células foram marcadas com
iodeto de propideo (IP). A andlise foi realizada em citdmetro de fluxo e gerou
histogramas, nos quais o conteudo de DNA esta representado no eixo X e 0
namero de eventos adquiridos no eixo Y.

Na andlise da progressédo do ciclo celular nas células U-937, verifica-se
no histograma referente ao controle celular uma representacéo tipica de células
em crescimento. O primeiro pico representa a quantidade de células na fase
G1 com 43,38% de células, e o segundo nas fases G2/M com 17,28% de
células, enquanto que a depressdo entre os dois picos representa a fase de
sintese (S) de DNA com 37,37% de células. A porcentagem de células do
controle (n&o tratadas) em sub-G1 foi de 1,89% (Figura 104, p. 194).

Nos histogramas referentes ao tratamento com todas as substancias,
observou-se uma alteracdo do perfil, em relagéo ao controle néo tratado, com o
incremento da populagcéo de células em sub-G1 e uma redugcdo do numero de
células nas fases G1, S e G2/M. A potenciacdo dose-dependente do efeito de
todas as substéncias sobre a fragmentacdo do DNA é bastante evidente
(Figura 104, p. 194).
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Pode-se observar que os resultados mais expressivos foram com a ACG bis-
THF adjacente paraguaina, por promover um deslocamento acentuado da populacéo
de células neoplasicas para sub-G1 em concentracoes bem inferiores em relacdo as
demais acetogeninas, mostrando 98,72% das células nesta regido quando tratadas
na concentracdo de 12,5 pmol/L, chegando a deter quase a totalidade de células
viaveis e, 6,25% de células com 6,25 pumol/L (Figura 104, p. 194).

Como pode ser visto na Figura 104, p. 194, todas as outras substancias
foram tratadas nas concentracdes de 100 pumol/L e 50 pumol/L. O efeito da
paraguaina também foi investigado nessas concentracfes (dados nédo
mostrados), porém, a fim de verificar se esse efeito continuava intenso em
menores concentracdes, reduzimos as doses e obtivemos bons resultados e a
mantivemos nos ensaios subsequentes.

Nessa conjuntura, a avaliacdo dos efeitos na concentragéo de 50 umol/L
da esquamocina e paraguaina acetilada foram o0s mais atraentes,
incrementando a populacéo de células na regido sub-G1 em 79,26% e 59,43%,
respectivamente. A potencializacdo do efeito dose-dependente destas duas
substancias sobre a fragmentacdo do DNA é bastante evidente, com o
aumento do pico sub-G1 nos histogramas acima de 95% na concentracdo de
100 pmol/L.

O tratamento com 100 pmol/L das substancias isoannonacina,
isocherimolina-1 e cherimolina-1 deslocou boa parte da populacédo celular para
sub-G1, sendo 83,38%, 66,04% e 41,58% das células nesta regiao,
respectivamente. Porém, na concentracdo de 50 pmol/L, as trés substancias
induziram pouca fragmentagdo do DNA em relagdo ao controle, com menos de
4% de fragmentagdo. Além disso, € interessante observar que o efeito da
annonacina na concentracdo de 100 pmol/L ndo foi capaz de ser tdo eficaz
como estas substancias, contudo, em 50 umol/L foi possivel verificar um pico
de 20,70% de células em sub-G1. No conjunto de todas as acetogeninas
analisadas, a motrilina foi a menos ativa, por apresentar somente 19,10% de
células com fragmentacdo de DNA na concentra¢do de 100 pmol/L.

O relato da indugéo de fragmentacdo de DNA demonstrada na regido

sub-G1 foi averiguado por outros autores para as acetogeninas
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desacetiluvaricina (19) em células SW480 (cancer coloretal), annomontacina
(20) (Figura 105) nas células Hep G2 (carcinoma hepatocelular), incluso para
esquamocina em células K562 (leucemia mieloide crénica) e na linhagem
leucémica HL-60 (leucemia promielocitica) e, annonacina nas células MCF-7
(adenocarcinoma de mama) (XUE et al., 2014; LU et al., 2006; ZHU et al.,
2002; ZHU et al., 2001; RAYNAUD et al., 1999, KO et al., 2011; CHEN et al.,
2004).
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Figura 105. Estruturas das acetogeninas desacetiluvaricina (19) e

annomontacina (20).

Com relacdo aos dados aqui descritos, a presenca da populacéo celular
na regido sub-G1, apés o estimulo com todas acetogeninas testadas, sugere
gue elas exercem seu efeito citotoxico através de uma inducao de morte celular

por apoptose em suas especificas concentracgdes.

5.3.2.2 Avaliagdo da Externalizagcdo de fosfatidilserina através da

marcacao com Anexina V e lodeto de Propidio (IP)

Com base no principio de que a contagem do DNA sub-diploide é
sugestivo de apoptose, uma demonstracdo isolada deste estudo sem a
comprovacao de eventos bioquimicos associados a apoptose nao € suficiente
para confirmar esta suposicao.

A dupla marcacdo com anexina V e IP constitui um método in vitro ja
bem estabelecido na investigagcdo dos tipos de morte celular e permite a
distincdo entre apoptose e a necrose. A anexina V € uma proteina de ligacéo

de fosfolipideos e exibe alta afinidade para ligacdo seletiva com a
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fosfatidilserina translocada para a membrana externa das células em apoptose
(RIEGER et al., 2011).

A fim de confirmar a morte celular por apoptose induzida pelas ACGs,
realizou-se este ensaio na linhagem U-937 com as substancias motrilina,
esquamocina, annonacina, cherimolina-1, isoannonacina, isocherimolina-1,
paraguaina e paraguaina acetilada (Figura 102, p. 186), nas respectivas
concentragdes estimadas como as mais ativas, no tempo de 12 horas.

O controle, sem tratamento, apresenta a maior porcentagem de células
no quadrante inferior esquerdo (92,55%), indicando que estas células nao
foram significativamente marcadas por anexina V-FITC ou IP, portanto
referente a populagao de células viaveis (Figura 106, p. 200).

O tratamento com 6,25 pmol/L de paraguaina induziu apoptose em
29,43%. No entanto, esta marcac¢ao foi incrementada com o tratamento com
12,5 pmol/L, correspondendo a 69,32% das células em apoptose inicial e
15,23% em apoptose tardia.

O tratamento com 100 upmol/L de esquamocina, isoannonacina e
paraguaina acetilada levou a consideraveis diferencas na marcacdo das
células com anexina-V, em que independente do fato das células estarem em
apoptose inicial ou tardia, o efeito € observado em mais de 60% da populacéo
celular. Entretanto, apenas a esquamocina induziu alteracfes pronunciadas
(23,7% - apoptose inical e tardia) na concentracédo de 50 pmol/L.

A 100 pmol/L, cherimolina-1 e isocherimolina-1 induziram sutis
diferencas quanto & marcacdo das ceélulas com anexina-V em relacdo ao
controle. E, o tratamento com motrilina ndo provocou algum efeito significativo,
pois nas duas concentracdes avaliadas expressou um perfil de marcacao
semelhante ao controle, levando a crer que o tempo de 12 horas nao foi o
suficiente para induzir o estimulo.

Em todas as analises, as taxas de necrose ndo excederam os 2 % para

todas as substancias em todas as concentrac¢des testadas.
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Figura 106. Avaliagdo da morte celular, através da marcacdo com Anexina
VFITC e lodeto de propideo (IP), por citometria de fluxo na linhagem U-937,
ap6s 12 horas de incubacdo com as substancias, nas respectivas
concentracfes ativas. Células controle ndo foram submetidas ao tratamento

com as substancias.
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Figura 106. Avaliacdo da morte celular, através da marcacdo com Anexina VFITC e
lodeto de propideo (IP), por citometria de fluxo na linhagem U-937, apds 12 horas de
incubacdo com as substancias, nas respectivas concentracdes ativas. Células controle

ndo foram submetidas ao tratamento com as substancias. (Cont.)
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concentragdes ativas. Células controle ndo foram submetidas ao tratamento

com as substéancias. (Cont.)
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Figura 106. Avaliagdo da morte celular, através da marcacdo com Anexina
VFITC e lodeto de propideo (IP), por citometria de fluxo na linhagem U-937,
apos 12 horas de incubagcdo com as substéncias, nas respectivas
concentracfes ativas. Células controle ndo foram submetidas ao tratamento
com as substancias. (Cont.)

5.3.2.3 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

E bem estabelecido na literatura que células em processo de apoptose
podem ter duas provaveis vias de ativagcdo: a via mitocondrial (intrinseca) e a
via dos receptores de morte (extrinseca). Porém, a via de ativacdo intrinseca &
um dos principais alvos para o estudo de drogas com atividade antitumoral
(PATHANIA et al., 2009; FREZZA & GOTTLIEB, 2009). Quando ativada pode
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deflagrar o processo de apoptose (NARITA et al.,, 1998; DESAGHER et al.,
1999).

Neste sentido, e na intencdo de identificar a via induzida pelas
substancias isoladas, a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial foi
realizada utilizando o marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1 que
difunde livremente para o interior da célula. Na mitocondria, que apresenta
potencial de membrana normal, a carga residual negativa da matriz
mitocondrial, gerada pelo bombeamento de protons para o0 espaco
intermembranoso, permite o acumulo deste fluorocromo no interior da
mitocondria. Quando a concentracdo do JC-1 se torna elevada na matriz
mitocondrial ele forma agregados que fluorescem na regido do vermelho. Caso
contrario, em células onde ocorreu o colapso do potencial de membrana
mitocondrial (PMM) n&o ocorre a formacao de agregados de JC-1 e a forma
monomeérica do JC-1, no citoplasma, emite fluorescéncia verde (COSSARIZZA
et al.,, 1993). O citdbmetro de fluxo quantifica as células que possuem PMM
alterado por meio do detector FL1 (fluorescéncia 1) que capta luz na regido do
verde (510-527 nm) e células com mitocéndria normal através do detector FL2
(fluorescéncia 2) que capta luz na regido do vermelho (585-590 nm) (VIANA,
2012).

Para iniciar esse experimento, as concentracbes e o tempo de
incubacao referentes a cada substancia foram escolhidos baseados nos
experimentos anteriores, j4 que a exposicdo de fosfatidilserina comecga
acontecer um pouco antes disso e a fragmentacdo do DNA acontece depois.
Assim sendo, as células U-937 foram tratadas com as substéncias motrilina,
esquamocina, annonacina, cherimolina-1, isoannonacina, isocherimolina-1,
paraguaina e paraguaina acetilada (Figura 102, p. 186), nas respectivas
concentragdes estimadas como as mais ativas, no tempo de 12 horas.

Na Figura 108, p. 206, verifica-se, no controle, que a populagao celular
se concentra predominantemente no quadrante “Q2” (97,82% da populagéo
celular), que corresponde a regido do grafico Dot-plot onde se encontram
células com mitocondrias viaveis (FL2).

Quando avaliadas, quase todas as substancias testadas exprimiram um

significante deslocamento da populagdo celular do quadrante “Q2” para o
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quadrante “Q4”, onde se identifica as células com dissipacdo do PMM (FL1).
Sobretudo, o efeito mais pronunciado foi o da ACG bis-THF adjacente
paraguaina, que induziu a reducdo do potencial de agdo da membrana
mitocondrial em 65,68% na concentragao de 12,5 pmol/L.

Ao analisar o efeito das demais substancias nas concentracdes de 100 e
50 ymol/L, em destaque, a agdo da ACG bis-THF adjacente esquamocina
proporciona a despolarizagédo do PMM em 98,90% das células na concentragao
de 100 umol/L e 29,85% com 50 pmol/L. No entanto foi possivel observar que o
tempo de 12 horas ndo foi o suficiente para que ocorra a perda do PMM em
quase 100% das células quando tratadas com as outras substancias. Por
exemplo, a paraguaina acetilada, isoannonacina, annonacina e isocherimolina-
1, foram capazes de acarretar o colapso do PMM de modo consideravel
apenas na concentracao de 100 pymol/L, causando esse efeito na faixa de 20-
55% das células. Ja as células tratadas com motrilina e cherimolina-1 n&o
sofreram despolarizagdo na membrana significativamente nem para maior
concentracao testada, de 100 ymol/L no tempo de 12 horas.

Nossos resultados sdo coerentes com fato da citotoxidade das ACGs,
em geral, ser mediada pela capacidade de alterar as fungdes mitocondriais,
sendo conhecidas como potentes inibidoras do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial (ZAFRA-POLO et al., 1998).

As conformacgdes estruturais das ACGs testadas neste trabalho sao
compativeis com a hipotese estabelecida por Shimada e colabolaradores
(1998) de que para atravessar a membrana e agir na mitocondria, os anéis
THF interagem fortemente com as terminagdes polares dos fosfolipideos de
membranas lipossomais. Foi proposto que estes anéis atuariam como ancora
hidrofilica na membrana para otimizar a posicédo e conformagdo dos grupos
funcionais das ACGs, sendo a lactona terminal junto com parte do dominio
espacador, a parte da molécula que se interagiria diretamente com o sitio ativo
da enzima do complexo |, através de uma difusao da cadeia lateral no interior
da membrana mitocondrial (Figura 107, p. 206). Por outra parte, Konno e
colaboradores (2004) apoiando o modelo descrito acima, apresentou que os
grupos hidroxilas também s&o importantes, devido a possivel formacédo de

pontes intermoleculares com o oxigénio dos fosfolipideos de membrana. Os
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resultados expostos neste trabalho sao consistentes com este conceito.
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Figura 107. Requerimentos estruturais de acetogeninas com agao na mitocondria.
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5.3.2.4 Deteccéo da atividade das caspases

Pelo fato dos resultados apresentados anteriormente sugerirem a
ativacdo da morte celular por apoptose por via intrinseca (mitocondrial) nas
células U937 apds o tratamento com as acetogeninas e, por demonstrar
alteracbes caracteristicas tipicas deste tipo morte celular, é importante
constatar que umas das grandes marcas bioquimicas para o desencadeamento
deste processo, é a ativacdo das caspases. As capases podem ser divididas
em iniciadoras (caspase-8 e -9) ou executoras (caspases-3, 6 e -7), sendo as
executoras as responsaveis pela ativacdo de mecanismos que levam as
mudancas de morfologia celular e fragmentacdo do DNA. Este fendmeno
demarca, necessariamente, o comprometimento irreversivel da célula a morte.

Baseado nessa premissa e verificando os resultados j4 analisados,
observa-se que todas as substancias parecem atuar da mesma maneira em
suas respectivas concentracdes ativas, permitindo inferir o sinal apoptotico
induzido por elas. Porém, dentre as oito acetogeninas testadas, a bis-THF
adjacente paraguaina se destaca como a substancia mais ativa em todos os
ensaios (Figura 102, p. 186). Portanto, esta ACG foi selecionada para o ensaio
gue demonstra a ativacédo das capases 3 e 9.

Assim, a fim de investigar o envolvimento das caspases na citotoxidade
induzida pela paraguaina, as células da linhagem U-937 foram incubadas com
esta substancia na concentracdo de 12,5 pmol/L e o experimento foi conduzido
nas células tratadas por 7 horas com o propdésito de verificar a atividade da
caspase iniciadora 9 e da caspase executora 3, que desempenham um papel
critico na culminacdo da apoptose. Os resultados obtidos demonstraram a
ativacdo da caspase-3 e -9, por ser observado um acréscimo estatisticamente

significante da atividade em relag&o ao controle negativo (Figura 109, p. 210).
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Figura 109. Avaliacdo da atividade das caspases 3 e 9 em células U-937 apés
incubacdo com a paraguaina por 7 horas (n=2). A atividade das caspases foi
avaliada utilizando o Colorimeter Sampler Kit (Invitrogen). *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 valores estatisticamente significantes em relagdo ao controle sem

tratamento.

Estes resultados confirmam que a paraguaina induz morte celular por
apoptose, uma vez que, a caspase-3, cuja ativacdo foi demonstrada 7 horas
ap0s o tratamento, é considerada como promotora da apoptose por clivar
substratos especificos intracelulares como PARP (uma enzima nuclear
envolvida no reparo do DNA), um inibidor de ativacdo de caspases (ICAD) e
estar envolvida na degradacao de diversas estruturas celulares resultando em
alteracdes fenotipicas caracteristicas da apoptose. Tendo como exemplos, a
exposicdo de fosfatidilserina, manifestada ap6s 12 horas de tratamento, é
dependente da atividade da caspase efetora 3 e, a fragmentacdo do DNA
exposta apos 24 horas € consequéncia das endonucleases que séo ativadas
pela caspase-3. Portanto a ativacdo da caspase-3 na linhagem U-937 esta de
acordo com as alteracdes celulares averiguadas nestas células.

A ativacdo da caspase-9 foi demonstrada 7 horas ap0s o tratamento
com a paraguaina. A caspase-9 € uma caspase iniciadora da via intrinseca, e
sua ativacao ocorre por meio da clivagem pelo apoptossoma, que é formando,
entre outros compostos, pelo citocromo c liberado da mitocéndria apds a perda
do seu potencial de membrana, responsavel pelo desencadeamento da
cascata apoptotica e culminando na ativagéo da caspase-3 (DORTA, 2007).

Tendo em conta estes resultados, se sugere, que a via intrinseca pode
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ser responsavel pelo modo de acdo do mecanismo de morte celular induzido
pela paraguaina.

Da mesma forma, outros trabalhos demonstaram a ativacao de
caspases pelas acetogeninas. Xue e colaboradores (2014) relataram que a
desacetiluvaricina ativou caspase-3 nas ceélulas SW480 (adenocarcinoma de
colon). Do mesmo modo, a esquamocina e annonacina proporcionaram a
ativacdo da caspase-3, nas linhagens HL-60 (leucemia promielocitica) e T24
(cancer de bexiga), respectivamente (XUE et al., 2014; ZHU et al., 2001; YUAN
et al., 2003). Também, foi demostrado num mesmo estudo a ativagcdo de
caspase-9 pela acdo da cherimolina-1, motrilina, rolliniastatina-1 e
laherradurina na linhagem HepG2 (hepatocarcinoma) (DE PEDRO, et al.,
2013).

Ao considerar todos os fundamentos e a compilagdo das evidencias
obtidas e discutidas neste trabalho, confrontados com os relatos da literatura
de que as espécies do género Annona e suas ACGs possuem atividade
citotoxica em varias linhagens tumorais, sendo algumas ACGs até reportadas
como indutoras de apoptose, podemos propor as referidas como possiveis
candidatas para novos farmacos antitumorais.

Nossos resultados, primeiramente, mostraram a forte atividade citotdoxica
das fracdes das espécies A. dioica e A. acutiflora. Posteriomente, revelaram a
citotoxidade direcionada as células tumorais, ainda néo testadas,
principalmente, da esquamocina, annonacina, cherimolina-1 e paraguaina nas
linhagens U-937 e THP-1 e, o factivel mecanismo intrinseco na indugéo de
apoptose ativado por todas as acetogeninas, com execessao a motrilina que
induziu alteracbes insuficiente para provar tal fato. Nao sendo, portanto,
constatado nenhuma correlacéo de taxas na inducdo de necrose por nenhuma
substancia.

Até o momento, de todas as moléculas aqui testadas foram encontrados
registros de trabalhos que relacionaram a esguamocina, annonacina,
cherimolina-1 e motrilina como indutoras de apoptose (LU et al., 2006; ZHU et
al., 2002; ZHU et al., 2001; RAYNAUD et al., 1999; KO et al., 2011; YUAN et al,
2003; DE PEDRO et al., 2013). Sendo este o primeiro relato de provavel

inducdo de apoptose das acetogeninas, isocherimolina-1, isoannonacina e
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paraguaina e, o segundo estudo que compara simultaneamente ACGs na
avaliacdo de morte celular.

Paralelamente aos estudos referentes a atividade antineoplasica, é de
grande relevancia as evidéncias de que algumas das acetogeninas isoladas
neste trabalho possuem outras atividades biol6gicas. Por exemplo, foi relatada
a atividade antileshimaniose para a esquamocina, annonacina, isoannonacina
e cherimolina-1 (RAYNAUD-LE GRANDIC et al.,, 2004). A parte disso,
annonacina também apresenta atividade antiparkinson e inibidora do complexo
mitocondrial | (LE VEN et al., 2011; YAMADA et al., 2014). Ja a cherimolina-1
tem atividades antimicrobiana e inibidora do complexo mitocondrial | (CORTES
et al., 1984; ESTORNELL et al., 1997).

Em sintese, nesta presente investigacdo, e em se tratar dos
refinamentos dos testes realizados com linhagem U-937 (linfoma histiocitico),
sugere que ACGs pertencentes a trés diferentes grupos de esqueletos basicos
agui abordados (mono-THF, bis-THF adjacentes e bis-THF ndo adjacentes),
principalmente, a bis-THF adjacente paraguaina por apresentar um potencial,
para a continuidade dos estudos na investigacao da possibilidade de utilizacao
desta ACG na terapia do cancer de linfoma histiocitico, termo antigo que hoje
se refere aos linfomas ndo Hodgkin.

O céancer, apesar de todas as pesquisas e avanc¢os conquistados, ainda
€ uma das preocupacdes mais latentes na area da saude em nivel mundial.
Porém, a descoberta de novos farmacos € dificultada por obstadculos como
heterogeneidade do tumor e toxicidade para o paciente. Quimioterapicos
derivados dos produtos naturais tém contribuido para o progresso na clinica
estabelecendo o seu valor. No entanto, além de conhecer a quimica e a
importancia biologica das substancias biofabricadas pelo metabolismo
secundario dos vegetais, é importante procurar compreender as interfaces de
explorar racionalmente o repertério quimico oferecido pela natureza,
preservando-a, no intuito de, proporcionar e perpetuar para todas as geracdes
0S recursos naturais como a fonte basica para cura de doencas.

Assim, este trabalho ratifica a poténcia farmacoldgica dos produtos
naturais, em particular das acetogeninas, e abre um amplo campo de

perspectivas para estudos in vivo e préclinicos. Embora, seja evidente que
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outros estudos devem ser dirigidos na busca de um conhecimento mais
completo acerca do mecanismo de acao e relacdo estrutura-atividade. Novos
experimentos capazes de aprofundar nas informacdes alusivas as cascatas de
sinalizacdo que controlam a morte celular induzida pelas acetogeninas devem

ser investigados.
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6 CONCLUSAO

A abordagem sobre a prospeccdo anticancer das espécies Annona
dioica, A. acutiflora e A. dolabripetala mostrou resultados consistentes de
citotoxidade. Na triagem preliminar da atividade antineoplasica realizada nas
fracOes das espécies Annona dioica, A. acutiflora e A. dolabripetala, valida-se a
correlagdo do uso etnomedicinal contra o cancer de espécies género Annona,
sobretudo, em virtude da expressiva citotoxidade in vitro e indicios de inducao
de apoptose das fracbes em cloroformio e em acetato de etila das raizes de A.
dioica e das fragcbes em hexano, cloroformio e metanol das folhas de A.
acutiflora, nas linhagens neoplésicas U-937 e THP-1. Além disso, esta triagem
forneceu fundamentos para facilitar a estratégia na busca de acetogeninas,
conduzindo ao estudo da espécie A. dioica que permitiu o isolamento e
identificacdo de 6 acetogeninas (motrilina, esquamocina, annonacina,
isoannonacina, cherimolina-1 e isocherimolina-1) da fracdo em cloroférmio,
contribuindo para a fitoquimica desta espécie.

Mediante ensaios de citotoxidade aliados as avaliacdes do tipo de morte
celular provocada pelas acetogeninas isoladas, juntamente com as
acetogeninas cedidas paraguaina e paraguaina acetilada, os dados foram
grande relevancia, demonstrados pela notoria atividade direcionada as células
neoplasicas, principalmente, da esquamocina, annonacina, cherimolina-1 e
paraguaina nas linhagens U-937 e THP-1 e também devido ao possivel
mecanismo intrinseco na inducdo de apoptose ativado, por todas as
acetogeninas, com execessao a motrilina que induziu alteracdes de pequena
magnitude e, particularmente, melhor inferida pela paraguaina em razéo do seu
substancial potencial farmacologico.

Dessa forma, os resultados apontam o potencial das acetogeninas
mono-THF, bis-THF adjacentes e bis-THF n&o adjacentes, sobretudo da bis-
THF adjacente paraguaina, e reforcam a relevancia dos produtos naturais
como detendores de bioatividade. Justifica-se, como perspectivas, que ensaios
adicionais devem ser realizados para avaliar a eficacia destas moléculas in vivo
e seus efeitos quando associadas a farmacos antitumorais, como a

doxorrubicina, podendo ser exploradas possibilidade de novas doses.
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