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RESUMO

Este trabalho descreve os resultados dos estudos fitoquimicos de Xylopia langsdorffiana St.-
Hil. & Tul. conhecida popularmente como “pimenteira da terra” e Fusaea longifolia (Aubl.)
Saff. conhecida popularmente como “envira”, ambas pertencentes a familia Annonaceae. As
espécies tiveram seus constituintes quimicos identificados através da analise de dados obtidos
por métodos espectroscopicos como Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
C uni e bidimensional, espectrometria de massas, além de comparagio com dados obtidos na
literatura. Da espécie Xylopia langsdorffiana foram isolados, através de métodos
cromatograficos, nove substancias, sendo trés diterpendides anteriormente descritos (acido
ent-atisan-160-0l-18-6ico, acido 13-epicupréssico e acido 8(17)12E,14-labdatrien-18-6ico),
trés diterpendides inéditos na literatura (acido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-6ico, acido ent-
7a-hidroxitrachyloban-18-6ico e ent-atisan-7a,16a-diol, Xylodiol), além de um feoforbideo o
13b (S)-hidroxi-17c-etoxifeoforbideo, sendo este o primeiro relato numa espécie vegetal, a
Quercetina 3-O-a-L-raminosideo e o B-sitosterol glicosilado. Os diterpendides acido ent-7a-
acetoxitrachyloban-18-6ico, acido 8(17)12E,14-labdatrien-18-6ico e o Xylodiol apresentaram
atividade citotoxica em V79, hepatocitos de ratos e atividade moluscicida frente ao
Biomphalaria glabrata. O 6leo essencial das folhas de X. langsdorffiana foi extraido em
aparelho de Clevenger e caracterizado com CG-EM, apresentando o espatulenol como
constituinte majoritario. Esse 6leo apresentou uma excelente atividade moluscicida. Da
espécie Fusaea longifolia foram isolados dois alcaldides: a estefolidina, sendo este o primeiro
relato no género, e a O-metilmoscatolina. O dleo essencial da casca do caule dessa espécie foi
extraido em aparelho de Clevenger e caracterizado com CG-EM, apresentando também o
espatulenol na sua constituicdo. Assim, os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para
o estudo quimico de espécies da familia Annonaceae e atividade bioldgica de substancias

isoladas nos modelos de citotoxicidade e moluscicida.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical study of two Annonaceae species: Xylopia
langsdorffiana St.-Hil. & Tul. and Fusaea longifolia (Aubl.) Saff. popularly known as
“pimenteira-da-terra” and “envira” respectively. The isolated compounds of these species
were identified by IR, Nuclear Magnetic Ressonance-NMR, Mass-spectroscopy data analysis
and by comparison of the obtained data with that described in the literature. From Xylopia
langsdorffiana it was isolated nine chemical constituents, three of them were known
diterpenoids (ent-atisan-16a-0l-18-oic acid, 13-epicupressic acid and 8(17)12E,14-labdatrien-
18-oic acid), three new diterpenoids (ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic acid, ent-7a-
hidroxytrachyloban-18-oic acid and ent-atisan-7a,16a-diol, Xylodiol), as well as the
phaephorbide 13b (S)-hidroxy-17c-ethoxyphaeophorbide for the first time described in plant
species, Quercetin 3-O-a-L-rhaminoside and a glucosyl B-Sytosterol. The diterpenoids ent-
7Ta-acetoxytrachyloban-18-oic acid, 8(17)12E,14-labdatrien-18-oic acid and Xylodiol showed
citotoxic activity against V79, hepatocytes of the rats as well as molluscicidal activity against
Biomphalaria glabrata. The essential oil from the leaves of X. langsdorffiana were extracted
in apparatus Clevenger and characterized by GC-MS affording sphatulenol as the main
compound. Moreover the essential oil presented an excellent molluscicidal activity. From its
was isolated Fusaea longifolia stepholidine (an alkaloid described for the first time in the
genus) and the O-metilmoschatoline. The essential oil from the stem bark of this species was
submitted to extraction in apparatus Clevenger and the obtained essential oil was
characterized by GC-MS analysis affording also sphatulenol as main compound. In summary,
this results obtained in this work had a contribution to chemical study of two Annonaceae
species and the biological activity of the isolated compounds in the models of citotoxicity and

molluscicidal.
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1. INTRODUCAO

Plantas como agentes terapéuticos sdo utilizadas pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo das plantas. A historia do desenvolvimento das
civilizagdes Oriental e Ocidental é rica em exemplos da utilizagdo de recursos naturais na
medicina, no controle de pragas e em mecanismos de defesa, merecendo destaque a
civilizagio Egipcia, Greco-romana e Chinesa (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal é responsavel pela maior parcela
da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura.

Segundo Silva (2003) a Organizacdo Mundial de Saude estima que 80% da populagédo
mundial dependem da medicina tradicional para suas necessidades basicas de salde, e que
quase 85% da medicina tradicional envolvem o uso de plantas medicinais, seus extratos
vegetais e seus principios ativos.

A utilizacdo e comércio de plantas medicinais estdo em continua expansdo a nivel
mundial. A crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies vegetais justifica-
se pelo surgimento de doencas ainda sem tratamento apropriado, e pelo crescimento do
conhecimento cientifico a respeito dos fitoterapicos, como alternativas terapéuticas
(GUERRA; NODARI, 2003).

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo s6 pelos recursos
oferecidos para a sua alimentacdo e manutencao, mas por ser sua principal fonte de inspiracdo
e aprendizado. A busca incessante pela compreensao das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doencas, levaram o homem ao atual estagio
de desenvolvimento cientifico, mesmo ap6s 0 avango tecnolédgico observado nos dias de hoje
(VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

O Brasil é o pais que possui a maior floresta tropical e, também, a maior diversidade
vegetal do mundo. Estima-se a existéncia de aproximadamente dois milhdes de espécies
distintas entre animais, vegetais e microrganismos distribuidos em uma grande variedade de
ecossistemas (RIBEIRO et al., 1999).

Além das substancias do metabolismo primario como proteinas, vitaminas e
carboidratos, as células vegetais produzem substdncias mais complexas com as quais
distinguem-se 0s vegetais superiores, caracterizando por sua vez as familias, géneros ou

especies vegetais, sendo estas substancias os alcalodides, flavonoides, terpendides, cumarinas,
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saponinas, antraquinonas, etc. Ao longo da historia, as plantas sdo fontes de importantes
farmacos como: digoxina (Digitalis lanata), digitoxina (Digitalis purpurea), reserpina
(Rauwolfia serpentina), pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), morfina e codeina (Papaver
somniferum) e mais recentemente o taxol (BARREIRO, 1990).

Muitos farmacos de origem natural sdo obtidos hoje através da sintese quimica ou
servem de modelo para a sintese de outros farmacos bioativos, como a cocaina, cujo esqueleto
tropanico serviu de protdtipo para anestésicos locais como a procaina. A papaverina, um
alcaldide isoquinolinico com propriedades antiespasmaodicas, que serviu de modelo para o
desenvolvimento de inumeros derivados, entre os quais compostos de cadeia aberta, resultou
na descoberta do verapamil. Outros farmacos oriundos da transformacéo de produto vegetal
da saligenina, sdo o &cido acetilsalicilico e os sais de amonio quaternario usados como
blogueadores neuromusculares, originarios da tubocurarina (BARREIRO, 1990). O marco
mais importante para o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais de plantas
talvez tenha sido o descobrimento dos salicilatos obtidos da Salix alba. O descobrimento do
acido acetilsalicilico (AAS), pioneiro dos farmacos sintéticos, marcou de certa forma a busca
por novos farmacos, visto que substancias naturais terapeuticamente Uteis eram obtidas ao
acaso. Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espago e importancia na
industria farmacéutica, seja por si proprios, seja como fonte inspiradora de novos padrdes
moleculares bioativos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

A descoberta de novos compostos é motivada pela busca de substancias mais ativas e
menos toxicas, que possam ser utilizadas no tratamento de diversas patologias, ou em
substituicdo aquelas ja existentes. Fontes alternativas aos medicamentos industrializados e a
implementacdo de um projeto sistematico para o estudo e validacdo do uso de plantas
medicinais, sdo de grande interesse para a comunidade cientifica.

O Brasil € o pais com a maior diversidade vegetal do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 Com sua enorme
biodiversidade apresenta-se com grande potencial para a descoberta de principios ativos
(GUERRA; NODARI, 2003). Dessa forma, a necessidade de estimular pesquisas sobre
plantas brasileiras, com vista a descoberta de substancias com atividades bioldgicas, ja se
tornou evidente no mundo cientifico brasileiro e no exterior, devido a grande variedade de
especies e, especialmente, as mais diversas propriedades farmacologicas e toxicas que muitas
delas apresentam (GOTTLIEB; MORS, 1978). Nas ultimas trés décadas, com o
desenvolvimento de técnicas analiticas de separacdo e elucidacdo estrutural, mais

recentemente de instrumentos analiticos hifenados, conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos
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especiais isolados de angiospermas, muitos desses ainda sem qualquer avaliacdo do seu
potencial farmacologico (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Recentes andlises na descoberta de novos farmacos mostram que no periodo entre
1981 a 2002, das 877 novas moléculas colocadas no mercado, 67% sdo sintéticas e que destas
16,4% tem o farmacdéforo inspirado em produto natural, dai a importancia desses metabélitos
para a terapéutica moderna (CRAGG et al., 2006).

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos paises desenvolvidos, os apelos da
midia para 0 consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada dia. No Brasil,
as plantas medicinais da flora nativa séo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao de
suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes (VIEGAS-
JUNIOR et al., 2005).

Diante de todas estas justificativas, constatou-se a importancia das pesquisas com
plantas medicinais para descobrir moléculas bioativas ou protétipos para a sintese de novos

farmacos mais potentes e com menor toxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

A familia Annonaceae € caracterizada quimicamente pela presenca de alcaldides,
terpendides e acetogeninas. O grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
vem desenvolvendo pesquisas com espécies dessa familia, tendo relatado alcaldides do tipo
isoquinolinico de Rollinia leptopetala (SETTE et al., 2000), Hornschuchia obliqua
(FECHINE et al., 2003), Guateria juruensis (LIMA et al., 2003), Duguetia gardneriana
(ALMEIDA et al., 2007) e diterpendides do tipo caurano de Xylopia cayennensis
(ANDRADE, 2004).

Dando continuidade a pesquisa por novos compostos biologicamente ativos a partir de
espécies da familia Annonaceae, foram utilizados como objetos de estudo Fusaea longifolia
(Aubl) Saff. e Xylopia langsdorffiana St.- Hil. & Tul, visando contribuir para o estudo
quimico, biolégico e quimiotaxondmico de plantas do norte/nordeste brasileiro e possibilitar

estudos entre estrutura quimica e atividade farmacologica dos constituintes isolados.

2.2. Objetivos especificos

Isolar constituintes quimicos de X. langsdorffiana e F. longifolia;

Identificar e/ou elucidar constituintes quimicos de X. langsdorffiana e F. longifolia;

Contribuir com a quimiotaxonomia das espécies em estudo;

Disponibilizar extratos, fracfes e substancias isoladas para estudos farmacoldgicos;

Caracterizar os constituintes volateis de X. langsdorffiana e F. longifolia;

Avaliar a citotoxicidade de extratos e/ou substéncias isoladas de X. langsdorffiana e F.
longifolia;

Avaliar o poder moluscicida dos constituintes volateis de X. langsdorffiana.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracdes sobre a familia Annonaceae

A familia Annonaceae foi catalogada em 1789 por Jussieu (HUTCHINSON, 1973).
Annonaceae constitui uma familia primitiva e pertencente a ordem Magnoliales
(CRONQUIST, 1981). Apresenta 2.300 espécies, distribuidas em aproximadamente 130
géneros (MAAS et al., 2001). Sua distribuicdo geogréafica ocorre quase que exclusivamente em
regides tropicais (HEYWOOD, 1985), sendo que no neotrépico estd representada por
aproximadamente 40 géneros e 900 espécies (CHATROU et al., 2004). As plantas dessa
familia sdo arboreas, sendo as trepadeiras também muito freqiientes (HEGNAUER, 1964).
Alem de seus frutos, na maioria dos casos, serem comestiveis, também sdo muito usados na
terapéutica popular.

Na Fig. 1 encontra-se representada a distribuicdo da familia Annonaceae no mundo; 50
géneros sdo encontrados na Asia e Australia, na Africa 34 géneros, enquanto no continente
Americano sdo conhecidos 39 géneros (BRUMMITT, 1992). Dos géneros que compdem esta
familia, 34 podem ser encontrados na América do Sul, com predominancia dos géneros
Annona L., Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavan, Rollinia St. Hil. e Xylopia L. No Brasil,
ha relatos de 29 géneros da familia Annonaceae, compreendendo cerca de 260 espécies
(BARROSO, 1978). A familia apresenta consideravel riqueza de espécies principalmente na
regido amazonica e na floresta atlantica (LOBAO et al., 2005). Segundo Walker, a familia
Annonaceae é originaria da Asia e Austrélia, e mais recentemente, L& Thomas, descreveu que

esta familia teve origem na Africa ou na América do Sul (LEBOEUF et al., 1982).

Figura 1: Mapa de distribuicdo da familia Annonaceae no mundo representada em vermelho
(www.arbolesornamentales.com/Annonaceae.jpg)
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A familia Annonaceae € conhecida principalmente por seus frutos comestiveis, tais
como a pinha, fruta do conde ou ata (Annona squamosa L.) e a graviola (Annona muricata L.).
Muitas arvores desta familia sdo cultivadas, por serem suas sementes fontes de 0Oleos fixos
utilizados como 6leos comestiveis ou para o preparo de sabdo. Outras espécies tém sido
empregadas na producéo de alcool, na perfumaria e na medicina popular para varios propésitos
(LEBOEUF et al., 1982).

Em termos taxonémicos, a familia Annonaceae constitui um grupo muito uniforme,
seja do ponto de vista anatdbmico, estrutural, de héabito e hé&bitat, distinguindo-se por
apresentarem uma combinacdo de caracteristicas bem marcantes. Sdo vegetais lenhosos,
arbustivos ou arborescentes. Possuem folhas simples, inteiras, alternadas e sem estipulas. As
flores, hermafroditas, sdo quase sempre vistosas e geralmente solitarias. Ha muitos estames,
mais ou menos sésseis, inseridos em espiral. O ovario é constituido por varios carpelos (raras
vezes um s0). O fruto é geralmente uma baga carnosa, muitas vezes comestivel,
freqlientemente é uma regido de varias bagas no mesmo receptaculo (SCHULTZ, 1984).

Do ponto de vista da constituicdo quimica, a familia Annonaceae € caracterizada pela
presenca de alcaldides derivados de benzilisoquinolinas, principalmente aporfinicos. Séo
registradas ainda, ocorréncias em quantidade significativa, de flavondides e terpendides,
especialmente diterpenos. Na ultima década, as acetogeninas vem sendo muito pesquisadas em
espéecies desta familia, consideradas muito importantes devido aos seus efeitos citotoxico,
antimicrobiano e inseticida (RUPRECHT et al., 1990).

Na Figura 2 (pag. 10) encontram-se representadas as estruturas de algumas substancias

isoladas de espécies de Annonaceae.
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4,5 dideidroguadiscina Tetrahidrojatrorizina Kalasinamida
(FECHINE etal., 2003) (SETTE, 2003) (TUCHINDA et al., 2000)

COOH
3’metoxi-3-4-metilenodioxi-4’-7-epoxi-9-nor-8-
5’-neolignan-7-8’dieno acido ent-caur-16-en-19-6ico
(AURA, 1997) (ANDRADE, 2004)
H
HsCO ! O O O
OH O OT
5-hidroxi-7-metoxi-flavanona ° Uvaricina

(FLEISCHER et al., 1997) (JOLAD etal., 1982)

Figura 2: Algumas substancias isoladas de espécies de Annonaceae
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3.2. Consideracdes sobre o Género Xylopia L.

O género Xylopia é constituido de cerca de 150 espécies (BRUMMITT, 1992).
Algumas sdo usadas como condimentos enquanto outras fornecem fibras para a cordoaria. O
lenho é leve, duradouro e algumas espécies apresentam propriedades medicinais (ROCHA et
al., 1979).

O fruto de algumas espécies do género Xylopia é usado popularmente como
condimento por apresentar odor semelhante ao da pimenta-do-reino (Piper nigrum) e é
empregado, por este motivo, como seu substituto (CHADWICH, 1990). Muitos sdo usados
também como carminativos. Varias espécies sdo utilizadas para diversos fins e, em especial,
na medicina popular como vermifugos (THOMAS, 1989) e agentes antimicrobianos
(CORREA, 1984).

Estudos etnofarmacoldgicos e farmacoldgicos ja foram realizados com espécies desse
género, por exemplo, X. aethiopica € utilizada para o tratamento de bronquite e desinteria, X.
aromatica como agente diurético e para edema de pele, X. sericeae como antiinflamatorio e X.
cayennensis para problemas cardiovasculares (MOREIRA, 1999; MACEDO; FERREIRA,
2004; NASCIMENTO et al., 2006).

Um grande namero de componentes quimicos tem sido isolado do género Xylopia,
incluindo acetogeninas biologicamente ativas, dentre elas, a xylopiena e a xylomatenina com
atividade citotoxica superior a adramicina para trés linhagens de células tumorais (COLMAN-
SAIZARITORIA et al., 1994), diterpenos do tipo caurano e labdano (FELICIO; ROQUE
1989), sesquiterpenos (MOREIRA et al., 2007), alcaldides (HARRIGAN et al., 1994),
lignoides (WAHI et al., 1995) e flavonodides (SANTOS; SALATINO, 2000). Dentre os
alcaldides os mais comuns sdo os derivados do nucleo isoquinolinico (Figura 3, pag. 12) e
terpendides do tipo caurano, trachylobano, atisano, labdanos, inclusive dimeros, (Figura 4,
pag.13).

Além dos constituintes acima mencionados tém sido publicado dezenas de artigos
sobre Gleos essenciais de espécies do género Xylopia demonstrando que o género é rico em
monoterpenos e sesquiterpenos (LAGO et al., 2003, MAIA et al., 2005). Vérios 0leos
apresentaram atividade antimicrobiana e citotoxica (ASEKUN; ADENIY1, 2004), e também
sdo utilizados em cosmetologia e perfumaria e tém mostrado o espatulenol como um possivel
marcador quimiotaxénomico, estando presente em quase todas as espécies de Xylopia que
foram estudadas (MAIA et al., 2005).
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HsCO ‘
HsCO N
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OH
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(JOSSANG etal., 1991)
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tetraidropalmatina

(JOSSANG et al., 1991)
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(]

anonaina

(MOREIRA et al., 2003)

OH
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(NISHIYAMA et al., 2004)
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(JOSSANG et al., 1991)

)

<

0 /N

X

)

liriodenina

(MAMOUDOUKANDE et al., 1994)

Figura 3: Alguns alcaldides isoquinolinicos isolados em espécies do género Xylopia
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acido 15-oxo-(-)-trchylobano-19-6ico

(HARRIGAN et al., 1994)

R
“CO,H

R=H: Acido acutiflérico
R= OH: Acido frutdico

(TAKAHASHI et al., 1995)

OH

OH

CO,Me

ent- 8(17),14-Labdadien-13,16-
diol-18-o0ato

(MORAIS; ROQUE, 1988)

Vielanina D

(KAMPERDICK et al., 2003)

acido 15-oxo-(-)cauran-16-en-19-6ico

(HARRIGAN et al., 1994)

CH,OH
ent-Atisan-16 alpha-18-diol

(MORAIS; ROQUE, 1988)

Figura 4: Alguns terpendides isolados em espécies do género Xylopia
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3.3. Consideracdes sobre Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul.

Xylopia langsdorffiana € uma arvore de 5 — 7 m de altura. Possui folhas alternas,
lanceoladas, inteiras, sericeas, flores roxas e pendunculadas, (Figura 5, péag.14). Fornece
madeira para obras internas, carpintaria e caixotaria. A casca da liber para cordoaria. E
conhecida popularmente como pimenteira-da-terra (CORREA, 1984). Esta planta vem sendo
estudada pelo LTF desde 2002 por ser considerada uma fonte promissora de substancias
bioativas. Nos estudos anteriores, foram isolados, do caule, 4 alcaldides todos derivados do
nacleo isoquinolinico (TAVARES, 2004), (Figura 6, pag. 15).

a) C)

Figura 5: Fotos de Xylopia langsdorffiana em seu habitat. a) &rvore completa, b) detalhe dos
frutos e c) detalhe das folhas. Foto: Josean Fechine Tavares
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OCH;

xylopinina OCHg

discretamina

OCH;

discretina

xylopina

(TAVARES, 2004)

Figura 6: Alcaldides anteriormente isolados do caule de Xylopia langsdorffiana
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3.4. Considerag0es sobre o género Fusaea Baill. E Fusaea longifolia (Aubl.) Saff.

O género Fusaea é muito pequeno, revisdo anteriormente realizada por CHATROU,;
HE, (1999), demonstrou que em 400 colec¢des de herbarios, o género € composto por apenas 2
espécies e ndo quatro como anteriormente se acreditava. S&o elas Fusaea longifolia (Aubl.)
Saff e Fusaea decurrens R. E. Fr.

A fitoquimica desse género € muito pouco explorada e apenas um estudo foi
encontrado na literatura mostrando a caracterizagdo de um novo alcaldide aporfinico
denominado fuseina, extraido de Fusaea longifolia (BRAZ-FILHO et al., 1976).

Fusaea longifolia é conhecida popularmente como envira, envireira, araticum e
espitana E uma arvore com raminhos densamente sedosos-ferrugineos, entre nds de 2 a 3 cm
de largura, folhas papirdceas, oblongas, longas e estreitamente acuminadas, fruto sincarpico,
globoso, sementes pequenas e de polpa comestivel. Esta espécie esta distribuida nos estados do
Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato grosso, Para, Rio de Janeiro, Rond6nia e Roraima.

Diante de pouco conhecimento fitoquimico sobre o género Fusaea, decidiu-se
investigar a fitoquimica de F. longifolia em um estudo voltado para o isolamento de alcaldides
e caracterizacdo de constituintes volateis. Na Figura 7 (pag. 16) sdo mostradas fotos com
detalhes de folhas, flores e fruto dessa espécie.

Figura 7: Fotos de F. longifolia: a) Folhas b) Flor e Fruto

Fonte: a) http://www.rbgkew.org.uk/scihort/tropamerica/cristalino/Fusaea_longifolia.htm

Fonte: b) http://atrium.andesamazon.org/image
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3.5. Considerac0es sobre atividade bioldgica dos constituintes quimicos isolados

3.5.1. Atividade citotdxica

Depois de algumas décadas do seéculo XX, a quimica de produtos naturais passou a
representar a principal linha de pesquisa para as descobertas de novos agentes antineoplasicos.
Nos Estados Unidos, entre 1983 e 1994, 60% dos medicamentos antineoplasicos aprovados
eram de origem natural (CRAGG et al., 1997) e, entre estes, muitos constituem compostos
secundarios do metabolismo de vegetais superiores (CORDELL, 1993). Os alcal6ides
bisindolicos vimblastina e vincristina isolados de Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceae),
descobertos no final dos anos 60, ainda sdo considerados medicamentos indispensaveis para o
tratamento da leucemia. Outras substancias obtidas de plantas estdo em fase de estudo para o
tratamento do céncer. Um exemplo € o caso da homoarringtonina isolada de Cephalotaxus
harringtonia Var. Nana (Cephalotaxaceae), que se mostrou ativa contra varios tipos de
leucemia (ZHOU et al., 1995). Testes bioldgicos in vitro utilizando cultura de células séo,
portanto, extremamente importantes na pesquisa de anticancerigenos. Diterpenos do tipo
trachylobano isolados de Croton zambesicus apresentaram atividade citotdéxica em linhagens
de células leucémicas (BLOCK, et al., 2004), por isso o interesse em avaliar a atividade
citotoxica das substancias isoladas.

Vaérias linhagens celulares estdo disponiveis nos bancos de células para estes testes.
Alguns testes, como por exemplo, o ensaio de redugdo do MTT [brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio], tém adquirido atencdo consideravel no contexto de
citotoxicidade (RENZI et al., 1993). O MTT é um corante amarelo, que é reduzido por células
que mantém a integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insollvel em
solucé@o aquosa. Uma vez solubilizado em etanol absoluto, a quantidade de formazan pode ser
determinada espectroscopicamente (DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN, 1983). Dessa
forma, a reducdo do sal tetrazélio MTT para um produto azul (formazan), principalmente pela
enzima mitocondrial succinato desidrogenase (SLATER et al., 1963), é muito utilizada para
ensaios de avaliacdo de sobrevivéncia e proliferacdo celular. Somente as células viaveis
reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), portanto a quantidade de formazan
produzido é proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983;
DENIZOT; LANG, 1986).
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3.5.2. Atividade moluscicida

A esquistossomose € uma doenca parasitidica, endémica em 74 paises de trés
continentes: América, Africa e Asia, onde algumas centenas de milhdes de individuos estdo
expostos ao risco de infeccdo (MARSTON; HOSTETTMAN, 1985). Cerca de 200 milhdes de
pessoas estdo infectadas em todo o mundo com essa doencga, cuja evolucdo pode levar, em
muitos casos, a um acentuado déficit organico que pode resultar em invalidez ou morte
(CAPRON, 1998). No Brasil, o Schistosoma mansoni é o agente etiolégico e requer o
caramujo aquatico Biomphalaria glabrata como principal hospedeiro intermediario para
transmissdo da doenca (LARDANS; DISSOUS, 1998). A investigacdo de plantas com
atividade moluscicida tem se expandido, com mais de 1400 espécies ja estudadas (KLOOS;
McCOLLOUGH, 1987; JURBERG et al., 1989). O aumento nas investigacdes de plantas ou
seus constituintes com atividade moluscicida é extremamente importante haja vista que a
industria farmacéutica ndo tem interesse em desenvolver medicamentos para esse tipo de
enfermidade, pois é tipica de populagdes de baixa renda, sendo chamadas doengas
negligenciaveis. Dai o interesse em se buscar produtos naturais como alternativas preventivas

ou curativas para essas doencas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Alkaloids and Diterpenoids from Xylopia langsdorffiana

RESUMO

Xylopia langsdorffiana € uma arvore de pequeno porte conhecida popularmente como
pimenteira da terra, pertencente a familia Annonaceae, que possui 2.300 espécies distribuidas
em aproximadamente 130 géneros com distribuicdo pantropical. Espécies da familia
Annonaceae sdo caracterizadas pela presenca de alcaldides, principalmente os pertencentes ao
nucleo isoquinolinico, terpendides, sendo mais destacados os diterpenos e acetogeninas.

Fez-se uma marcha acido/base para isolamento de alcaldides do caule de X.
langsdorffiana e uma particdo liquido/liquido com hexano, cloroférmio e acetato de etila das
folhas com o objetivo de isolar terpendides.

Apo6s cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria alumina e como
eluentes misturas de cloroférmio e metanol em gradiente crescente, foi possivel isolar, a partir
do caule, quatro alcaldides derivados do ndcleo isoquinolinico (discretina, xylopinina,
xylopina e discretamina). Todos esses alcaldides estdo sendo descritos pela primeira vez na
espécie em estudo e de alta importancia quimiotaxondémica, pois xylopina e xylopinina sdo
relatados em quase todas as espécies de Annonaceae estudadas. A partir do extrato hexanico
das folhas foi possivel isolar e identificar dois diterpendides, um do tipo labdano e outro do
tipo atisano. O diterpeno labadano denominado acido 13-epicupréssico estd sendo relatado
pela primeira vez no género Xylopia e o atisano denominado acido ent-atisan-16o.-0l-18-6ico
é 0 segundo relato dessa substancia em espécies de Annonaceae. O espectro de RMN “*C do
acido 13-epicupréssico mostrou 20 sinais. O deslocamento quimico em 107,0 ppm foi
atribuido ao CH,-17, caracteristico de dupla terminal de diterpeno labdano. O sinal em 184,7
foi atribuido a carbonila de acido carboxilico. Correlacdo no espectro de HMBC desse sinal
com os hidrogénios em 1,11 ppm, confirmou as atribuicdes feitas para o0 CHs-19 e C-18. O
deslocamento quimico em 16,2 ppm para C-19, confirma que essa metila esta axial. As
demais atribuicdes foram feitas em comparacdo com a literatura.

Os espectros dos terpendides sdao mostrados nas Figuras de 8 a 18 (pags. 25 a 35) e
Figuras de 19 a 28 (pags. 37 a 46) Os dados de RMN *H e *C uni e bidimensionais est&o

compilados nas Tabelas 1 e 2 (péags. 36 e 47, respectivamente).
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Alkaloids and Diterpenoids from Xylopia langsdorffiana
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& Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Cx. Postal 5009,
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1. Subject and source

Annonaceae is a large family comprising ca. 130 genera and 2300 species.
Phytogeographically it is entirely tropical, with 39 genera being represented in tropical
America. In Brazil, there are 29 genera with about 260 species. They are recognized as
sources of terpenoids (mainly diterpenes), alkaloids (a large number derived from the
isoquinoline nucleus). Some Xylopia species are reported as possessing antimicrobial
(Malcolm and Sofowora, 1969; Lemos et al., 1992), antifungal (Awuah, 1989; Rahalison et
al., 1993), antimalarial and anticonvulsant (Etkin, 1997; Adesina, 1982) properties.

The plant stem and leaves was collected in July 2002 in Cruz do Espirito Santo, Paraiba
state, Brazil. A voucher specimen (AGRA 5541) was deposited in the Herbarium Prof. Lauro

Pires Xavier, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil.

2. Previous Work

There is only previous report on the analysis of the chemical constituents of X.
langsdorffiana A. St. Hil & Tul. (Tavares et al., 2006).

* Corresponding author. Tel./ fax: + 55-83-2167511.

E-mail address: marcelosobral@Itf.ufpb.br (Marcelo S. Silva)
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3. Present study

The stems and leaves of X. langsdorffiana were studied in two different ways.
3.1. Study 1

The stems (4000 g) were exhaustively extracted with EtOH at room temperature. The
alkaloidal fraction of the extract was obtained by a series of partitions involving acid/base
separation (Barbosa-Filho et al., 1997) and subjected to column chromatography (aluminum
oxide) and PTLC (silica gel 1mm) yielding the isoquinoline alkaloids discretine (0.00092 %)
(Jossang et al., 1986), xylopinine (0.00054 %) (Hocquemiller et al., 1981), discretamine
(0.00062%) (Hocquemiller et al., 1981) and xylopine (0.00028%) (Leboeuf et al., 1982) The
alkaloids were identified through a series of spectroscopic methods such as NMR (1D and 2D
techniques).
3.2. Study 2

The leaves were dried and extracted with 95% EtOH at room temperature. The extractive
solution was concentrated under vacuum vyielding the crude EtOH extract. The extract was
suspended in MeOH:H,0 (7:3) and partitioned successively with hexane and chloroform. The
hexane and CHCI; extracts were chromatographed on silica gel columns, eluting with hexane
and EtOAc in an order of increasing polarity. This process resulted in the isolation of the
labdane and atisane-type diterpenoids: 13-epicupressic acid (Carman et al., 1973) and ent-
atisan-16a-0l-18-oic acid (Morais and Roque, 1988). The atisane diterpenoid was isolated
from the hexane extract and the labdane diterpenoid from the CHCI; extract. The structures of
all the isolated substances were elucidated based on IR, and *H and **C NMR (1D and 2D
methods).

4. Chemotaxonomic significance

The present results confirm that Xylopia langsdorffiana is chemically a typical species of
the Annonaceae (Jumana et al., 2000). Discretine, xylopinine, xylopine and discretamine have
been previously reported from other genera of the Annonaceae, but this is the first report from
X. langsdorffiana. Terpenoids (mainly diterpenes) are commonly found in the Annonaceae
family and particularly in Xylopia species (Andrade et al., 2003). This is also the first report

of 13-epicupressic acid from the genus Xylopia.
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FIGURA 18: Expansio do espectro de correlagiio 'H = 'H-COSY do acido 13-epicupressico (CDCly, 500 MHz)
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Tabela 1: Dados de RMN *H e 3C uni e bidimensionais em CDCl; a 500 MHz do &cido 13-
epicupressico

[EEN

N

[LLRRIE] o

[EEN

[EEN

o

ST

[EE

w

[EE

a1

=
o
©
oo

19 COOH
18
HMQC "Hx'H
C Oc OH HMBC COSY NOESY
4 474 - H-5
8 1479 -
10 39,0 -
13 73,0 - H-14, H-15
18 184,7 - H-19
CH
5 495 1,82 (dd) H-19
9 57,0 1,60 H-17
14 1449 5,89 (dd, J=17,4; 10,8 Hz) H-16
CH,
1 379 131(m) H-20
1,91 (m)
2 184 1,56 (m)
3 378 1,62 (m) H-19
1,84 (m)
6 26,8 1,42 (m)
1,38 (m)
7 37,0 1,98 (dd) H-17 H-7
2,30 (dd)
11 176 1,36 (m)
1,68 (m)
12 41,1  1,35(m) H-16
1,70 (m)
15 111,7 5,21 (dd, J=17,4; 1,2 Hz, trans) H-14
5,11 (dd, J = 10,8; 1,4 Hz, cis)
17 107,0 4,86 (s) H-9, H-7 H-17 H-7
4,53 (s)
CH3
16 28,1 1,25 (s) H-14 H-14
19 16,2 1,11 (s) H-5
20 14,6 0,67 (s) H-9 H-19
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Tabela 2: Dados de RMN *H e *3C uni e bidimensionais em CD;0D a 500 MHz do &cido ent-

atisan-16a.-0l-18-6ico

HMQC '"Hx'H
C Sc S HMBC COSY
4 46,8 -
8 33,5 -
10 36,7 -
16 711 - H-13
18 181,4 -
CH
5 50,5 1,32 (m) H-1
9 51,3 1,71 (m) H-13, H-14
12 37,3 1,52 (m) H-13
CH,
1 38,9 1,33 (m)
1,18 (m)
2 16,9 1,66 (M) H-3
1,50 (m)
3 38,4 1,65 (m) H-19 H-3
0,94 (m)
6 21,1 1,45 (m) H-7 H-6
1,07 (m)
7 36,8 1,76 (m)
1,63 (m)
11 22,8 1,69 (m)
1,66 (m)
13 23,5 1,19 (m) H-13
2,07 (m)
14 26,9 1,86 (m) H-14
0,82 (m)
15 56,7 1,32 (m) H-14
1,22 (m)
CHj
17 29,2 1,26 (s) H-15
19 15,7 1,16 (s) H-3
20 13,5 1,03 (s) H-1
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4.2. ent- Trachylobane Diterpenoids from Xylopia langsdorffiana

RESUMO

Neste artigo relatamos o isolamento e elucidagao estrutural de dois novos diterpenos
ent-trachylobano, além da atividade citotoxica de um deles.

Diterpenos trachylobano sdo raros e ainda existe um pequeno nimero de relatos na
literatura. Quanto as suas atividades bioldgicas ainda existem poucos estudos, onde os
principais destacam atividade citotoxica.

Para isolamento desses diterpenos foi preparado o extrato etandlico bruto do caule de
X. langsdorffiana e particionado com hexano, cloroférmio e acetato de etila. O extrato
hexanico foi submetido a cromatografia em coluna com silica gel, obtendo-se 95 fra¢des que,
ap0s monitoramento por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), forneceu 12
grupos (F-1-F-12). O grupo F-1 foi recristalizado com metanol obtendo-se o 4cido ent-7o.-
acetoxitrachyloban-18-6ico. A fracdo F-4 foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), eluida com acetado de etila: hexano (9:1), obtendo-se o acido ent-7a-
hidroxitrachyloban-18-6ico.

A analise do espectro de IV evidenciou as absorgdes em 3200 cm™ caracteristico de
OH de acido carboxilico, uma absor¢ao na regiao de 1700 cm'l, caracteristico de estiramento
de carbonila de 4cido carboxilico, além de uma absorgdo na regido de 1725 cm™ caracteristica
de estiramento de carbonila de ester. Os dois diterpenos pertencem a série ent. As metilas C-
19 e C-20 estdo em axial o que fornece um deslocamento quimico caracteristico em 16,4 ppm
para a metila C-19. Estd metila quando em equatorial apresenta deslocamento quimico em
28,9 ppm. A analise desses deslocamentos quimicos corroboraram com a cristalografia de
raio-x do 4cido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-6ico que mostrou as metilas C-19 e C-20 na
mesma configuracdo. Analisando os dados de RMN *C do 4cido ent-7a-hidroxitrachyloban-
18-6ico podemos observar uma diferenga significativa no deslocamento quimico da metila C-
19 comparado ao seu epimero isolado de uma espécie de Xylopia. Com essas diferengas foi
possivel propor a estrutura de duas novas moléculas.

O 4cido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-6ico teve sua citotoxicidade avaliada em
células V79 e hepatocitos de rato pelo método MTT, obtendo-se uma CI-50 de 224 ¢ 231 uM.

Os espectros uni e bidimensionais dessas duas substancias sao mostrados nas Figuras

de 29 a 50 (pags. 58 a 79).
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ent-Trachylobane Diterpenoids from Xylopia langsdorffiana

Josean Fechine Tavares,’ Karine F. Queiroga,! Marianna Vieira B. Silva,t Margareth F. F. M.
Diniz,* José M. B. Filho," Emidio V. L. da-Cunha,™* Carlos Alberto de Simone.,§ Jodao X. de

Aratjo Jl'lnior,§’L Patricia S. Melo,v Marcela Haun,V and Marcelo Sobral da Silva™t

Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Cx. Postal
5009, 58051-970, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil, Departamento de Farmécia, Universidade
Estadual da Paraiba, CCBS, 58100-000, Campina Grande, PB, Brazil, Departamento de
Quimica, Universidade Federal de Alagoas, 57072-970, Maceid, AL, Brazil, Curso de
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Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas
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Two new diterpenes of the ent-trachylobane type were isolated from the stems of Xylopia
langsdorffiana, ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic acid (1) and ent-7o-hydroxytrachyloban-
18-oic acid (2). The structures of these isolates were deduced by spectroscopic data
interpretation. X-ray crystallography of 1 was used to confirm its structure. The cytotoxic

activity of 1 against V79 fibroblasts and rat hepatocytes was investigated.
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The genus Xylopia (Annonaceae) comprises about 160 species.' Various species of this
genus are used in folk medicine for rheumatism” and as antimicrobial agents.® ent-Kaurane

and ent-trachylobane diterpenes are encountered in this genus,*’

with the latter group of
compounds being rare and little-studied biologically thus far.®*

Xylopia langsdorffiana St-Hil. & Tul. is a tree, 5-7 meters high and popularly known in
Northeast Brazil as “pimenteira da terra”.> Vasorelaxant and hypotensive activities were
reported recently for 8(17), 12E-labdatrien-18-oic acid, a labdane-type diterpene isolated from
this plant.” As part of our continuing investigations of new bioactive molecules from plants of
Brazil, we report herein the isolation and structure elucidation of two new ent-trachylobanes,
1 and 2, from X. langsdorffiana stems as well as their cytotoxicity assay against V79

fibroblasts and hepatocytes.

Compound 1 was obtained as a crystalline solid, mp 230-233 °C, [a]*p + 25 (¢ 1.01,
CHCIl3). The HREIMS of 1 showed a molecular ion peak at m/z 360.2309, compatible with
the molecular formula, Cy;,H3,04, having 7 degrees of unsaturation in the molecule. The IR
spectrum showed absorptions at 3200, 1700, and 1725 cm'l, characteristic of COOH and ester
groups. The presence of two CO groups was supported by the ?C NMR spectrum which
shows signals at dc 185.1 and 171.4 ppm. The latter was assigned to a OCOCH; group as a
result of the appearance of a typically deshielded CHj group at oy 2.04 (s, 3H) ppm in the
'H NMR spectrum which exhibited a characteristic cross-peak with the CO signal at 5¢ 171.4
in the HMBC spectrum. With two CO groups accounting for 2 degrees of unsaturation and in
the absence of any other signals at sp® regions of the NMR spectra, the possibility of a
trachylobane ring system with 5 degrees of unsaturation was considered. Evidence for a
cyclopropane ring was provided by the 'H and ?C NMR spectroscopic correlations at dy/8¢
0.64/20.7, 0.90/24.2 (H/C-12 and H/C-13, respectively).'’ Furthermore, by comparison of the
NMR data of 1 with those of similar structures,'’ we concluded that it belongs to the ent-

trachylobane diterpene compound class.

The carbonyl signal of the COOH group at d¢ 185.1 showed cross-peaks with resonance at
Oy 2.18 (H-5) and 1.15 (CH3-19) in the HMBC spectrum, suggesting the position of this
carboxylic acid unit at C-4. The location of the OCOCHj3 group at C-7 was also deduced from
the HMBC correlations between the protons at oy 2.18 (H-5), 1.60 (H-9), 1.45 (H-14), and
1.35 (H-15), and the oxygenated carbon at ¢ 78.9.

The ""C NMR spectroscopic data comparison of compound 1 with ent-7p-

acetoxytrachyloban-18-oic acid'? shows differences in the chemical shifts of C-5, C-6, C-9,
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C-15, and C-19. The chemical shift of the C-19 methyl group at 3¢ 16.4 was compatible with
the ent-trachylobane-18-oic acid'""" structure of compound 1. Similarly, *C NMR chemical
shifts at 6¢ 27.8 (C-6) and 45.5 (C-15) ppm of compound 1 were consistent with those of 7a-
hydroxytrachyloban-19-oic."* Moreover, long-range correlations in the HMBC spectrum
between the H-7 signal at oy 4.65 ppm and the methine carbons at d¢ 42.8 and 48.9, along
with the cross-peaks between H-12 and H-14 protons at oy 0.64 and 1.45, respectively, with
the carbon at 6¢ 48.9, confirmed unambiguously the assignments of the signals at 6¢ 42.8 and
48.9 ppm to C-5 and C-9, respectively. The one and two dimensional 'H /°C NMR data are
shown in Table 1. Based on the above evidence, the relative stereochemistry of the carbons at
C-4 and C-7 is established. Therefore, the structure of compound 1, a new diterpene, was
proposed as ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic acid. This was confirmed from a single-crystal
X-ray diffraction study on this isolate.

Compound 2 was also obtained as a crystalline solid with mp 130-134 °C, [a]*°p + 16 (C
1.01 CHCI3). The HREIMS of 2 showed a molecular ion peak at m/z 318.2129, compatible
with the molecular formula, C,yH3003, with 6 degrees of unsaturation. The IR spectrum
showed absorptions at 3500, 3150, and 1695 cm™', indicating the presence of OH and COOH
groups. The presence of only one CO group and the absence of any other sp” carbon in the
molecule (NMR) along with signals at dy/d¢ 0.64/20.7 and 1.11/24.1 (H/C-12 and H/C-13
respectively), consistent with the presence of a cyclopropane ring, again suggested an ent-
trachylobane skeleton. The presence of a secondary OH group is supported by the 'H /°C
NMR signals at dp/d¢ 3.60/76.0. The locations of the polar groups at C-4 and C-7 in
compound 2 were determined from HMBC correlations as in 1 (vide supra). Moreover, the C-
5 and C-9 chemical shifts in 2 were virtually identical to those of compound 1. All the other
C NMR chemical shifts were practically identical to those of 7a-hydroxytrachyloban-19p-
oic acid."* However, the chemical shift of the CH; at C-4 (Table 1) was significantly different
and consistent with the inverted stereochemistry in this center of compound 2. Thus, the
structure of 2 was assigned as ent-7a-hydroxytrachyloban-18-oic acid, a new natural product
that is an epimer of an analog reported by Ngouela and associates.'*

The in vitro cytotoxicity of 1 was tested against a permanent lung fibroblast cell line
derived from Chinese hamsters (V79) and rat hepatocytes, using the MTT method," and gave
ICso values of 224 uM and 231 uM, respectively. In a previous investigation, compound 1

exhibited an ICs value of 200 uM against K562 human leukemia cell line.'®
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Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting points were measured in a Geahaka model
PF1500 version 1.0 apparatus and are uncorrected. Optical rotations were determined on a
ADP 220 Polarimeter, Bellingham-Stanley Ltd. IR spectra were obtained in KBr disks in a
Bomem model MB 100M series spectrophotometer. 'H and °C NMR spectra were obtained
with a Bruker DRX-500 spectrometer, using CDCIl; as solvent. HRMS were recorded in a
VG-AutoSpec spectrometer, using a direct insertion probe and electron impact at 70 eV.
Silica gel 60 (Merck) was used for column chromatography.

Plant Material. The stems of Xylopia langsdorffiana were collected in the municipality of
Cruz do Espirito Santo, State of Paraiba, in July 2002. The plant material was identified by
Prof. Maria de Fatima Agra, Head of the Botany Section of the Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF). A voucher specimen (AGRA 5541)
is deposited at the Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), of the Universidade Federal da
Paraiba.

Extraction and Isolation. Dried stems of X. langsdorffiana (4 kg) was exhaustively
extracted with 95% EtOH. The solvent was evaporated to yield a dark syrup (60 g), which
was partitioned successively with hexane, chloroform, and ethyl acetate to yield 20, 16 and 12
g, of crude residues, respectively. The hexane fraction was subjected to column
chromatographic separation, using hexane and hexane with increasing amounts of ethyl
acetate as eluents, and monitored by TLC. Altogether, 95 fractions of 100 mL each were
collected and posted into 12 fractions (F1-F12). Fraction F-1 was recrystallized from
methanol yielding 1 (300 mg). Fraction F-4 was purified by preparative TLC with AcOEt-
hexane (9:1) as developer to afford compound 2 (56 mg).

ent-7a-Acetoxytrachyloban-18-oic Acid (1): crystalline solid; mp 230-233 °C; [a]*’p +
25 (c 1.01 in CHCLs); IR (KBr) 3200, 1700, 1725, 1239, 1133; 'H and >C NMR data, see
Table 1; HREIMS m/z 360.2309 (calcd 360.2300 for C,H3,04).

Crystallographic Data for 1: C,,H3,04; M = 359.47; orthorhombic, space group P2,2,2;
a=6.1359(2) A, b=16.9665(8) A, c=19.0101(8) A; a= B=y=90°V =1979.04(1) A*; Z =
4; D.=1.21 g.cm'l; A (M, Ko) =0.71013 A; F(000) = 780; T = 293 K; colorless sheet, size
0.15 x 0.10 x 0.08 mm; 4505 independent measured reflections, refinement based on F? to
give R, [F> > 40(F?)] = 0.064; w, = 0.148 for 3250 observed reflections, and 239 parameters.

The Flack absolute structure parameter was determined to be 1.08(2) and the refinement of
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the opposite enantiomer resulted in a value of 0.85(2). Unfortunately, the weak distinguishing
value of the Flack parameter (which should be 0.0 for the correct enantiomer) could not be
used to assign definitively the absolute stereochemistry. The positions of H atoms bonded to
C were determined based on stereochemical parameters, while those on O were determined
directly from a difference map. Hydrogen atoms on O were refined isotropically, while those
on C rode on the carbon atom and Uiso was set to 1.5 (methyl) or 1.2 (other) times the value
of the equivalent isotropic displacement parameter of the attached atom. X-ray data collection
were accomplished on an Enraf- Nonius KappaCCD area-detector diffractometer. The
programs used in crystallographic study were: data collection, COLLECT;'” cell refinement,
DENZO'" and COLLECT; data reduction, DENZO and COLLECT; program used to solve
structure, SHELXS97;19 program used to refine structure, SHELXL97;19 molecular graphics,
ORTEP-3;% software used to prepare material for publication, WinGX-Routine.*! The CCDC
reference number is 270970. Copies of the available material can be obtained, free of charge
on application to the Director, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CH21EZ, UK (fax: +44-

1223-336-033 or e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk or http://www.ccdc.cam.ac.uk).

ent-7-Hydroxytrachyloban-18-oic Acid (2): crystalline solid; mp 130-134 °C; [a]*’p +
16 (c 1.01 in CHCl;); IR (KBr) 3500, 3150,1695, 1232; 'H and *C NMR data, see Table 1;
HREIMS m/z 318.2129 (caled 318.2194 for CyoH3003).

Cytotoxicity Bioassay. Cytotoxic activity of compound 1 was evaluated against V79 cells
and rat hepatocytes using the MTT method, according to a previously described procedure.
Hepatocytes were isolated from two-month-old Wistar male rats (200-250 g) by a two-step

collagenase perfusion method.”
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Table 1. NMR data for Compouds 1 and 2. *

17

= OCOCH;
19' COOH
18
(1
1 2 HMBC COSY NOESY

position S¢ S Sc S 1 2 1 2 1 2

1 38.6 0.90 (m), 1.55 (m) 38.6 0.93 (m), 1.55 (m) Me-20 H-1 H-1

2 17.6 1.45 (m), 1.55 (m) 17.5 1.52 (m), 1.62 (m)

3 37.2 1.65 (m), 1.70 (m) 37.0 1.65 (m), 1.75 (m) H-5, Me-18

4 46.9 - 45.7 -

5 42.8 2.18 (d,J=4.5Hz) 42.1 2.23(d,4.6 Hz) H-7, Me-20, Me-18 H-7, Me-20 H-6 H-6

6 27.8 1.40 (m), 1.60 (m) 30.8 1.36 (m), 1.76 (m) H-5 H-7, H-5 H-7

7 78.9 4.65 (broadt,,J=4.0 Hz) 76.0 3.60 (broad t, J =4.1 Hz) H-5, H-14, H-6 H-5,H-14 H-6 H-6

8 44.5 - 44.5 -

9 48.9 1.60 (m) 48.0 1.52 (m) H-7, Me-20, H-14 H-7, H-12

10 37.9 - 37.9 - H-11

11 19.5 1.70 (m), 1.90 (m) 19.5 1.69 (m), 1.64 (m)

12 20.7 0.64 (m) 20.7 0.64 (m) Me-17 Me-17 H-13 H-13

13 24.2 0.90 (m) 24.1 1.11 (m) H-15, Me-17 H-14, Me-17 H-12 H-12

14 32.8 1.45(d,J=4.8Hz), 1.95(m) 33.1 1.39 (d, J=4.9 Hz ), 1.99 (m) H-7 H-7 H-14 H-14

15 45.5 1.35 (m), 1.55 (m) 45.5 1.32 (m), 1.49 (m) H-7, H-14 H-14 H-7 H-7

16 23.3 - 233 - H-14, H-11 H-11, H-14

17 20.7 1.18 (s) 20.9 1.20 (s) H-12, H-13 H-12 H-12

18 185.1 - 184.3 - H-5, Me-18

19 16.4 1.15 (s) 16.6 1.23 (s) H-5

20 15.2 1.01 (s) 15.3 1.02 (s) H-5 H-5 H-1
COMe 171.4 - - -
COMe 21.6 2.06 (s) - - H-15 H-15

21n CDCls, at 500 MHz for "HNMR and 125 MHz for'> CNMR.
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Figure 1: ORTEP diagram (50% probability ellipsoids) showing crystallographic atom

numbering and solid-state conformation for compound 1.
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XYLODIOL, ANEW ATISANE DITERPENOID FROM XYLOPIA
LANGSDORFFIANA ST-HIL & TUL. (ANNONACEAE)
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4.3. Xylodiol, A New Atisane Diterpenoid from Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul.
(Annonaceae)

RESUMO

A presenga de terpendides, principalmente diterpenos, tem sido marcante no género
Xylopia. Dentre os diterpenos encontram-se os do tipo atisano e labdano. Neste artigo
relatamos o isolamento, elucidacdo estrutural e atividade bioldgica de um diterpeno atisano e
um labdano.

O extrato etanolico das folhas de Xylopia langsdorffiana foi submetido a parti¢ao
entre hexano, cloroformio e acetato de etila. O extrato hexanico foi cromatografado em coluna
com silica gel com hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade. As fragdes
resultantes foram reunidas apds anélise em CCDA. O grupo de fragdes 13-28 foi submetido a
uma CCDP com sistema de solvente hexano/acetato de etila (8:2) obtendo-se a substancia (1).
O grupo de fragdes 29-40 foi submetido a uma CCDP com sistema de solvente hexano/acetato
de etila (7:3) obtendo-se a substancia (2).

Comparando os dados de RMN "°C de (1) com diterpenos atisano isolados de outras
espécies percebeu-se que os carbonos C-5, C-9 e C-15 sofriam um efeito de protegdo.
Portanto a hidroxila estava localizada em C-7, pois nessa posi¢ao os carbonos C-5, C-9 e C-15
sofrem um efeito gama. Essa hipotese foi confirmada pela analise do espectro de HMBC e a
substancia foi definida como sendo um novo diterpeno o ent-atisan-7a,l6a-diol a qual
atribuimos o nome trivial de xylodiol. A outra substancia apds comparagdo dos dados de
RMN 'H e C com a literatura concluiu-se ser um diterpeno do tipo labdano o 4cido
8(17),12E,14-labdatrien-18-6ico. Esse diterpeno tem sido estudado no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica e tem mostrado excelente atividade hipotensora e relaxante da
musculatura lisa.

As duas substancias foram submetidas a ensaios de citotoxicidade em hepatocitos de
ratos e células V79 usando os métodos do NAC, MTT e NRU. Em V79 o Xylodiol apresentou
uma CI-50 de 56 uM pelo método NRU e o labdano uma CI-50 de 138 uM. O xylodiol nao
apresentou citotoxicidade pelos métodos NRU e NAC em hepatocitos. Os espectros uni e
bidimensionais dessas substancias sao mostrados nas Figuras de 51 a 73 (pags. 91 a 100) e os
dados de RMN 'H e "*C do 4cido 8(17)12E, l14-labdatrien-18-6ico estdo compilados na
Tabela 3 (pag. 114).
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Two diterpenes were isolated from the leaves of Xylopia langsdorffiana, the new ent-
atisane-7a, 16 diol named xylodiol (1) and the known 8 (17),12E,14-labdatrien-18-oic acid
(2). The structures of these isolates were deduced by spectroscopic data interpretation.

Compound (2) was less toxic than xylodiol on V79 cells and hepatocytes.
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Introduction

The genus Xylopia (Annonaceae) comprises about 160 species [1]. Various species of this
genus are used in folk medicine for rheumatism [2] and as antimicrobial agents [3]. Kaurane,
labdane and trachylobane-type diterpenes are encountered in this genus [4, 5, 6]. Atisane
diterpenes are rare in the Annonaceae family, having been recorded only in Xylopia
aromatica [6]. In addition, this group of compounds is little-studied biologically thus far.
However, other atisane-type diterpenes isolated from different species show anti-HIV [7], and
insecticidal activities and are cytotoxic to mouse P388 leukemia cells [8].

Xylopia langsdorffiana St-Hil. & Tul. is a tree, 5-7 meters high and popularly known in
Northeast Brazil as “pimenteira da terra” [3]. As part of our continuing investigations of
bioactive molecules from plants of Brazil, we now report on the isolation from the X
langsdorffiana leaves and characterisation of a new atisane named xylodiol (1) and the known
labdane (2) diterpene as well as their cytotoxicity assays against V79 fibroblasts and
hepatocytes. Vasorelaxant and hypotensive activities were reported recently for 2 [9].

In vitro systems provide important tools to enhance our understanding of the hazardous
effects of novel pharmacological agents. Most of the researcher attention has been focused on
cytochrome P450s (CYPs), the primary enzyme superfamily involved in the metabolism of a
broad range of drugs in different species, including man [10]. The cytotoxicity of metabolites
produced by hepatic biotransformation is frequently assessed in cultured fibroblasts and

hepatocytes [11].

Experimental
General procedures

Melting points were measured in a Geahaka model PF1500 version 1.0 apparatus and are
uncorrected. Optical rotations were determined on a ADP 220 Polarimeter, Bellingham-

Stanley Ltd. IR spectra were obtained in KBr disks in a Bomem model MB 100M series
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spectrophotometer. 'H and '>C NMR spectra were obtained with a Bruker DRX-500
spectrometer, using CDCl; as solvent. HREIMS were recorded in a VG-AutoSpec
spectrometer, using a direct insertion probe and electron impact at 70 eV. The mass spectra

were obtained on a Hewlett-Packard 5971 mass spectrometer by electron impact ionization at

70 eV.

Plant material

The leaves of Xylopia langsdorffiana were collected in the municipality of Cruz do
Espirito Santo, State of Paraiba, in July 2002. The plant material was identified by Prof. Maria
de Fatima Agra, Head of the Botany Section of the Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF). A voucher specimen (AGRA 5541) is deposited at

the Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) of the Universidade Federal da Paraiba.

Extraction and isolation

Dried leaves of X. langsdorffiana (2 kg) was exhaustively extracted with 95 % EtOH at
room temperature. Removal of the solvent under reduced pressure in a rotary evaporator
yielded a dark green extract (140 g), which was partitioned successively with hexane, CHCl;
and EtOAc to yield 20, 16 and 12 g, of crude residues, respectively. The hexane fraction was
subjected to column chromatographic separation with silica gel and eluted with hexane/ethyl
acetate in an increasing polarity gradient. Fractions with similar TLC were combined. The
fractions 13-28 was purified by preparative TLC over silica gel using hexane/EtOAc (8:2) to
afford diterpenoid (1) (72 mg) and the fraction 29-40 was purified in the same way using

hexane/EtOAc (7:3) to afford diterpenoid (2) (81 mg).

Biological assay
Xylodiol (1) and compound (2) were tested for in vitro cytotoxic activity against V79 cells

and rat hepatocytes using the nucleic acid content (NAC), tetrazolium reduction (MTT) and
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neutral red uptake (NRU) assays, as described previously [17]. Hepatocytes were isolated
from 2-month-old Wistar male rats (200-250 g) by a two-step collagenase perfusion method

[18].

Ent-atisan-70, 160-diol or xylodiol
Obtained as a crystalline solid, M.p. 108-111 °C, [a]p™= + 46 (¢ = 0.19, CHCL;). - IR
(KBr): v = 3372, 3325, 2985, 1130. - HREIMS: m/z = 306.2017 [M"], compatible with the

molecular formula C,oH340,.

8 (17),12E, 14-labdatrien-18-oic acid

Obtained as a crystalline solid, M.p. 139-141 °C, [a]p’’ = - 43 (¢ = 0.19, CHCL). - IR
(KBr): v =3.083, 2.934, 2.870, 1.692, 1.643, 1.276, 901. - EIMS (EI): m/z (%) = 302.6 [M"]
119 (100), 122 (48), 147 (78), 159 (45), 161 (29), 176 (55), 242 (10), compatible with the

molecular formula C,oH»505.

Results and Discussion

Compound (1) was obtained as a crystalline solid M.p. 108-111 °C, [a]p> =+ 46 (¢ =
0.19, CHCls). The HREIMS of (1) showed a molecular ion peak at m/z = 306.2017,
compatible with the molecular formula C,)H340,, having 4 degrees of unsaturation in the
molecule. The IR spectrum showed absorptions at 3372 and 3325 cm’, characteristic of
hydroxyl groups. The presence of four methyl, eight methylene and four methine groups and
four quaternary carbons was supported by the DEPT and HMQC (Table 1). Furthermore, by
comparison of the NMR data of (1) with those of similar structures [12, 13] we concluded that
it belongs to the ent-atisane diterpene compound class. The location of the hydroxyl groups at

C-7 and C-16 were deduced from the HMBC. Correlations between the protons at oy = 1.42
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(H-5), 1.59 (H-9), and 1.78 (H-15), and the oxygenated carbon at oc = 73.8 allowed the
location of one hydroxyl at C-7. The other hydroxyl group was located at C-16 due to the
correlations between dy = 1.77 (H-11), oy = 1.30 (H-15), and the carbon at dc = 72.2. The a-
orientation of the hydroxyl group at C-7 was deduced by the presence of a broad signal for
H-7 and comparison with literature data [14]. The NOESY spectrum was also used to
establish the relative stereochemistry at this center. The one and two dimensional 'H/"*C
NMR data are shown in Table 1. Based on the above evidence, the relative stereochemistry of
the carbons at C-7 and C-16 is established. Although we have not determined the absolute
stereochemistry, the molecule is represented with a-orientation for the hydroxyl groups at C-7
and C-16. Therefore, the structure of compound (1), a new diterpene, was proposed as ent-
atisan-7a,16a-diol, named xylodiol.

Compound (2) was obtained as a crystalline solid (M.p. 139-141 °C). The EIMS of (2)
showed a molecular ion peak at m/z = 302.26, compatible with the molecular formula
Ca0H230,, with 7 degrees of unsaturation. The molecular structure of (2) was confirmed by the
'H/"C NMR 1D and 2D spectra, and agreed with previously reported for 8 (17),12E,14-
labdatrien-18-oic acid [15].

The biological activities of (1) and (2) are summarized in (Table 2). Compound (2)
induced no significant suppression on the viability of hepatocytes at concentrations up to 300
umol. No cytotoxicity was detected in hepatocytes after treatment with up to 300 gmol of
xylodiol evaluated by NRU and NAC assays, however it was determined an I1Cs, value of 139
umol evaluated by MTT reduction assay. These results indicate that this compound is more
toxic to mitochondria than the others endpoints measured (NRU and NAC). The different
effects observed on V79 cells and rat hepatocytes, especially for xylodiol in the NRU and

NAC tests, suggest that P450-mediated biotransformation of such diterpene may lead to the
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formation of less toxic metabolites. In a previous investigation, xylodiol exhibited ICsy value

of 40 xmol against the K562 human leukemia cell line [16].
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Table 1. NMR data for xylodiol (1).

[
o

g

\\\\‘\\\\ 6 OH
19 18
1)

HMQC 'Hx 'H
Carbon  §'3C? 5'H? HMBC COSY NOESY
1 42.0 1.45 (m)

1.25 (m)
2 18.1 1.68 (m)

1.45 (m)
3 39.1 1.66 (m) H-3

0.94 (m)
4 37.7 -
5 47.3 1.42 (m) H-1
6 26.8 1.71 (m) H-7 H-6

1.67 (m)
7 73.8 3.43 (broad) H-5/H-9 /H-15 H-14
8 32.5 -
9 46.0 1.59 (m) H-13 /H-11
10 37.7 -
11 22.4 1.77 (m)

1.53 (m)
12 38.1 1.63 (m) H-13 /H-11
13 23.5 2.02 (m) H-13

1.19 (m)
14 26.7 1.70 (m) H-14

0.99 (m)
15 51.3 1.78 (m) H-14

1.30 (m)
16 72.2 - H-11/H-15
17 30.5 1.35(s) H-7
18 33.1 0.91 (s)
19 21.6 0.86 (s)
20 13.4 0.99 (s) H-5

“In CDCls, at 500 MHz for "H NMR and 125 MHz for °C NMR.
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Table 2. Cytotoxicity of Xylodiol (1) and compound 2 on V79 cells and rat hepatocytes

ICsp (zmol)
Compound V79 Hepatocytes
MTT NRU NAC MTT NRU NAC
Xylodiol 112 56 70 139 - -

2 250 138 220 - - -

© Viability similar to control cells until 300 zmol.
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Tabela 3: Dados de RMN 'H e '*C uni e bidimensionais em CDCl; a 500 MHz do 4cido

8(17)12E, 14-labdatrien-18-6ico

—_
S}
—_
S~

o

:i

[=)}

" NCOOH
19 18
HMQC HMBC COSY
X6 SH "Hx BC "Hx BC "Hx'H
2] 3
C
4 47,5 - - - -
8 1476 - - - -
10 38,8 - - -
13 136 - - -
18 185,88 - - - -
CH
5 497 2,01 (dd,J=12,4,2,7Hz) C-4,C-6,C-10 C-9,C-18,C-19,C-20 H-6
9 57,7 1,82 (s) C-11 - -
12 131,7 5,33 (t) - C-9, C-14, C-16 H-11
14 1342 6,81(dd,J=172, 10,8 Hz) - C-12, C-16 H-15
CH,
1 38,5 1,24 (m) - C-5 -
- 1,86 (sl) - - -
2 18,8 1,64 (m) C-1 C-4 -
- 1,64 (m) - - -
3 37,5 1,65 (d,J=4,7 Hz) C-2, C-4 C-5,C-18 H-2
- 1,84 (s) - - -
6 27,0 1,40 (m) C-5, C-7 C-8,C-10 -
- 1,50 (m) - - -
7 38,0 2,11 (m) C-6, C-8 C-5,C-9, C-17 -
- 2,38 (m) - - -
11 223 2,22 (m) C-9, C-12 C-8,C-13 H-12
- 2,41 (m) - - -
15 113,7 5,11 (d, J=10,8 Hz) C-14 - H-14
- 521 (d,J= 17,3 Hz) - - -
17 108,7 4,53 (s) - C-7,C-9 -
- 4,86 (s) - - -
CH;
16 20,1 1,80 (s) C-13 C-12 -
19 162 1.18 (s) C-4 C-3,C-5,C-18 -
20 15,1 0,76 (s) C-10 C-5,C-9 -
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4.4. Composition and molluscicidal properties of essential oils from leaves of Xylopia
langsdorffiana A. St. Hil. et Tul. (Annonaceae)

RESUMO

A familia Annonaceae também & caracterizada por apresentar espécies ricas em 6leos
essenciais com algumas utilizadas em perfumaria e cosmetologia. Tem o sesquiterpeno
espatulenol como seu principal marcador. O género Xylopia apresenta espécies cujos
constituintes volateis ja foram bem caracterizados, dentre elas X. aethiopica e X. aromatica.
Algumas atividades farmacoldgicas foram descritas, como por exemplo, citotoxicidade e
antimicrobiana.

A esquistossomose € uma doenga parasitidica, endémica em 74 paises de trés
continentes: América, Africa e Asia, onde algumas centenas de milhdes de individuos estio
expostos ao risco de infeccdo. Existem hoje poucos esforcos por parte da industria
farmacéutica em produzir medicamentos para doencas tropicais, as chamadas doencas
negligenciaveis, por exemplo, a esquistossomose. Partindo desse pressuposto, decidimos
caracterizar quimicamente os constituintes volateis das folhas de X. langsdorffiana e
investigar sua acdo moluscicida frente ao Biomphalaria glabrata, na tentativa de se descobrir
um meio alternativo para prevenir a esquistossomose.

As folhas de X. langsdorffiana (1600 g) foram submetidas a uma hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger obtendo-se 640 mg do 6leo essencial (0,04 %). A analise desse 06leo foi
feita em aparelho de CG e CG-EM.

Desta forma pode-se caracterizar 19 componentes volateis o que corresponde a 91,6%
dos metabdlitos presentes. Os constituintes majoritarios foram o germacreno D (22,9 %), tran-
B-guaieno (22,6 %), B-cariofileno (15,7 %) e a-pineno (7,3 %). O 6leo essencial apresentou
uma CLs, frente ao B. glabrata de 3,72 ug/mL, concentragdo muito inferior a estabelecida
pela Organizacdo Mundial de Salde, que considera uma substancia moluscicida a que
apresentar uma CLs, de até 100 pug/mL. Parte da atividade desse 6leo pode ser atribuida ao a-
pineno. A CLsg dessa substancia isolada foi de 0,49 ppm. Esse é o primeiro relato de
atividade moluscicida de constituintes volateis de espécies do género Xylopia. O

cromatograma feito em CG dos constituintes volateis € mostrado na Figura 74 (pag. 124).
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Composition and molluscicidal properties of essential oils from leaves of Xylopia

langsdorffiana A. ST. HIL. & TUL. (Annonaceae)

Josean F. Tavares, Marianna V. B. Silva, Karine F. Queiroga, Rodrigo M. Martins,
Tania M. S. Silva®, Celso A. Camara, Maria de F. Agra, José M. Barbosa-Filho and
Marcelo S. da Silva
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
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Marcia O. M. Marques
Instituto Agronémico, Centro de P & D Recursos Genéticos Vegetais, Universidade Estadual
de Campinas, Campinas, S&o Paulo
Abstract

The volatile fraction of Xylopia langsdorffiana leaves was analyzed by capillary gas
chromatography-mass spectrometry and tested for molluscicidal activity. With this
methodology 19 different components were identified in the oil. Among them germacrene D
(22.91%), (E)-beta-guaiene (22.59%), (E)-caryophyllene (15.7%), and alpha-pinene (7.3%)
were found to be the major constituents. The essential oil shown significant molluscicidal
activity against Biomphalaria glabrata, with an LCgy value of 5.6 png/mL, which falls below
the threshold of 100 pg/mL, set for potential molluscicide activity by the World Health
Organization.

Key word Index
Xylopia langsdorffiana, Annonaceae, essential oil composition, germacrene D, (E)-beta-

guaiene, (E)-caryophyllene molluscicidal activity
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Introduction

Human schistosomiasis is estimated to affect 200 million people around the world,
causing high levels of morbidity and mortality in 74 countries in tropical and subtropical
areas. Aquatic snails — the intermediate hosts in which asexual reproduction of the parasites
occurs — play a major role in the transmission of the schistosomes that cause the disease. Snail
control strategies are considered a priority in the reduction of such transmission (1).

In Brazil, the worm Schistosoma mansoni is the ethyological agent, and it requires the
aquatic snail Biomphalaria glabrata as the major intermediate host for transmission (2). The
use of molluscicidals, from plant extracts or through synthesis, can form a useful part of an
integrated strategy for schistosomiasis control (3,4). In the search for molluscicidal natural
products, Hostettmann identified several active saponins against the snails that carry
schistosomes and others important parasites (5). In the current decade, several species of
aromatic plants have been found to have significant and potentially useful molluscicidal
activity (6-9).

Apart from the molluscicidal activities, several others biological activities have been
reported, including antimicrobial activities (10-13). These properties are likely due to multiple
components of these complex mixtures and facilitated by their prompt diffusion across cell
membranes. Individual oils may have hundreds of constituents, with terpenes (monoterpenes
and sesquiterpenes) and their oxygenated derivatives as the major components. Other
compounds include phenylpropenes and specific compounds containing sulfur or nitrogen.

Annonaceae is one of the largest Magnoliid families, with ca. 128 genera and 2300
species, mostly pantropical (14). In Brazil, the Annonaceae comprise 26 genera (seven
endemic) and ca. 260 species (Mello-Silva, pers comm.), the majority of them occurring in
forests, with few representatives in open areas. The members of this family play a significant
role in the composition of Brazilian vegetation and represent a subject of great interest. The
Annonaceae is known for their edible fruit and medicinal species (15). The genus Xylopia
contains approximately 150 species (16).

The aim of the present study was to explore the molluscicidal activities of the essential
oil from Xylopia langsdorffiana, using Biomphalaria glabrata as the target snail.

Experimental
Plant material: The leaves of X. langsdorffiana were collected in Brazil, State of Paraiba, at
the town of Cruz do Espirito Santo, on July 2002. Voucher specimens (Agra 5541) were

deposited at the Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), Universidade Federal da Paraiba.
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Oil isolation: The fresh leaves of X. langsdorffiana (1600g) were subjected to steam

distillation in a Cleavenger-type apparatus for 8h yielding 640 mg of the oil (0.04%).

GC: GC analysis was performed in a Shimadzu GC-17A chromatograph equipped with a
Shimadzu GC 10 software, using a fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm, coated
with DB-5/J & W Scientific 25 pum film thickness) and helium as carrier gas. The temperature
programming was 60°-240°C at 1°C/min. The FID injector and detector temperatures were
240°C and 230°C, respectively. The percentage compositions were obtained from electronic
integration measurements using flame ionization detection without taking into account

response factors.

GC/MS: Analyses were carried out in a capillary GC-quadrupole MS system (QP 5000)
operating at 70 eV in the same conditions as describe above. The identification of the
compounds was performed by comparison of retention indices (determined relative to the
retention times of a series of n-alkanes) and mass spectra with those of authentic samples.
Molluscicidal test: The bioassay was carried out as described by Silva et al. (3,4) by
dissolving the sample first in dimethyl sulfoxide (DMSO) and then adding dechlorinated
water, to give a 0.1% solution in DMSO. For the preliminary bio-assays, each stock solution
(100ug/mL) was left undiluted or further diluted with dechlorinated water to give test
solutions containing 100, 50, and 10 pg/mL. Subsequently, five different test solutions,
ranging in concentration from 1 to 10 ug/mL, were prepared. For the assay, 10 adult snails
(measuring 8-12 mm diameter) were exposed to 250 mL test solution in a glass beaker, for 48
h at room temperature. After 48 h of exposure, each test solution was replaced with
dechlorinated water. Snail mortality was then recorded over the following 48 h, and compared
with the positive controls (with cupric carbonate at 50 pg/ml) and negative controls (with
extract-free dechlorinated water containing the same amount of DMSO as the stock
solutions). The assay was run in duplicate. The concentrations that kill 90% (LCg), 50%
(LCsp) and10%(LCyp) of the exposed snails (that would have survived in the negative-control
cultures) was estimated by probit analysis, using the Origin 6.0 software package (Microcal
Software, Northampton, MA).
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Results and Discussion

The species of Xylopia genus produce a wide variety of metabolites including
alkaloids, amides, lignoids, acetogenins and terpenoids (17-22).

The chemical analysis of the volatile fraction from Xylopia langsdorffiana leaves
showed the presence of 19 components (91.58%), consisting mainly of germacrene D (22.91
%), (E)-beta-guaiene (22.59 %), (E)-caryophyllene (15.71 %), alpha-pinene (7.30 %) and
many oxygenated sesquiterpenes (Table 1).

Several oils obtained from Xylopia species were previously investigated, mainly
isolated from fruits (23-30). The major components reported were monoterpenes and
sesquiterpenes in all cases.

The essential oil from X. langsdorffiana leaves exhibited potent molluscicidal activity
with LC10=1.83, LC5=3.72 and LCgp=5.61 pg/mL, respectively. This activity may bee
attributed in part to alpha-pinene (LCs0=0.49 ppm) and beta-pinene (LCs,=0.54 ppm) with
established molluscicidal activity (6).

Some others essential oils from Xylopia spp showed biological activities as the one
essential oil from the fruits of Xylopia aethiopica with activity demonstrated against four
microorganisms and cytotoxicity to carcinoma cells (Hep-2 cell line) (27). The essential oil
from Xylopia phloiodora stem bark was active against Plasmodium falciparium, and the
essential oil from X. pynaertii, X. sericea root bark, X. frutescens stem bark exhibited
moderate bacteriostatic and fungistatc activities (23). This is, however, the first report of
molluscidal activity for the essential oil from Xylopia genus.

Thus, our data suggest that this oil offer new possibilities for molluscicidal
chemotherapy. Although essential oils are often difficult to study and also to utilize as drugs,
they may offer a unique means of discovering new effective molluscicidal drugs from plants
with medicinal uses in endemic countries. An important effort will have to be implemented to
identify the active components of essential oils with molluscicidal activity. These findings
may have important implications for the use of natural products to fight schistosomiasis.
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Table 1. Chemical composition of Xylopia langsdorffiana leaves essential oil (GC-MS)

N° Rt (min) Compound RI? Area%
1 5,92 alpha-pinene 931 7,30
2 6,33 Camphene 946 1,30
3 7,15 beta-pinene 974 2,77
4 8,87 Limonene 1025 2,04
5 9,16 (2)-beta-ocimene 1033 1,78
6 9,56 (E)-beta-ocimene 1044 0,99
7 22,02 Delta-elemene 1336 1,69
8 23,70 alpha-copaene 1374 1,39
9 25,58 (E)-caryophyllene 1418 15,71

10 26,39 aromadendrene 1439 0,67

11 26,99 alpha-humulene 1451 1,19

12 27,99 Gama-gurjunene 1473 0,78

15 28,19 Germacrene D 1480 2291

16 28,85 (E)-beta-guaiene 1498 22,59

20 29,53 Gama-cadinene 1511 0,57

21 29,91 Delta-cadinene 1521 2,01

22 31,27 Germacrene B 1554 4,07

23 32,01 espathulenol 1573 0,69

26 34,57 epi-alpha-cadinol 1637 1,13

%(Retention indices=Kovats indices); components were identified based on RI and GC-MS
and listed according to their order of elution on DB-5/J (30m); %=percent peak area of

essential oil constituents.

15318693

10 15 20 25 ao 3as 40 a5 50

FIGURA 74: Cromatograma dos constituintes volateis das folhas de X. langsdorffiana
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4.5. Alkaloids and Volatile Constituents from the stem of Fusaea longifolia (Aubl.) Saff.

(Annonaceae)

RESUMO

A familia Annonaceae ¢ caracterizada pela presenca de alcaloides. Cerca de 170
alcaldides, dentre eles os do tipo isoquinolinico, protoberberinico e aporfinico ja foram
isolados em diferentes espécies dessa familia. O género Fusaea possui quatro espécies e
apenas um estudo fitoquimico foi relatado na literatura. Como o grupo ja vinha trabalhando
com outras espécies de Annonaceae na tentativa de se isolar alcaldides bioativos, decidiu-se
investigar fitoquimicamente Fusaea longifolia e fazer uma caracterizagdo dos seus
constituintes volateis.

Fusaea longifolia foi coletada em Belém-PA em uma parceria do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica ¢ o Museu Emilio Goeldi. O caule foi submetido a uma marcha
classica acido/ base para isolamento de alcaloides. A fragdo resultante foi cromatografada
com alumina e eluida com hexano, cloroférmio e metanol em gradiente crescente de
polaridade obtendo-se as substincias (1) e (2). Outra parte do material foi submetido a uma
hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger para extragdo de dleos essenciais.

Apos analise dos dados de RMN 'H e >C e comparacio com a literatura concluiu-se
que a substancia (1) era o alcaldide estefolidina, sendo este o primeiro relato no género
Fusaea e a substancia (2) o alcaléide O-metilmoscatolina, relatado pela primeira vez nessa
espécie e conhecido por suas propriedades antifingicas.

A anélise do 6leo essencial por CG e CG-EM revelou que a maioria dos componentes
eram sesquiterpenos dentre eles: a-cadinol (12,5 %), espatulenol (12,0 %), o-elemeno (4,2 %),
B-elemeno (3,8 %), germacreno D (3,7 %) e Germacreno B (2,9 %).

Os resultados confirmam Fusaea longifolia como uma espécie tipica da familia
Annonaceae com a presenca de alcaldides isoquinolinicos € o sesquiterpeno espatulenol nos
constituintes  volateis. Portanto trata-se de um estudo de grande importancia
quimiotaxondmica para um género ainda pouco explorado tanto fitoquimico quanto
farmacologicamente. Os espectros dos alcaldides sdo mostrados nas Figuras de 75 a 81, (pag.

133 a 139).
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Alcaloides e constituintes volateis do caule de Fusaea longifolia (Aubl.) Saff.
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RESUMO

O estudo fitoquimico do extrato em etanol do caule de Fusaea longifolia (Aubl.) Saff.
(Annonaceae) e a extragao por destilacdo em aparelho de Clevenger dos constituintes volateis
resultou no isolamento dos alcaldides estefolidina e O-metilmoscatolina, ambos relatados pela
primeira vez nesta espécie e estefolidina no género, e na identificagdo, através de CG e CG-
EM, dos sesquiterpendides o-cadinol (12,5%) e espatulenol (12,0%) como componentes

majoritarios. As estruturas dos alcaloides foram identificadas com base na analise dos dados

de RMN.
Unitermos: Fusaea longifolia, Annonaceae, alcaloides, constituintes volateis.

ABSTRACT: Alkaloids and volatile constituents from the stem of Fusaea longifolia
(Aubl.) Saff. (Annonaceae). A phytochemical study was accomplished with the ethanolic
extract of Fusaea longifolia (Aubl.) Saff. (Annonaceae). The extraction of the volatile
compounds was performed by means of Clevenger apparatus yielding O-methylmoschatoline,
isolated for the first time in this species, and stepholidine, reported for the first time in genus
Fusaea. Through GC and GC-MS, two sesquiterpenoids, a-cadinol (12,5%) and espatulenol
(12,0%) were identified as major constituents. The structural identification of the alkaloids

was made based on the analysis of NMR spectra.

Key words: Fusaea longifolia, Annonaceae, alkaloids, volatile constituents.
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INTRODUCAO

A familia Annonaceae, catalogada por Jussieu em 1789 (Hutchinson, 1973), apresenta
2.300 espécies distribuidas em aproximadamente 130 géneros pantropicais (Maas et al.,
2001). As plantas dessa familia sd3o arboreas, sendo as trepadeiras também muito freqiientes
(Hegnauer, 1964). Além de seus frutos serem na maioria comestiveis sao também muito
usados na medicina popular (Correa, 1984, p. 315).

Cerca de 170 alcaldides dos tipos isoquinolinicos, protoberberinicos, aporfinicos e
outros foram isolados em diferentes géneros de Annonaceae (Leboeuf et al., 1982). Do género
Fusaea, composto por quatro espécies de ocorréncia freqiiente na regido amazodnica
(Brummitt, 1992), foram isolados alcaldides dos tipos aporfinico e oxoaporfinico. A espécie
Fusaea longifolia (sinonimia: Annona longifolia Aubl., A. rhombipetala Ruiz & Pav. Ex G.
Don, Duguetia longifolia (Aubl.) Baill., Fusaea decurrens R. E. Fr.), conhecida popularmente
como “envira”, “envireira” ¢ um arbusto ou arvore de pequeno porte distribuida nos estados
do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso e Pard (Chatrou, 1998). Estudo
fitoquimico prévio com esta espécie revelou a ocorréncia de uma mistura constituida por [3-
sitosterol e estigmasterol e dos alcaldides fuseina e liriodenina (Braz-Filho et al., 1976). No
presente trabalho reportamos o isolamento dos alcaloides estefolidina (1) e O-

metilmoscatolina (2), bem como a analise quimica do 6leo essencial do caule dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal
O material botanico foi coletado na reserva Mocambo em Belém, estado do Para, em
Agosto de 2002. Foi identificado por Jorge Oliveira, do Museu Paraense Emilio Goeldi. Uma

exsicata encontra-se depositada no Herbario (MPEG) em Belém, Para, Brasil sob n® 165435.

Extracio e isolamento dos alcaléides

O caule foi dessecado em estufa com ar circulante a temperatura de 40 °C durante 3
dias. Apds secagem, foi pulverizado em moinho mecanico obtendo-se 1800 g de po. Este foi
umidificado com hidroxido de amonia a 5% e submetido a maceragdo com etanol a 95%
durante 72 horas. A solucdo extrativa foi concentrada em rotavapor sob pressao reduzida e a

uma temperatura de 45 °C obtendo-se 200 g do extrato bruto em etanol (EEB). Este foi
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tratado, sob agitacdo mecanica, com solugdo de acido cloridrico a 3% e filtrado em celite para
fornecer um precipitado que foi descartado e uma solucao acida (SA). A SA foi alcalinizada
com hidréxido de amonio (a pH 9-10) e extraida com cloroféormio até reacdo negativa com o
reagente de Dragendorff. A fase em cloroféormio, depois de concentrada sob pressao reduzida,
forneceu um residuo pesando 2,0 g que foi denominado de Fracao dos Alcaldides Terciarios
Totais (FAT). A FAT foi fracionada em coluna de alumina utilizando-se como eluentes
hexano, cloroférmio e metanol puros ou em misturas bindrias em grau crescente de polaridade
obtendo-se os alcaldides estefolidina (0,00034%) (1) e O-metilmoscatolina (0,00080%) (2)
(FIGURA 1).

Obtencao e analise do dleo essencial

O oleo essencial do caule foi obtido por destilagdio em aparelho de Clevenger
(Andrade et al., 2003), e em seguida analisado por CG e CG-EM. Os componentes volateis
foram identificados de acordo com seus indices de retencdo (Kovats index) e espectros de

massas em compara¢do com o banco de dados da system library (Adams, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se no espectro de RMN BC —APT (50 MHz) em CDCl; de estefolidina um
total de 19 sinais que permitiram reconhecer o padrdo de hidrogenacdo correspondente a cada
atomo de carbono (8 nao hidrogenados, 4 metilénicos, 5 metinicos e 2 metoxilicos). Estes
dados sugerem esqueleto carbonico de alcaldides tetrahidroprotoberberinico. No espectro de
RMN 'H (200 MHz) em CDCl; observou-se um sinal em 84,20 compativel com o hidrogénio
H-8 equatorial deste tipo de alcaldides. Esses dados comparados com os da literatura
(Brakuni; Gupta, 1975) permitiram propor a estrutura da estefolidina, a qual estd sendo
relatada pela primeira vez no género Fusaea. Todos os dados de RMN 'H ¢ "C de
estefolidina estdo sumarizados na Tabela 1.

Observou-se no espectro de RMN "“C-APT (50 MHz) em CDCl; de O-
metilmoscatolina um total de 19 sinais. Destes, 9 foram atribuidos a carbonos nio
hidrogenados, 6 a carbonos metinicos, 3 a carbonos metoxilicos e um sinal em o6 182,4
atribuido a carbono carbonilico. Esses dados estdo compativeis com alcaldides oxoaporfinico.
No espectro de RMN 'H (200 MHz) em CDCl; obsevou-se um sinal em & 9,12, compativel

com o H-11 desse tipo de alcaldide. Esses dados em comparacdo com os da literatura
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(Harrigan et al., 1994) permitiram propor a estrutura da O-metilmoscatolina, a qual esta sendo
relatada pela primeira vez em F. longifolia. Os dados de RMN 'H e C de O-
metilmoscatolina estdo sumarizados na Tabela 1.

A analise do 6leo essencial, através de CG-EM, revelou como principais componentes
sesquiterpenddes: [o-cadinol (12,5%), espatulenol (12,0%), d-elemeno (4,2%), P-elemeno
(3,8%), germacreno D (3,7%) e germacreno B (2,9%)].

Os resultados confirmam que Fusaea longifolia é uma espécie tipica da familia
Annonaceae (Jumana et al., 2000) e sdo de grande importancia quimiotaxonomica para o
género Fusaea, pois ¢ a primeira vez que o alcaloide estefolidina estd sendo relatado no

mesmo.
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Tabela 1. Dados de RMN ('H: 200 MHz; *C: 50 MHz, CDCl;, 8) dos alcaloides 1 e 2

Substancias
Carbonos ocl oc?2 oul Oon 2
C
1 - 156,6 - -
2 145,0 147,5 - -
3 143,8 148.6 - -
3a - 131,3 - -
4a 130,5 - - -
6a - 145,7 - -
7 - 182.4 - -
7a - 131,6 - -
8a 128,1 - - -
9 1414 - - -
10 143,9 - - -
lla - 134,7 - -
11b - 115,9 - -
l1c - 123,0 - -
12a 121,1 - - -
13b 126,0 - - -
CH
1 110,5 - 6,80 (S) -
4 1114 119,3 6,57 (s) 8,21 (d,J=5,2 Hz)
5 - 144,8 - 8,99 (d, J=5,2 Hz)
8 - 129,1 - 8,56 (dd, J=17,7; 1,6 Hz)
9 - 128.4 - 7,55 (dt, J=7.,7; 0,8 Hz)
10 - 134,5 - 7,76 (dt, J=7.7; 2,8 Hz)
11 108,9 127,8 6,70 (d, J = 8,4 Hz) 9,12 (dd, J=17,7; 0,6 Hz)
12 119,3 - 6,62 (d, J=28,4 Hz) -
13a 59,1 - 3,25 (m) -
CH,
5 29,1 - 3,15; 2,58 (m) -
6 51,5 - 3,17; 2,65 (m) -
8 53,5 - 4,20; 3,48 (d, J=15,6 Hz) -
13 36,2 - 3,47; 2,57 (m) -
OCH;
1 - 61,2 - 4,02 (s)
2 - 61,6 - 4,09 (s)
3 56,1 62,0 3,85 (s) 4,12 (s)
9 55,0 - 3,84 (S) -
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OUTROS CONSTITUINTES QUIMICOS DE XYLOPIA
LANGSDORFFIANA ST-Hil. & TUL.
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4.6. Outros Constituintes Quimicos de Xylopia langsdorffiana

RESUMO

Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul é conhecida popularmente como pimenteira-da-
terra. Pertence a familia Annonaceae que é constituida por 2.300 espécies e 130 géneros com
distribuicdo pantropical. Dessa espécie ja foram isolados alcaldides e diterpenos. Neste
trabalho reportamos o isolamento e identificagdo estrutural do 13b (S)-hidroxi-17c-
etoxifeoforbideo, um feoforbideo que esté sendo relatado pela primeira vez no reino vegetal, 0
flavonoide glicosilado quercetina 3-O-a.-L-raminosideo e o beta sitosterol glicosilado (ambos
relatados pela primeira vez na espécie).

Dando continuidade ao fracionamento do extrato hexanico, este foi cromatografado
em coluna de silica gel utilizando-se como fase mével hexano:AcOEt e AcOEt:MeOH em
gradiente crescente de polaridade fornecendo 98 fracGes de 125mL cada. Estas fracGes foram
reunidas apds analise usual por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).

O grupo de fragdes 08-27 foi recromatografado da mesma forma fornecendo a
substancia (1). Ap6s anélise dos dados espectroscopicos de RMN 'H e '*C uni e
bidimensionais, IV e EM foi possivel identificar 1 como sendo 13b (S)-hidroxi-17c-
etoxifeoforbideo, relatado pela primeira vez em uma esponja do género Dysidea, sendo este 0
primeiro relato como produto de planta. Os dados de RMN *H e *C uni e bidimensionais
dessa substancia estdo compilados na Tabela 4 (pag. 152) e os espectros sdo mostrados nas
figuras de 82 a 91 (pags. 127 a 133). A fragdo cloroférmica foi cromatografada em coluna de
silica gel utilizando-se como fase mdvel hexano, ACOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade fornecendo 95 fracGes de 125mL cada. Estas fragbes foram reunidas apds analise
usual por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC). O grupo de fragdes 19-24
apresentou um precipitado que, apds recristalizacdo com metanol a quente, forneceu a
substancia 2. O grupo de fracdes 58-60 foi submetido a uma filtracdo em gel de Sephadex
LH-20, utilizando-se uma mistura de CHCI3-MeOH (1:1), obtendo-se 10 fracGes de 5mL
cada. A fracdo 5 apresentou precipitado que, ap6és lavagem com cloroférmio, forneceu a
substancia 3. Ap6s analise dos dados espectroscopicos de RMN 'H e *C uni e
bidimensionais foi possivel identificar 2 como sendo o sitosterol-3-O-B-D-glicosideo e 3 0
flavonoide Quercetina-3-O-a-L-raminosideo. Os dados de RMN 'H e *C de 3 estdo
compilados na Tabela 5 (pag. 165). Os espectros das trés substancias sdao mostrados nas
Figuras de 82 a 103 (pags. de 142 a 158 e 159 a 164).
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Tabela 4: Dados de RMN *H e *C do 13b (S)-hidroxi-17c-etoxifeoforbideo em CDCl; a 500

e 125 MHz, respectivamente e comparacgdo com a literatura

CHy (l:;;'z\o e
17e

13b (S)-hidroxi-17c-etoxifaeoforbideo, MO0-1/ CDCl3/ JIN et al., 2005

N° Su Sc Su Sc

1 - 1423 1448
2 - 132,0 131,9
2a 3,44 (s) 12,3 3,45 (s) 12,5
3 - 136,5 137,3
3a 8,00 (dd, 17,7,11,4) 1292 8,06 (dd, 17,5, 11,5)  129,4
3b1 6,30 (dl, 17,7) 123,1 6,31 (dl, 17,5) 123,8
3b2 6,19 (dl, 11,4) 6,20 (dl, 11,5)

4 - 136,6 137,2
5 9,46 (5) 98,1 9,51 (5) 98,4
6 - 155,0 155,6
7 - 136,6 137,2
7a 3,24 (s) 11,4 3,30 (s) 11,7
8 - 145,3 1454
8a 3,72(q,7,2) 19,7 3,72 (m) 20,0
8b 1,70 (t, 7,7) 17,6 1,71 (t, 7,5) 17,7
9 - 150,1 151,9
10 9,61 (s) 104,4 9,65 (s) 104,8
11 - 138,0 138,4
12 - 129.8 129,4
12a 3,63 (s) 12,6 3,66 (s) 12,8
13 - 127,2 1271
13a - 192,2 192,2
13b - 89,2 89,5
13c - 172,7 173,9
13d 3,74 (s) 53,6 3,76 (s) 53,9
14 - 150,1 150,0
15 - 104,4 104,9
16 - 162,8 163,1
17 4,18 (m) 52,0 4,16 (m) 52,5
17a 2,29 (m) 31,8 2,29 (m) 31,6
17b 2,94, 2,53 (m) 31,3 2,92, 2,52 (m) 32,0
17¢ - 173,8 173,9
17d 4,11 (q, 7,2) 60,7 4,10 (q, 7,0) 63,3
17e 1,16 (t, 7,2) 14,3 1,14 (t, 7,0) 14,5
18 4,52 (m) 50,5 4,50 (m) 50,9
18a 1,62 (d, 7,2) 22,9 1,63 (d, 7,0) 23,1
19 - 173,0 173,3
20 8,66 (s) 94,0 8,66 (s) 95,1

130-OH 5,56 (sl) 5,55 (sl)
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FIGURA 99: Expansio do espectro de BMIT de 1H da Quercetina-3-O-c-L-raminosides naregio de 5.4 a 7.8.4 ppm (CD, 0D, 200 MH=)
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Tabela 5: Dados de RMN *H e *3C da Quercetina 3-O-a--L-raminosideo em CD3;OD obtidos a

200 e 50 MHz, respectivamente e comparacdo com a literatura

Quercetina 3-0-aL-rhaminosideo  MO0-1/ CD;0D/ BELTRAME et al. 2001

Y 8c Y 8c
2 - 159,2 158,8
3 - 136,2 136,4
4 - 179,6 179.9
5 - 163,2 1635
6  618(d J=18Hz) 99,7 6,27 (d, J = 1,8 Hz) 99,9
7 - 165,8 166,1
8  635(d,J=18Hz) 94,6 6,48 (d, J = 1,8 Hz) 94,8
9 - 158,5 158,0
10 - 105,8 106,0
1’ - 122,9 123,1
2 750(d,J=22Hz) 119,9 7,50 (d, J = 2,4 Hz) 117,0
3 - 146,4 1446
4 - 149,7 150,0
5  6,93(d,J=84Hz) 116,3 6,99 (d, J = 8,4 Hz) 116,5
6  7,32(dd,J=84;20Hz) 1228 7,39 (dd, J = 8,4; 1,0 Hz) 123,1
1" 532(d,J=15Hz) 1035 5,51 (d, J = 1,5 Hz) 103,7
2 421(dd,J=33;80Hz) 71,8 4,21 (dd, J = 3,3; 8,0 Hz) 72,1
3" 373(dd,J=90;30Hz) 720 3,73 (dd, J = 9,0; 3,0 Hz) 72,2
47 3,35(m) 732 3,35 (m) 73,3
57 3,42 (m) 71,8 3,42 (m) 72,0

6’  0,94(d,J=56Hz) 18,2 0,91 (d, J = 1,5 Hz) 17,6
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4.7. Atividade Moluscicida de Diterpenos Isolados de Xylopia langsdorffiana

RESUMO

Continuando nossas pesquisas buscando moléculas bioativas, avaliamos a atividade
moluscicida de trés diterpenos isolados de Xylopia langsdorffiana o acido 8(17),12E,14-
labdatrien-18-0ico (1), o &cido ent -7a-acetoxytrachyloban-18-6ico (2) e o xylodiol (3), com
a perspectiva de se encontrar 0 método mais adequado e efetivo de controle dos caramujos,
potencias transmissores da esquistossomose. O bioensaio foi realizado como descrito por
Santos et al., (2000). Iniciou-se com a dissolucdo da amostra em dimetilsulfoxido (DMSO) e
entdo adicdo de agua desclorada, obtendo-se uma solugdo 0,1% de DMSO. Dez caramujos
foram imersos em um Becker, contendo 250 mL da solugdo moluscicida em quatro
concentracOes apropriadas. Cada concentracao teste foi realizada em duplicata. Os caramujos
ficaram expostos ao potente moluscicida por 24 horas a temperatura ambiente e sob condigdes
normais de luminosidade. Apds 24 horas, a solucdo decantou; os caramujos foram lavados
com agua e alimentados com alface. Os caramujos testados permaneceram em agua por mais
24 horas, e no final deste periodo foram examinados para avaliagdo da mortalidade. Foram
considerados mortos aqueles com auséncia de movimentos, de resposta a presenca de
alimento, ou se apresentavam com descoloracdo. Para verificar a susceptibilidade dos
caramujos, dois grupos controle foram usados: um com carbonato cuprico a 50 ppm e outro
contendo &gua desclorada 0,1% de DMSO. Os dados coletados foram computadorizados, e 0s
valores de CL-10, CL-50, e CL-90 determinados pelo método estatistico de probitos.

Os trés diterpenos avaliados mostraram-se como excelentes moluscicidas, haja vista
gue a CL-50 de todos foi bem abaixo da preconizada pela Organizacdo Mundial de Salude que
¢ de 50 pg/mL, portanto as trés substancias testadas surgem como alternativa viavel na
profilaxia da equistossomose, uma doenca que acomete milhares de pessoas principalmente
em paises de terceiro mundo. Os dados com as CL-10, CL-50 e CL-90 estdo compilados na
Tabela 6 (pag. 168).
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Tabela 6: Atividade moluscicida de diterpenos isolados de Xylopia langsdorffiana em

adultos de B.glabrata (10 caramujos por concentracdo), sob condi¢cdes laboratoriais e apds

24h de exposicdo, pH 6,7.

Substancias Concentracéao Mortalidade CLyp CLso CLg
(ppm) (%) (ppm) (ppm) (ppm)
2 25 91,67 12,52 18,95 25,38
20 54,05
15 18,18
10 0
3 20 100 11,08 14,93 18,79
15 58,33
12 13,33
10 0
1 10 100 1,94 4,45 6,97
5 71,43
3 26,67
2 4,76
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5. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS

5.1. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do acido 13-epicupressico

FM. CyH3,05 PM. 320 uma

P.F. 137-138°C Aspecto. Cristais brancos

Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia na regiao do IV (KBr, cm'l). 3405, 3082, 2980, 1702, 1266, 1177, 920.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls). 1,44; 1,35 (m, 2H-1), 1,56; 1,30 (m, 2H-2),
1,62; 0,92 (m, 2H-3), 1,82 (m, H-5), 1,42; 1,38 (m, 2H-6), 1,98; 2,30 (m, 2H-7), 1,60 (m, H-
9), 1,36; 1,40 (m, 2H-11), 1,35; 1,70 (m, 2H-12), 5,89 (dd, J = 17,4; 10,8 Hz, H-14), 5,21 (dd,
J=174; 1,2 Hz, 1H-15), 5,11 (dd, J = 10,8; 1,2 Hz, 1H-15), 1,25 (s, 3H-16), 4,86 (sl, 1H-17),
4,53 (sl, 1H-17), 1,11 (s, 3H-19), 0,67 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN B3¢ (125 MHz, CDCl;). 47,4 (C, C-4), 147,9 (C, C-8), 39,0 (C, C-
10), 73,0 (C, C-13), 184,7 (C, C-18), 49,5 (CH, C-5), 57,0 (CH, C-9), 144,9 (CH, C-14), 37,8
(CH,, C-1), 18,4 (CH,, C-2), 37,0 (CH,, C-3), 26,8 (CH,, C-6), 37,9 (CH,, C-7), 17,6 (CH_,
C-11), 41,1 (CHg, C-12), 111,7 (CHa, C-15), 107,0 (CH,, C-17), 28,1 (CH3, C-16), 16,2 (CHs,
C-19), 14,6 (CHs, C-20).
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5.2. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do acido ent-atisan-16a-ol-18-dico

FM. CyH3,05 PM. 320 uma

P.F. 200-201°C Aspecto. Cristais brancos

Solubilidade. Metanol

Espectroscopia na regidio do IV (KBr, ecm™). 3378, 2932, 1693, 1179.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CD;OD). 1,33; 1,18 (m, 2H-1), 166; 1,50 (m, 2H-
2), 1,65; 0,94 (m, 2H-3), 1,32 (m, H-5), 1,45; 1,07 (m, 2H-6), 1,76; 1,63 (m, 2H-7), 1,71 (m,
H-9), 1,69: 1,66 (m, 2H-11), 1,52 (m, H-12), 2,07; 1,19 (m, 2H-13), 1,86: 0,82 (m, 2H-14),
1,32; 1,22 (m, 2H-15), 1,16 (s, 3H-17), 1,26 (s, 3H-19), 1,03 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CD;0D). 46,8 (C, C-4), 33,5 (C, C-8), 36,7 (C, C-
10), 71,1 (C, C-16), 181,4 (C, C-18), 50,5 (CH, C-5), 51,3 (CH, C-9), 37,3 (CH, C-12), 38,9
(CHj, C-1), 16,9 (CHa, C-2), 38,4 (CH,, C-3), 21,1 (CHa, C-6), 36,8 (CH,, C-7), 22,8 (CH,
C-11), 23,5 (CHz, C-13), 26,9 (CH,, C-14),56,7 (CH,, C-15), 15,7 (CH3, C-17), 29,2 (CHs, C-
19), 13,5 (CH3, C-20).
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5.3. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do acido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-

oico

OCOCHj3
HOOC
FM. Cy,H3,04 PM. 360,2309 uma
P.F. 230-233 °C Aspecto. Cristais brancos

Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™). 3200, 1725, 1700.

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCls). 0,90; 1,55 (m, 2H-1), 1,45; 1,55 (m, 2H-2),
1,65; 1,70 (m, 2H-3), 2,18 (d, J = 4,5 Hz, H-5), 1,40; 1,60 (m, 2H-6), 4,65 (tl, H-7), 1,60 (m,
H-9), 1,70; 1,90 (m, 2H-11), 0,64 (m, H-12), 0,90 (m, H-13), 1,45; 1,95 (m, 2H-14), 1,35;
1,55 (m, 2H-15), 1,18 (s, 3H-17), 1,15 (s, 3H-19), 1,01 (s, 3H-20), 2,06 (s, COMe)

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCls). 46,9 (C, C-4), 44,5 (C, C-8), 37,9 (C, C-
10), 23,3 (C, C-16), 185,1 (C, C-18), 42,8 (CH, C-5), 78,9 (CH, C-7), 48,9 (CH, C-9), 20,7
(CH, C-12), 24,2 (CH, C-13), 38,6 (CH,, C-1), 17,6 (CH,, C-2), 37,2 (CH,, C-3), 27,8 (CH,,
C-6), 19,5 (CH,, C-11), 32,8 (CH,, C-14), 45,5 (CH,, C-15), 20,7 (CHs, C-17), 16,4 (CHs, C-
19), 15,2 (CHs, C-20), 171,4 (COMe), 21,6 (COMe).
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5.3.1. Principais fragmentacées do acido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-dico

COOH

m/z = 360

i\* H3CCOOH

- COOH

m/z = 255 m/z = 300

.0,
gt

@
m/z = 185

m/z = 131 m/z = 157

lk,D

@

m/z = 105
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5.4. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do acido ent-7a-hidroxitrachyloban-18-

oico

C‘)H
HOOC
FM. CyH3003 PM. 318,2129 uma
P.F. 130-134 °C Aspecto. Cristais brancos

Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™). 3500, 3150, 1695, 1232.

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCls). 0,93; 1,55 (m, 2H-1), 1,52; 1,62 (m, 2H-2),
1,65; 1,75 (m, 2H-3), 2,23 (d, J = 4,6 Hz, H-5), 1,36; 1,76 (m, 2H-6), 3,60 (tl, H-7), 1,52 (m,
H-9), 1,69; 1,64 (m, 2H-11), 0,64 (m, H-12), 1,11 (m, H-13), 1,39; 1,99 (m, 2H-14), 1,32;
1,49 (m, 2H-15), 1,20 (s, 3H-17), 1,23 (s, 3H-19), 1,02 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCly). 45,7 (C, C-4), 44,5 (C, C-8), 37,9 (C, C-
10), 23,3 (C, C-16), 184,3 (C, C-18), 42,1 (CH, C-5), 76,0 (CH, C-7), 48,0 (CH, C-9), 20,7
(CH, C-12), 24,1 (CH, C-13), 38,6 (CH,, C-1), 17,5 (CH,, C-2), 37,0 (CH,, C-3), 30,8 (CH,
C-6), 19,5 (CH,, C-11), 33,1 (CH,, C-14), 45,5 (CH,, C-15), 20,9 (CHs, C-17), 16,6 (CHs, C-
19), 15,3 (CH3, C-20).
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5.4.1. Principais fragmentacoes do acido ent-7a-hidroxitrachyloban-18-dico

COCOH

m/z = 318

m/z = 285

m/z = 255 m/z = 300

\&, Y lk, Q;OH lx,

T

]

4

\ ® m/z = 146
m/z =185
s /
j T
m/z =118

a
@

m/z = 131 miz = 157

lx,D

@

m/z = 105
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5.5. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do Xylodiol

FM. CxH340- PM. 306.2017 uma

P.F. 108-111 °C Aspecto. Cristais brancos
Solubilidade.Cloroférmio

Espectroscopia na regiao do IV (KBr, cm'l). 3372, 3325, 2985, 1130.

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCl;). 1,45; 1,25 (m, 2H-1), 1,68; 1,45 (m, 2H-2),
1,66; 0,94 (m, 2H-3), 1,42 (m, H-5), 1,71; 1,67 (m, 2H-6), 3,43 (tl, H-7), 1,59 (m, H-9), 1,77,
1,53 (m, 2H-11), 1,63 (m, H-12), 2,02; 1,19 (m, 2H-13), 1,70; 0,99 (m, 2H-14), 1,78; 1,30 (m,
2H-15), 1,35 (s, 3H-17), 0,91 (s, 3H-18), 0,86 (s, 3H-19) 0,99 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN B3¢ (125 MHz, CDCl;). 37,7 (C, C-4), 32,5 (C, C-8), 37,3 (C, C-
10), 72,2 (C, C-16) 47,3 (CH, C-5), 73,8 (CH, C-7), 46,0 (CH, C-9), 38,1 (CH, C-12), 42,0
(CH,, C-1), 18,1 (CH,, C-2), 39,1 (CH,, C-3), 26,8 (CH,, C-6), 22,4 (CH,, C-11), 23,5 (CH_,
C-13), 26,7 (CHy, C-14), 51,3 (CH,, C-15), 30,5 (CHs;, C-17), 33,1 (CHs, C-18), 21,6 (CHs,
C-19), 13,4 (CH;-20).
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5.5.1. Principais fragmentacées do Xylodiol

m/z =270 m/z = 288

l\_/ CoHg

m/z = 230
0

—‘f X

m/z = 164 m/z = 123

m/z = 255



T TAVARES, J F. RESULTADOS E DISCUSSA0 178

5.6. Constantes fisicas e dados espectroscopicos do acido 8(17)12E-14-labdatrien-18-6ico

13 \ .
16 HOOC AN
2 / 17
/

FM. CxH250- PM. 302 uma

P.F. 125-130 °C Aspecto. Cristais brancos
Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia na regiao do IV (KBr, cm'l). 3083, 2934, 2870, 1692, 1643, 1276, 901.

Espectroscopia de RMN ' (500 MHz, CDCl;). 1,24; 1,86 (m, 2H-1), 1,64, (m, 2H-2),
1,65, (d, 2H-3), 2,01 (dd, J = 12,4; 2,7 Hz, H-5), 1,40; 1,50 (m, 2H-6), 2,11; 2,38 (m, 2H-7),
1,82 (sl, H-9), 2,22; 2,41 (m, 2H-11), 5,33 (t, H-12), 6,81 (dd, J = 17,2; 10,8 Hz, H-14), 5,11
(d, J =10,8; 1H-15), 5,21 (d, J = 17,2 Hz, 1H-15), 1,80 (s, 3H-16), 4,86 (sl, 1H-17), 4,53 (sl,
1H-17), 1,18 (s, 3H-19), 0,76 (s, 3H-20).

Espectroscopia de RMN B3¢ (125 MHz, CDCl;). 47,5 (C, C-4), 147,6 (C, C-8), 38,8 (C, C-
10), 131,6 (C, C-13), 185,8 (C, C-18), 49,7 (CH, C-5), 57,7 (CH, C-9), 131,7 (CH, C-12),
134,2 (CH, C-14), 38,5 (CH,, C-1), 18,8 (CH,, C-2), 37,5 (CH,, C-3), 27,0 (CH,, C-6), 38,0
(CH,, C-7), 22,3 (CH,, C-11), 113,7 (CH,, C-15), 108,7 (CH,, C-17), 20,1 (CH3, C-16), 16,2
(CHj3, C-19), 15,1 (CHjs, C-20).

Espectrometria de massas (EI) m/z: 119, 122, 147, 159, 161, 176, 242, 257, 287, 302
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5.7. Constantes fisicas e dados espectroscopicos de estefolidina

FM. C19H>1NO4 PM. 327 uma
P.F. °C Aspecto. P6 amorfo
Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia de RMN "H (200 MHz, CDCl;). 6,80 (s, H-1), 6,57, (s, H-4), 6,70, (d, J =
8,4 Hz H-11), 6,72 (d, J = 8,4 Hz, H-12), 3,25 (m, H-13a), 3,15; 2,58 (m, 2H-5), 3,17;2,65
(m, 2H-6), 4,20; 3,48 (d, J = 15,8 2H-8), 3,47; 2,57 (m, 2H-13), 3,85 (s, OCH3-3), 3,84 (s,
OCHg3-9).

Espectroscopia de RMN “*C (50 MHz, CDCls). 145,0 (C, C-2), 143,8 (C, C-3), 130,5 (C, C-
4a), 128,1 (C, C-8a), 141,4 (C, C-9),143,9 (C, C-10), 121,1 (C, C-12a), 126,0 (C, C-13b),
110,5 (CH, C-1), 111,4 (CH, C-4), 108,9 (CH, C-11), 119,3 (CH, C-12), 59,1 (CH, C-13a),
29,1 (CHy, C-5), 51,5 (CH,, C-6), 53,5 (CH,, C-8), 36,2 (CH,, C-13), 56,1 (OCHj-3), 55,0
(OCH3-9).
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5.8. Constantes fisicas e dados espectroscopicos de O-metilmoscatolina

FM. C19H15NO4 PM. 321 uma
P.F. °C Aspecto. P6 amorfo
Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia de RMN 'H (200 MHz, CDCly). 8,21 (d, J = 5,2 Hz, H-4), 8,99 (d, J = 5,2
Hz, H-5), 8,56, (dd, J = 7,7; 1,6 Hz H-8), 7,55 (dt, J = 7,7; 0,8 Hz, H-9), 7,76 (dt, J =7,7; 1,8
Hz, H-10), 9,12 (dd, J = 7,7; 0,6 Hz, H-12), 4,02 (s, OCHs-1), 4,09 (s, OCH3-2), 4,12 (s,
OCHg3-3).

Espectroscopia de RMN *C (50 MHz, CDCl;). 156,6 (C, C-1), 147,5 (C, C-2), 148,6 (C, C-
3), 131,3 (C, C-3a), 145,7 (C, C-6a), 182,4 (C, C-7), 131,6 (C, C-7a), 134,7 (C, C-11a), 115,9
(C, C-11b), 123,0 (C, C-11c), 119,3 (CH, C-4), 144,8 (CH, C-5), 129,1 (CH, C-8), 128,4 (CH,
C-9), 134,5 (CH, C-10), 127,8 (CH, C-11), 61,2 (OCH3-1), 61,6 (OCH3-2), 62,0 (OCH3-3).
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5.9. Constantes fisicas e dados espectroscopicos de 13b(S)-hidroxi-17c-etoxifaeoforbideo a

FM. C37H4oN4O5g PM. 636 uma

P.F. °C Aspecto. P6 verde escuro

Solubilidade. Cloroférmio

Espectroscopia de RMN "H (500 MHz, CDCls). 8,0 (dd, J = 17,7; 11,4 Hz, H-3a), 9,46 (s,
H-5), 9,61 (s, H-10), 4,18 (m, H-17), 4,52 (m, H-18), 8,66 (s, H-20), 6,30 (dd, J = 17,7 Hz
1H-3b), 6,19 (dd, J = 11,4 Hz 1H-3b), 3,72 (q, J = 7,2 Hz 2H-8a), 2,94; 2,53 (m, 2H-17a),
2,29 (m, 2H-17b), 4,11 (g, J = 7,2 Hz 2H-17d), 3,24 (s, 3H-7a), 1,71 (t, J = 7,7 Hz 3H-8b),
3,63 (s, 3H-12a), 1,16 (t, J = 7,2 Hz 3H-17¢), 1,62 (d, J = 7,2 Hz 3H-18a), 3,74 (s, OCHjs-
13d).

Espectroscopia de RMN “C (125MHz, CDCL). 142,3 (C, C-1), 132,0 (C, C-2), 136,5 (C,
C-3), 136,6 (C, C-4), 155,0 (C, C-6), 136,6 (C, C-7), 145,3 (C, C-8), 150,1 (C, C-9), 138,0 (C,
C-11), 129,8 (C, C-12), 127,2 (C, C-13), 192,2 (C, C-13a), 89,2 (C, C-13h), 172,7 (C, C-13c¢),
150,1 (C, C-14), 104,4 (C, C-15), 162,8 (C, C-16), 173,8 (C, C-17c), 173,0 (C, C-19), 129,2
(CH, C-3a), 98,1 (CH, C-5), 104,4 (CH, C-10), 52,0 (CH, C-17), 50,5 9CH, C-18), 94,0 (CH,
C-20), 123,1 (CH,, C-3b), 19,7 (CH,, C-8a), 31,8 (CH,, C-17a), 31,3 (CH,, C-17b), 60,7
(CH,, C-17d), 17,6 (CHj, C-8b), 14,3 (CHs, C-17e), 22,9 (CHs;, C-18a), 12,3 (CH3, C-2a),
11,4 (CHs, C-7a), 12,6 (CH3, C-12a), 53,6 (OCH3-13d).
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5.10. Constantes fisicas e dados espectroscopicos de Quercetina 3-O-a-L-raminosideo

FM. Cy1H5011 PM. 448 uma

P.F. °C Aspecto. PG amarelo

Solubilidade. Metanol

Espectroscopia de RMN 'H (200 MHz, CD3OD). 6,18 (d, J = 1,8 Hz H-6), 6,35 (d, J = 1,8 Hz
H-8), 7,50 (d, J = 2,4 Hz H-2), 6,99 (d, J = 8,4 Hz H-5°), 7,39 (dd, J = 8,4; 1,0 Hz H-6’), 5,32 (d, J =
1,5 Hz H-1""), 4,21 (dd, J = 3,3; 8,0 Hz H-2""), 3,73 (dd, J = 9,0; 3,0 Hz H-3""), 3,35 (m, H-4""), 3,42
(m, H-5""), 0,94 (d, J = 1,5 Hz CH3-6"").

Espectroscopia de RMN “*C (50MHz, CD;OD). 159,2 (C, C-2), 136,2 (C, C-3), 179,6 (C,
C-4), 163,2 (C, C-5), 165,8 (C, C-7), 158,5 (C, C-9), 105,8 (C, C-10), 122,9 (C, C-1’), 146,4
(C, C-3), 149,7 (C, C-4’), 99,7 (CH, C-6), 94,6 (CH, C-8), 119,9 (CH, C-2’), 116,3 (CH, C-
5%), 122,8 (CH, C-6’), 103,3 (CH, C-1""), 71,8 (CH, C-2""), 72,0 (CH, C-3""), 73,2 (CH, C-4"
), 71,8 (CH, C-5""), 18,2 (CH3, C-6"").
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6. CONCLUSOES

Com o estudo fitoquimico de X. langsdorffiana e F. longifolia, concluimos que:

A espécie X. langsdorffina apresentou em sua constitui¢do quimica alcaldides do tipo
protoberberinicos e diterpenos do tipo atisano e labdano. Esses tipos de constituintes

corroboram com a quimiotaxonomia de Annonaceae, em especial do género Xylopia.

Do caule de X. langsdorffiana foram isolados dois novos diterpenos trachylobanos, o acido
ent-7a-acetoxitrachyloban-18-6ico e oacido ent-7a-hidroxitrachyloban-18-6ico. O primeiro
apresentou citotoxicidade em células V79 e hepatocitos de ratos com CI-50 de 224 e 231 uM.
Esses dois diterpenos também apresentam importancia quimiotaxondmica para o género, pois

sdo raros e poucos estudos farmacologicos sdo descritos.

Das folhas de X.langsdorffiana foi isolado o ent-7a,16a. diol ao qual foi dado 0 nome comum
de Xylodiol. Trata-se de um novo diterpeno atisano que apresentou atividade citotdoxica em
células V79 e hepatocitos de ratos com CI-50 de 56 uM além do j& conhecido &4cido
8(17)12E,14-labdatrien-18-6ico que apresentou uma CI-50 de 138 uM nos mesmos modelos
acima. Esse diterpeno possui véarias atividades farmacoldgicas ja comprovadas pelo grupo de

pesquisa do LTF, por exemplo, atividade relaxante da musculatura lisa e hipotensora.

A caracterizagdo dos constituintes volateis das folhas de X. langsdorffiana mostrou a presenga
de monoterpenos e sesquiterpenos sendo espatulenol o constituinte majoritario. Essa
informagdo corrobora com dados da literatura que mostram o espatulenol como um marcador
para o género Xylopia. O 6leo essencial das folhas de X. langsdorffiana apresentou excelente
atividade moluscicida com uma CI-50 de 3,72 pg/mL, podendo entdo ser utilizado na

profilaxia da esquistossomose.

Ainda foram isolados de X. langsdorffiana um ester6ide, um flavonodide glicosilado e um
feoforbideo 13b (S)-hidroxi-17c-etoxifeoforbideo, sendo este o primeiro relato numa espécie

vegetal.
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Os diterpenos acido ent-7a-acetoxitrachyloban-18-6ico, acido 8(17)12E,14-labdatrien-18-6ico
e Xylodiol apresentaram excelente atividade moluscicida frente ao Biomphalaria glabrata
com as respectivas CI-50 de 18,95, 4,45 e 14,93 ppm. Esses valores estdo bem abaixo

daqueles preconizados pela OMS, indicando que esses terpendides sdo potentes moluscicidas.

Da espécie F. longifolia foram isolados dois alcalodides, estefolidina, primeiro relato no género
e O-metilmoscatolina. O género Fusaea possui apenas duas espécies sendo o relato desses
alcaldides de importancia quimiotaxondmica para o mesmo. A caracterizagdo do Oleo

essencial das suas cascas do caule apresentou o espatulenol como constituinte majoritario.
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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