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RESUMO

A Annona tomentosa R. E. Fr. (Annonaceae), conhecida no Brasil como
Araticum-bravo ou Araticum de moita, € uma arvore de pequeno porte encontrada
em todo territério brasileiro, principalmente nas areas costeiras, sua distribuicao é
descontinua, aparecendo nos campos abertos, no cerrado de arvores arbustivas e
no cerradao, onde a vegetacao é mais densa, ocorrendo desde Goias, Tocantins e
Maranhao até o estado de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul. Todas as partes deste
vegetal s&o utilizadas na medicina popular, tem sido utilizadas principalmente para o
combate as diarréias, estomatites, cefaléia, nas nevralgias, em furanculos, Ulceras e
na erradicagédo de piolhos além de antireumatica. Com base nos dados obtidos por
levantamento bibliografico, este trabalho buscou informacgdées de naturezas
quimicas, através da triagem fitoquimica e microbioldgica pelos testes de atividade
antimicrobiana. Na triagem fitoquimica foram confirmadas a presenca de
substancias pertencentesas classes funcionais de fendis, taninos, antocianinas,
antocianidina, flavondides, xantonas saponinas, esterdides triterpendides e
alcaléides. A confirmagao para alcaldides foi realizada por cromatoplacas. Utilizou-
se para a avaliagdo da atividade antimicrobiana cepas padrao (ATCC) de bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus 25923), das bactérias Gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa 27853), (Escherichia coli 35218), (Klebsiella pneumoniae
700603). Foram utilizados nos testes microbiolégicos os isolados clinicos de
(Acinectobacter baurmannii) e o fungo (Candida albicans), O potencial antimicrobiano
do extrato foi analisado pela técnica de perfuracdo em meio Mduller Hinton, os
resultados demonstraram que as cascas daAnnona tomentosa apresentaram um
potencial inibitério de crescimento sobre a bactéria Gram-positiva, Staphylococcus
aureus 25923, e sobre os microrganismos clinicos com destaque para A. baumanni
com formacao de halo de (20mm) respectivamente.

Palavras-chave: Annonacea, triagem fitoquimica, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Annona tomentosa R. E. Fr. (Annonaceae), known in Brazil as Araticum-bravo or
Araticum de moita, is a small tree found throughout Brazil, especially in coastal
areas, their distribution is discontinuous, appearing in open fields, savannah
scrubland trees and big savannah, where vegetation is denser, occurring from Goias,
Tocantins and Maranhao to the state of Sdo Paulo and Mato Grosso do Sul. All parts
of this plant are used in folk medicine, are emplyed mainly for combating diarrhea,
stomatitis, headache, in neuralgia, in boils, ulcers and eradication of lice
beyond antirheumatic. Based on data from literature, this study sought information
from chemical natures by phytochemical and microbiological screening for
antimicrobial activity tests. In phytochemical screening it was confirmed the presence
of substances in the functional classes of phenols, tannins, anthocyanins,
anthocyanidin, flavonoids, xanthones saponins, triterpenoid steroids and alkaloids,
confirming the presence for everyone. Confirmation for alkaloids was performed by
cromatoplacas. It was used to evaluate the antimicrobial activity standard strains
(ATCC) of Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus 25923), Gram-negative
bacteria (Pseudomonas aeruginosa 27853) (Escherichia coli 35218), (Klebsiella
pneumoniae 700603). Were used in microbiological testing, clinical isolates
(Acinectobacter baumannii) and fungi (Candida albicans). The antimicrobial potential
of the extract was analyzed by drilling technique among Mduller Hinton, the results
showed that the shells Annona tomentosa had an inhibitory growth potential on the
Gram-positive  bacterium, Staphylococcus aureus 25923, and on clinical

microorganisms especially A. baumanni halo formation (20mm) respectively.

Keywords: Annonaceae, phytochemical screening, antimicrobial activity.
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1 INTRODUGCAO

O uso dos produtos naturais iniciou-se ha milhares de anos por varias
populagées com o intuito de tratar diversas patologias. Apesar dos grandes avangos
observados na medicina moderna, os produtos naturais continuam sendo utilizados
e, estima-se que, cerca de 30% de todas as drogas avaliadas como agentes
terapéuticos sado derivados de metabdlitos secundarios de plantas e animais
(CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).

O Brasil é um pais rico em diversidade animal e vegetal, cujo territorio
possui cinco principais biomas sendo designados como floresta amazénica, cerrado,
mata atlantica, pantanal e caatinga, portanto, € uma rica fonte de produtos
terapéuticos (SILVEIRA et al., 2008). De acordo com Arruda, o caminho das plantas
medicinais no Brasil, empregadas na medicina popular e nas praticas médicas
vigentes foram construidas mediante relagdes culturais entre os grupos étnicos
formadores da base social brasileira, os indios, os negros e os brancos.

Ap6s a constatacdao de que o conhecimento empirico concernente as
plantas medicinais, desenvolvida ao longo dos séculos, pode em muitos casos ter
uma comprovacao cientifica atendendo o bindmio seguranca e eficacia exigida pelos
orgaos de controle de medicamentos (SILVEIRA et al.,, 2008), tem levado
pesquisadores de varias areas do saber e a industria farmacéutica a investir mais
nas pesquisas, tendo em vista a utilizacao dos principios ativos como protétipos para
a descoberta de fontes e/ou modelos para a produg¢do de novos farmacos menos
toxicos e mais eficazes (FRANCO & MAIA, 2009).

A familia Annonaceae, destaca-se por possuir um grande numero de
espécies de interesse industrial, sendo a maioria dessas frutiferas encontradas
principalmente em regides de clima tropical e subtropical (CHATROU et al., 2012).
Possui cerca de 2500 espécies, compreendidas em 135 géneros distintos. O género
Annona L. compreende aproximadamente 162 espécies de darvores e arbustos
(CHATROU et al., 2012). No Brasil podem ser encontradas cerca de 60 espécies
com a maioria ocorrendo em florestas (COSTA et al., 2011).

A Annona tomentosa € uma arvore de pequeno porte encontrada em todo
territério brasileiro, como mostra a (Figura 1), principalmente nas areas costeiras e

conhecidas popularmente como araticum-do-brejo e araticum-bravo.
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Figura 1: Aspecto geral da planta em estudo, &rvores de pequeno porte em area
muito seca.

Quimicamente a familia Annonaceae, € uma das familias de plantas
tropicais menos estudadas. Entretanto, investigacdes fitoquimicas e farmacol6gicas
sobre membros desta familia vém se intensificando nos ultimos anos (LIMA et al.,
2010; NASCIMENTO et al., 2006; MOREIRA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007;
COSTA et al., 2008; VALTER et al., 2008). Estudos sobre a Annona glabra tém
demonstrado grande quantidade de compostos de natureza quimica diversificada
nas mais variadas partes da planta. Os principais grupos de compostos presentes
em extratos preparados de cascas (OLIVEIRA et al., 2002), caules (CHEN et al.,
2004), folhas (OLIVEIRA et al., 2002) e frutos (CHANG et al., 1998; CHEN et al.,
2004) sao os alcalbides, as acetogeninas e os diterpenos. Dentre estes, o &cido
caurendico (), ou acido caur-ent-16-en-19-oico, como mostra a (Figura 2) pag. 17, é
um dos mais estudados, para o qual varias atividades bioldgicas ja foram descritas,
desde a inibicdo da replicagdo do virus HIV em linfécitos (CHANG et al., 1998),
como agente citotoxico (COSTA-LOTUFO et al.,, 2002; ZHANG et al., 2004),
trypanosomicida (VIEIRA et al.,, 2002), larvicida (SLIMESTRAD et al., 1995),
antimicrobiano (PADMAJA et al.,, 1995; VELIKOVA et al.,, 2000), vermifugo,
esporicida (PADMAJA et al., 1995), analgésico (BLOCK et al., 1998), contraceptivo
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(PAGE et al.,, 1992), relaxante da musculatura lisa vascular aortica de ratos
(TIRAPELLI et al., 2004), até como agente antiinflamatério (PAIVA et al., 2002).

Figura 2: Estrutura do acido caurendico ou &cido caur-ent-16-en-19-oico

Todas as partes deste vegetal s&do utilizadas na medicina popular. As
sementes sdo consideradas adstringentes, eméticas, e estudos confirmaram a
atividade antiparasitaria, moluscicida e antivirus Herpes simplex, ao mesmo tempo
em que se atribuem as cascas, acao antidiabética e espasmolitica. A utilizacédo do
suco do fruto da Annona muricata L., € usado em bochechos no combate as aftas,
internamente como antitérmico, diurético e no combate de insénias leves. A infusdo
das folhas secas é usada contra insbnias graves, dores de cabeca e como
emagrecedor. O decocto das folhas contém o 6leo essencial com acao parasiticida,
antirreumatica e antinevralgica (GONCALVES, 2007, LUNA.; et al,
2010).Economicamente, este género é considerado o mais importante para a familia
Annonaceae, por apresentar algumas espécies que sado cultivadas e
comercializadas no Brasil em larga escala, como A. crassiflora (araticum), A.
squamosa (fruta-do-conde), A. muricata (graviola), A. reticulata (condessa) e
A.cherimola (cherimoia). O valor econdmico dessas espécies estd relacionado
principalmente as propriedades nutricionais dos frutos que sao consumidos in
natura, mas também sao amplamente utilizados em produtos processados ou semi-
processados, especialmente na preparacdo de sucos, sorvetes e sobremesas
(LAGE, 2011, p. 6; DINIZ et al., 2013). Além disso, varias espécies do género
Annona possuem potencial farmacolégico no que diz respeito as atividades
antioxidante (LIMA et al., 2010), antimicrobiana (COSTA et al., 2013), antitumoral
(LIMA et al.,, 2012), antinociceptiva, anti-inflamatéria (SIEBRA et al., 2009),
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ansiolitica, sedativa e antidepressiva (DINIZ et al., 2013), o que desperta o interesse
de grupos de pesquisa nacionais e internacionais, além do setor industrial
farmacéutico.

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e
Oleos essenciais produzidos pelas plantas sdo reconhecidas empiricamente ha
séculos. Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e éleos essenciais
de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises que possuem uma flora
diversificada e uma rica tradi¢cdo na utilizacao de plantas medicinais para uso como
antimicrobianos, tais como Brasil (DINIZ et al., 2013).

2 OBJETIVOS

2.1. Geral

Detectar das classes de produtos naturais de substancias bioativas presentes
nas cascas do caule da espécie vegetal, Araticum Bravo (Annona tomentosa).

2.2. Especificos

< Detectar através de triagem fitoquimica as classes de metabdlitos secundarios
presentes;

< Detectar os compostos fendlicos em especial os flavondides e os alcaléides da
espécie vegetal através da prospeccao fitoquimica com a utilizacdo de técnicas
cromatograficas adequadas;

< Determinar a atividade antimicrobiana do extrato bruto hidroalcodlico frente as
bactérias (Staphylococcus aureus 25923), (Pseudomonas aeruginosa 27853),
(Escherichia coli 35218), (Klebsiella pneumoniae 700603) e isolados clinicos de
(Acinectobacter baumannii) e o fungo (Candida albicans);

< Contribuir para o estudo quimico e biolégico de espécies da familia Annonaceae;
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3 METODOLOGIA

A execucéo do procedimento metodoldgico do trabalho foi feita em etapas, conforme

descricao abaixo:

< Levantamento bibliografico sobre as informagdes quimicas e dafamilia, género e
espécie vegetal descrita na literatura nos ultimos anos, conforme descricdo no
item 4.3 pag. 23.

< Coleta, secagem, moagem e pesagem do material vegetal, conforme descricdo
no item 5.3.1 pag. 37.

<>

Obtencao dos extratos como descrito no fluxograma da Figura19 pag. 39.
< Realizagdo dos ensaios fitoquimicos e microbiolégicos como apresentados nos
itens 5.4 € 5.5, pags 37 a 43.

4 REVISAO DA LITERATURA

4.1. PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL

Durante um longo periodo de tempo, plantas tém sido avaliadas como
fonte de produtos naturais para conservar a saude humana, especialmente nas
ultimas décadas, com estudos intensivos para terapia natural. A propdsito, o uso de
componentes das plantas na &rea farmacéutica tem gradualmente aumentado no
Brasil. De acordo com Organizacdo Mundial de Saude, plantas medicinais deveria
ser a melhor fonte para obter uma variedade de drogas (BERTINI et al., 2005).

No Brasil, a primeira descricdo sobre o uso de plantas como remédio foi
feita por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do Brasil, de 1587.
Esse tratado descrevia os produtos medicinais utilizados pelos indios “as arvores e
ervas da virtude”. Com vinda dos primeiros médicos portugueses ao Brasil, diante da
escassez, na colénia, de remédios empregados na Europa, perceberam a
importancia das plantas utilizadas pelos indigenas como medicamento. (VEIGA,
2002), tendo assim grande influéncia das culturas para a utilizagdo dessas plantas
como medicamentos. Entre os indios, o pajé ou feiticeiro utilizava plantas
entorpecentes para sonhar com o espirito que Ihe revelaria a erva ou o modo de
curar o enfermo e também pela observagdo de animais que procuram certas plantas

quando doentes. Um exemplo é o uso da raiz de ipecacuanha, pelos animais, para
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alivio de diarréias. Os pajés associavam o uso de plantas a rituais de magia e seus
tratamentos eram, assim, transmitidos oralmente de uma geracao a outra (JORGE &
MORAIS, 2003).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida, atualmente, um
sentimento geral de decepcdo com a medicina convencional e 0 desejo de adotar
um estilo de vida “natural” tem levado a utilizagcdo crescente de outras formas de
terapia, inclusive em paises desenvolvidos. Dentro deste contexto, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), reiterou 0 compromisso em estimular o uso da medicina
tradicional e medicina complementar para o periodo 2002-2005. Por sua vez, o
Brasil em 2005, através do SUS, propbe a inclusdo das plantas medicinais e
fitoterapia como opgdes terapéuticas no sistema publico de saude. Contanto que
esses produtos a base de plantas atendam a legislacao vigente. (BRASIL, 2006).

4.2. Metabodlicos Secundéarios e Atividade Antimicrobiana

Metabolismo € o conjunto de reagdes que constantemente ocorrem nas
células. Portanto, os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados sdo chamados metabdlitos. Separados em metabdlitos ou produtos
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios, por definicdo, sdo moléculas que
se encontram em todas as células vegetais e sdo necessarios para a vida da planta.
Sao os agucares, aminoacidos, proteinas e os acidos nucléicos.

Os metabolitos secundarios, ao contrario, sao restritos em sua
distribuicao, tanto dentro da planta quanto entre diferentes espécies de plantas. Sao
importantes para a sobrevivéncia e a propagacéo das plantas que os produzem, sdo
eles: compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais, flavondides e alcaldides
entre outros. Sao esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou
toxicos, das plantas, e eles apresentam grande importancia ecolégica, uma vez que
podem atuar na atracédo de polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra
estresse ambiental (LOPEZ, 2006; RAVEN et al., 2007).

Os compostos possuem importantes fungdes nos vegetais, ja que sao
constituidos de substancias que agem na preservacao da integridade das plantas.
Por outro lado, esses compostos, ao serem incorporados ao organismo animal,
produzem variados efeitos e, quando benéficos, caracterizam as plantas que os

possuem. Muitos desses compostos ou grupos deles podem provocar reacdes nos
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organismos, esses sao 0s principios ativos. Assim, planta medicinal é aquela que
contém um ou mais de um principio ativo que lhe confere atividade terapéutica
(LORENZI & MATOS, 2002).

Os Metabdlitos secundarios sao produzidos por plantas, fungos,
bactérias, protozoarios, algas, insetos, animais marinhos, e outros seres. Nas
plantas o conjunto de compostos secundarios € resultado do balanco entre a
formacao e eliminagcdo desses compostos durante o crescimento da planta, sendo
que esse equilibrio € influenciado por fatores genéticos (que sao fixos) e ambientais
como luz, temperatura, tipo de solo, agua, além de outros, que sao variaveis. Entre
as explicacbes sobre a origem de metabdlitos secundarios produzidos pelos
organismos, esta a pressao seletiva natural que inclui resposta a interagdes de
competicao, parasitismo e modificagdes ambientais que alterem a disponibilidade de
recursos. O esquema 1, mostra a possivel rota Biossintética dos metabdlicos
secundarios em plantas. (RAVEN et al., 2007).
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Esquema 1: Rota biossintética dos metabdlicos secundéarios em plantas.
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Existem varias classes de metabdlitos secundarios em plantas, alguns de
maior importancia sdo abordados na Tabela 1.

Tabela 1:Caracteristicas de algumas classes de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais

Principio Ativo Propriedades Medicinais ou Téxicas

Alcaldides Atuam no sistema nervoso central (calmante, sedativo,
estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem ser
cancerigenos e outros antitumorais.

Flavondides Antiinflamatério, fortalece os vasos capilares, antiesclerético,
antidematoso, dilatador de coronarias, espasmolitico,
antihepatotoxico, antioxidante, colerético e antimicrobiano.

Taninos Adstringentes e antimicrobianos (antidiarréico). Precipitam
proteinas.

Oleos Bactericida, antivirdtico, cicatrizante, analgésico, relaxante,

essenciais expectorante e antiespasmaédico.

Adaptada de Lorenzi & Matos (2002).

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem
a diversos compostos como alcaléides, flavondides, isoflavondides, taninos,
cumarinas, glicosideos terpenos, poliacetilenos, que por vezes, sdo especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas funcdes, até pouco tempo,
eram desconhecidas (COWAN, 1999). Com o avan¢o das pesquisas notou-se a
importancia dessas substancias na defesa das plantas contra seus predadores,
sejam fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores
(YUNES & CALIXTO, 2001). Além disso, foi percebido que algumas plantas podem
formar substancias de natureza antimicrobiana.

No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem vegetal
tiveram inicio com Cardoso & Santos, em 1948, que avaliaram extratos de 100
diferentes plantas, indicadas em terapéutica como anti-inflamatorias ou cicatrizantes.
Destas, apenas cinco extratos apresentaram atividade inibitéria contra
Staphylococcus aureus, Escherichi coli e Proteus X-19 (SARTORI et. al, 2003).
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4.3. Metabolitos Secundarios da Familia Annonaceae

Em 1982, Leboeuf e colaboradores publicaram uma revisdo sobre a
fitoquimica da familia Annonaceae, onde é relatada a predominancia de alcaldides
aporfinicos e oxoaporfinicos dentre os metabdlitos secundarios isolados de espécies
pertencentes a familia. Além de alcaldides, constituintes como polifendis, éleos
essenciais, terpenos e substancias aromaticas também sao encontradas em
representantes da familia. (LAGE, 2011).

Na (Figura 3) pag. 24, sdo mostrados alguns produtos do metabolismo
secundario em anonaceas. O alcal6ide oxoaporfinico liriodenina (a) € o mais comum
da classe (SANTOS., et al., 2003). Entre os compostos fendlicos os de maior
ocorréncia séo os flavonoides (SIMOES e SCHENKEL. 2004). Dentre os quais o O-
glicosideos de apigenina (b) kaempferol (c), quercetina (d), sdo bastante comuns.
(SANTOS e SALATINO, 2000).

Entre os esterdides, os dois de maior ocorréncia sao o B-sitosterol (e) e 0
estigmasterol (f), (LEBOEUF., et al., 1982).

OH O
liriodenina (a) o-glicosideos de apigenina (b)
Fonte: Santos., et al., 2003 Fonte: Santos e Salatino, 2000

OH © OH O

kaempferol (c) quercetina (d)
Fonte: Santos e Salatino, 2000 Fonte: Santos e Salatino, 2000
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HO

estigmasterol (e) B-sitosterol (f)
Fonte: Leboeuf., et al., 1982 Fonte: Leboeuf., et al., 1982

Figura 3: - Alguns metabdlitos secundarios da familia Annonaceae: alcaldide
liriodenina (a), apigenina (b), kaempferol (c), quercetina (d), B-

estigmasterol (e) sitosterol (f).

4.4 Metabdlitos Secundarios do Género Annona

4.4.1 Terpenos

Os terpenos representam uma ampla e diversa classe de metabdlitos
formados pela condensacao de unidades de difosfato de dimetilalila, como mostra a
(Figura 4). Eles sado classificados como hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos que  possuem
respectivamente 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 4tomos de carbonos em sua estrutura,

(DEWICK, 2002).
0-P-0-P-0O’

o O

Figura 4 - Difosfato de dimetilalila
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Os monoterpenos canféra (a) e borneol (b), de acordo com a (Figura 5),
foram encontrados em raizes e casca de Annona squamosa (RAO et al., citados por
(LEBOEUF, 1982).

L i
Monoterpenos canféra (a) ©OH

Fonte: Bhaumik., et al., 1979 Borneol (b)
Fonte: Bhaumik., et al., 1979

Figura 5: Terpenos isolados do género Annona: canfora (a), borneol (b)

4.4.2 Acetogeninas

As acetogeninas sdao uma das classes mais importantes de produtos
naturais que apareceram nas ultimas décadas, encontradas exclusivamente na
familia Annonaceae, sendo género annona a principal fonte desta classe de
composto. Considerando que dos 417 compostos conhecidos até 2004, 289 foram
isolados a partir de 20 espécies de Annona, (BERMEJO, et al., 2005). As
acetogeninas tém apresentado uma grande propriedade bioldgica, tais como:
citotéxica, antitumoral, antiparasitaria, pesticida, antimicrobiana e atividade
imunosupressora (ALALI, et al., 1999). A (Figura 6) pag. 26 mostra alguns exemplos
de acetogenina ja encontradas em plantas do género Annona tais como: A.
muricicata, a epomurinina (a), (MELOT., et al., 2009), A. montana, o tucupentol (b),
(COLOM,, et al., 2009), A. cornifolia, cornifolina (c), (SANTOS., et al., 2006).
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Figura 6: Acetogeninas presentes em espécies de Annonas

4.4 .3 Alcaléides

Os alcaléides sado bases organicas nitrogenadas encontradas
principalmente em plantas e em sua maioria farmacologicamente ativos. Os
alcal6ides aporfinicos tém uma ampla representacao dentro do grupo dos alcaldides
isoquinolinicos. Dentre os alcalbdides isoquinolinicos, destacam-se os compostos
liriodenina, um alcal6ide do tipo oxoaporfinico e anonaina, tipo aporfinico, os mais
encontrados nas espécies do género Annona, sendo ainda considerados
marcadores quimiotaxonémicos desta familia (BERMEJO, et al., 2005).

Pesquisas mostraram que da casca do tronco de Annona salzmanii, foram
isolados quatro alcalbéides: anonaina, cuja férmula estrutural € mostrada na (Figura
8), e os demais reticulina (a), laurelliptina (b) e isoboldina (c) que sdo mostrados na
(Figura 7).
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Figura 7: Trés dos alcaldides isolados da espécie Annona salzmanii: Reticulina (a),
Laurelliptina (b) e Isoboldina (c).

A anonaina € o alcal6ide aporfinico, de ocorréncia mais comum no género
Annona. E encontrada nas espécies A. cherimola, A. glabra, A. montana, A.
paludosa, A. reticulata, A. senegalensis e A. squamosa (QUEIROZ., et al., 1996,
BHAUMIK., et al., 1979). Outros representantes comuns dessa classe de alcaldides
estao ilustrados na (Figura 9).

anonaina
Fonte: Queiroz, et al., 1996, Bhaumik., et al., 1979

Figura 8: Estrutura quimica da anonaina
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MeO

R Alcaldide
MN. :
HO R H Estefarina
CH3 Glaziovina
Q C(O)OCH3 Promucosina

O

aporfinicos
Fonte: Queiroz., et al., 1996, Bhaumik., et al., 1979

Figura 9: Alcalbides aporfinicos e proaporfinicos de Annona.

4.4 4 Flavonodides

Os flavondides, ilustrado na (Figura 11) pag. 29, sao substancias
redutoras, derivados das chalconas, cuja férmula estrutural é mostrada na (Figura
10) pag. 29, (SIMOES, et al., 2004). Ocorrem nas plantas em uma variedade de
formas estruturais contendo 15 atomos de carbono em seu nucleo basico,
(HARBONE, 1984). Sao conhecidos por serem sintetizados por plantas em
respostas a infecgées microbianas, justificando assim sua agédo antimicrobiana frente
a varios microorganismos. Eles derivam de compostos quimicos com esqueletos do
tipo flavonas, flavondis, antocianidinas e catequinas, entre outros, (DEWICK, 2002).

As classes de flavondides mais abundantes no género Annona sao 0s
flavondis, dentre essa classe 0os mais comuns sao a quercetina e a canferol, como
mostra a (Figura 3) (d) e (c), respectivamente. A quercetina (3,5,7,3’-4’- pentahidroxi
flavona) é o principal flavondide presente na dieta humana e o seu consumo diario
estimado, varia entre 50 e 500 mg (DESCHNER, E.E. et al, 1991). e seus derivados
glicosilados, estando presentes tanto os o-glicosideos como o0s c-glicosideos,
(SANTOS e SALATINO, 2000).
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Figura 10: Formula estrutural basica das chalconas.

Figura 11: Estrutura basica dos flavondides.

4 5Atividades Biolégicas Associadas ao Género Annona

4 5.1 Atividade Citotdxica

A busca por substancias com atividade citotdéxica e potencialmente
anticancerigena sempre foi uma das prioridades da quimica medicinal, visto que o
cancer é uma das doengas que mais mata no mundo, € um grande numero de
abordagens diferentes tem sido utilizada nessa busca. No entanto, a descoberta de
substancias antitumorais seletivas permanece como um dos objetivos nas pesquisas
do combate ao céancer, (PISCO, et al., 2006).

Com relacao a atividade anticancerigena a abordagem utilizada é a
atividade citotdxica frente a Artemia salina, onde o experimento consiste em medir a
concentracdo do produto que mata 50% da populacdo de artemia, levando-se em
consideracao os dados fornecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que
considera toxica a substancia que apresenta valores de DL50 < 103 mg L-1 frente a
Artemia salina (MEYER et al., 1982)..
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Extratos de varias partes da planta do género annona foram submetidos
ao ensaio de letalidade sobre Artemia salina como: folhas, sementes e madeira de
Annona crassiflora, sementes de Annona nutans, folhas de Annona cherimola e
folhas de A muricicata, todosapresentaram atividades citotéxica positiva, (SANTOS.;
PIMENTA., et al., 2003).

Estudo feito com extrato hidroalcodlico de Annona tomentosa apresentou
atividade hemolitica (< 20%) na concentragdo de 100 ug/mL e moderada (> 20% e <
50%) nas concentragbes de 300 e 500 pg/mL quando da avaliagdo do efeito
citotdxico através da quantificacdo da atividade hemolitica dos mesmos em
eritrécitos de rato (CAMARA, 2013)

As acetogeninas annoglaxina (a) e 27-hidroxibullatacina (b), € ilustrada na
(Figura 12), isoladas de Annona glabra, mostraram atividade toxica sobre células
tumorais de mama, rim, préstata e pancreas, (LIU, et al., 1999) e sobre linhagem
celular de hepatoma humano, sendo esta acdo causada pela diminuicdo do
potencial transmembranico de mitocéndrias, induzindo a morte celular (apoptose),
(CHEN et al., 2004).

H /4 )
H:C(H:C)g \‘/\/LO O

OH OH OH O

annoglaxina (a)
Fonte: Liu., et al., 1999

OH OH /

H3C(H:Cs o o
HO HO O

27-hidroxibullatacina (b)
Fonte: Liu., et al., 1999

Figura 12: Estruturas quimicas de acetogeninas isoladas de Annona glabra.

4.5.2 Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacéo,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicdo de radicais livres e
complexagao de metais (PIETTA, P.G. 2000). Eles podem ser sintéticos ou naturais

e, para serem utilizados em alimentos, devem ser seguros para a saude. Alguns dos
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antioxidantes sintéticos mais importantes sdo hidroxianisol de butila (BHA) e o
hidroxitolueno de butila (BHT) e entre os naturais destacam-se &cido ascérbico,
vitamina E e B-caroteno (RICE-EVANS, C., et al, 1996). Os compostos fendlicos
também s&o potentes antioxidantes. Compostos antioxidantes estdo naturalmente
presentes em frutas, sendo que algumas apresentam altas concentracées de
determinados grupos (HARBORNE, J.B., et al, 1994).

Os radicais livres atuam de forma a danificar as biomoléculas,
comprometendo algumas fungbes do organismo humano, assim como agem em
plantas e em alimentos, modificando a cor e 0 aspecto do alimento. Sobretudo, as
pesquisas em volta desse assunto vém crescendo juntamente com o surgimento de
inovagdes para determinacdo de atividades antioxidantes (ALVES, et al. 2010).

Dentre os metabdlitos secundarios ja encontrados ou detectados no
género Annona que mostraram possuir atividade antioxidante se destacam as
acetogeninas e os flavondides.

As acetogeninas 9-hidroxifolianaina (a), e a bulatacina (b) mostradas na
(Figura 13), foram isoladas de Annona cornifolia, e quando submetidas a atividade
antioxidante frente ao radical organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)
apresentaram um resultado positivo, caracterizando o pontecial antioxidante da

espécie vegetal (LIMA., et al., 2010).
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Figura 13: Acetogeninas isoladas do género annona responsavel pela atividade
antioxidante.
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Outros flavonéides como a quercetina, isoramnetina, kaempferol e seus
derivados c- ou o- glicosideos, que ja foram detectados em Annona crassiflora,
demonstraram atividade antioxidante utilizando dois métodos, frente ao radical
DPPH e ao 3-caroteno, (ALVES et al., 2007).

4 5.3. Atividade antimicrobiana

De acordo com alguns levantamentos feitos sobre atividades bioldgicas
observadas em alcalbdides aporfinicos e proaporfinicos, a anonaina (Figura 8) e a
estefarina (Figura 9), apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus, a glaziovina (Figura 9), apresentou atividades sobre
Escherichia coli. (RIOS., et al., 1998).

Flavondides como quercetina e O-glicosideos de quercetina
apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans (FEHLBERG et al., 2009).

4.6 Espécie em Estudo

O Araticum (Annona tomentosa) é arvore de pequeno porte, como mostra
a (Figura 14), encontrada em todo territério brasileiro, principalmente nas areas
costeiras, sua distribuicado € descontinua, aparecendo nos campos abertos, no
cerrado de arvores arbustivas e no cerraddo, onde a vegetacdo é mais densa,
ocorrendo desde Goias, Tocantins e Maranhdo até o estado de Sao Paulo e Mato
Grosso do Sul, (RIOS., et al., 1998).“Araticum”, nome indigena e vém do Tupi e
significa “fruta mole”. O araticunzeiro destaca-se pelas suas propriedades
farmacoldgicas especiais que incluem a sua utilizacdo por populagdes regionais no
tratamento de picadas de cobras, e em afec¢des parasitarias no couro cabeludo,
(ALMEIDA., et al. 1998).

A espécie botanica Annona tomentosa, € cultivada e bastante apreciada
por seu fruto conhecido comumente como araticum bravo. Popularmente, é
empregada no tratamento de diarréias, estomatites, nas nevralgias, cefaléias, em

furdnculos, Ulceras e na erradicagao de piolhos.
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O estudo do caule e folhas da espécie vegetal Annona tomentosa é uma
possibilidade inovadora de isolamento de componentes possivelmente conhecidos
OU menos comuns, uma vez que poucos estudos cientificos sdo encontrados nas

bases de dados pesquisadas e pouco se sabe sobre atividade bioldgica.

Figura 14: Planta em estudo

4.7 REFERENCIAS TAXONOMICAS

A familia Annonaceae é considerada em alguns sistemas de classificacao
tradicionais como Angiosperma basal por apresentar atributos considerados
primitivos como habito lenhoso; perianto bem desenvolvido.

De acordo com o sistema de taxonomia vegetal - APG (Angiosperm
Philogeny Group) (2003) e BARROSO (1991) a classificagdo taxondmica é feita da

seguinte maneira:



34

Reino: Plantae

Divisao: Spermatophyta
Classe: Magnolitae
Ordem: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Tribo: Unoneae

Género: Annona

Espécie: Annona tomentosa

4.8Descricao Botéanica

Araticum bravo € uma arvore com altura de 1 a 2 metros, ramificado
desde o solo, formando moitas ou touceiras com caule de 60 cm a 80 cm de
didametro. As raizes tem xilopddio (grossa como cenoura) que armazena agua e
nutrientes. As flores de ambas as espécies sao isoladas, axilares (entre folhas e
galhos), medindo 2 a 3,5 cm de comprimento, com 3 sépalas externas livres e
carnosas e 3 pétalas internamente com cor creme-amareladas e menos carnosa ,
(MAAS., et al. 2010).

5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1. Equipamentos Utilizados

Balanca analitica analégica (HIDROMEL);
Balanca analitica digital (SHIMADZU);
Bomba de vacuo TE-058 (TECNAL);
Estufa de secagem (ODONTOBRAS);
Evaporador rotativo (Staufen, IKA-WERK);
Moinho elétrico (Tecnal).
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5.2. Reagentes

Acetato de etila P.A. (Isofar);
Acetona P.A. (Vetec);

Acido Acético (Isofar);

Acido Cloridrico P.A. (Merck)
Alcool Etilico Hidratado 70° INPM;
Alcool Metilico P.A. (Isofar);
Cloroférmio P.A. (Isofar);
Carbonato de Bismuitila (Isofar);
Diclorometano P.A. (Isofar);
lodeto de Potassio P.A. (Isofar)
Hexano P.A. (Isofar);

lodo P.A. (Vetec);

Silica gel 60 para coluna (0,63 — 0,200 mm);
Silica gel 60 G.

5.3. Coleta e Identificacao

A espécie vegetal Annona tomentosa foi coletada na Area de Protecido
Ambiental da Universidade Federal do Maranhdo como mostra (Figura 15),
localizada proximo a Barragem do Bacanga em Sao Luis do Maranh&o no dia 10 de
Fevereiro de 2015 acerca de 10h00 min, como mostra a (Figura 16). Apds a coleta
fez-se a limpeza das cascas. A identificacdo do vegetal foi feita no Herbario Rosa
Mochel da Universidade Estadual do Maranhao e esta disposta sobre a exsicata de
acordo com a (Figura 17) de numero 3773.



P — . % - e -

onte: Imagem google maplink/2015

Figura 15: Imagem aérea do local de coleta do material vegetal as margem direita
do Rio Bacanga em Séao Luis-MA.

Figura 16: Momento da Coleta das cascas do vegetal
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EXSICATR 3773
RCSA AOCHEL
T Ves i3

Figura 17: Exsicata da espécie vegetal Araticum Bravo (Annona tomentosa)

5.3.1. Secagem e Moagem

Apos a coleta e a devida limpeza do material botanico em estudo, retirou-
se as cascas do caule e estas foram submetidas a secagem a sombra por cinco
dias, A desumidificagdo foi efetuada em estufa de secagem com temperatura entre

40-45°C por 24 horas, em seguida, o material foi triturado em moinho elétrico.

5.4. A Prospecc¢ao dos Constituintes Fitoquimicos das Cascas do Caule da Espécie
Vegetal annona tomentosafoi desenvolvido conforme fluxograma descrito na (Figura
19) pag. 39.

Para obtencéo do extrato bruto, apds secas e trituradas, pesou-se 200 g das cascas
da Annona tomentosa, colocou-se em um recipiente de vidro adequado, juntamente
com a solugéo hidroalcodlica 70% na proporg¢ao 1:3 (m/v)(YUNES, 2001). A mistura
foi agitada e deixou-se em repouso por 24 horas, apés esse tempo a mistura foi
filtrada. Ao residuo adicionou-se novamente a mesma quantidade de solucéo.

Repetiu-se este procedimento, totalizando-se quatro extracdes, em seguida filtrou-
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se. Obtendo-se 735 mL de material da casca do caule extraido. Fez-se a
determinacao de peso e rendimento, em seguida, retirou-se 100 mL para atividade
Bioldgica. Logo apos, o extrato bruto hidroalcodlico foi submetido ao processo de
concentragdo sob pressdao reduzida em evaporador rotativo & temperatura
controlada entre 35 a 50°C, como mostra a (Figura 18). Descartou-se a torta
(material s6lido), (MATOS, 2009)

(d) (e)

Figura 18: Processo de extracdo, filtracdo e concentracdo do extrato no rota

evaporador. Cascas trituradas (a), pesagem (b), extragao (c), filtragéo a
vacuo (d), concentragdo (e), para obtencdo do extrato bruto
hidroalcodlico.

5.4.1 Peso Seco e Rendimento do Extrato Bruto Hidroalcoodlico

A determinacao do rendimento obtido na extracao fez-se através do peso
seco do extrato. Retirou-se trés aliquotas de 1mL do extrato bruto e transferiu-se
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para trés frascos de vidro de massa determinada. Utilizou-se corrente de ar quente

(secador de cabelo) e estufa a 100°C a fim de garantir a evaporagdo total do

solvente contido nos frascos

[ (g:.::?s) ]

* Ginco dias

* Trituracdo
[ Material triturado
(2009)

* 24h, filtragao

* Estufa 40-45°C, 24h

* Solugéo hidroalcodlica 70%

* Quatro vezes consecutivas

Extrato bruto hidroalcoolico ]

(735mL)

* Volume 1/3 do total de massa

» Secagem, temperatura ambiente

Torta
Descartada

« Concentragéo , evaporador rotativo 50°C

[

Extrato bruto hidroalcoodlico
(outros testes)

] [ Atividade Biologica

)

Extrato bruto hidroalcodlico ]

(teste Alcaldides)

——> Taninos e Fenois

Antocianinas, Antocianidinas e
Flavondides

L

Leucoantocianidinas, Catequinas e
Flavononas

——> Flavondis, Flavanonas, Flavanondis e

» Evaporagéo, banho maria
+Acidificacdo HCI, pH=3-4
» Filtracao

[

Extrato bruto hidroalcoélico ]

(Acido)

+ Adigao de base (NH4OH), pH=11
«Extragao Eter—Cloroférmio, 3 vezes
+ Adigao de Sulfato de Soédio
+Filtracao

xantonas [

Cloroférmio

— Confirmac3o de Catequinas

——> Esterdides e Triterpendides (Lieberman-

Extrato Eter- ][ Extrato Eter-Cloroférmio ]

(Cromatoplacas)

* 3 vezes, 0,1 mol/LHCI
« 3 tubos de ensaios, 2 mL

Burchard)

—> Saponinas [ Tubo 1

(Mayer)

[

Tubo 2 ][ Tubo 3 ]
(Hager)

(Ddroff)

—> Confirmacdo de Saponinas

Figura 19: Fluxograma de preparagéo, extracdo e fracionamento do extrato bruto

hidroalcoodlico e prospecgcdo dos constituintes fitoquimicos das cascas

da Annona tomentosa.
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e Teste para Fendis e Taninos

Adicionou-se 5 mL do extrato hidroalcodlico em um tubo de ensaio,
acrescentou-se trés gotas da solucao de cloreto férrico (FeCls), agitou-se bem e
observou-se a variacdo de cor ou formacéao de precipitado abundante, escuro. Em
paralelo realizou-se um teste em branco, apenas agua e cloreto férrico.

Coloracao variavel entre o azul e o vermelho é indicativo da presenga de
fendis, quando o teste “branco” for negativo.

Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobabénicos

(taninos condensados ou catéquicos).

e Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

Tomou-se trés tubos de ensaio em cada um adicionou-se 5 mL do extrato
hidroalcodlico. Acidulou-se um deles a pH 3, alcalinizou-se outro a pH 8,5 e outro a

pH 11. Observou-se a mudanca da coloragdo do material de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacao dos constituintes em funcéo do pH do meio.

Cor em meio
Constituintes

Acido®  Alcalino ® Alcalino
Antocianinas e Antocianidinas  Vermelha Lilas Azul-purpura
Flavonas, Flavonois e
-- -- Amarela
Xantonas
Chaconas e Auronas Vermelha -- Vermelho-purpura
Flavonois -- -- Vermelho-laranja

Fonte: MATOS (2009), p.39
e Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas
Tomou-se dois tubos de ensaio em cada um adicionou-se 5 mL do extrato

hidroalcodlico. Acidulou-se um deles por adicdo de HCI 3N até pH 3 e alcalinizou-se
outro com NH4,OH até pH 11. Aqueceu-se ambos com auxilio de uma lampada de
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alcool durante 2 minutos, cuidadosamente. Observou-se qualquer modificacdo na
cor, por comparagao com os tubos correspondentes usados no teste anterior.

O aparecimento ou a intensificagdo de cor indica a presenca de
constituintes especificos, de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3. Avaliacdo dos constituintes pela variacao da coloracdo em funcéo do pH

do meio.

Cor em meio
Constituintes

Acido © Alcalino 1"
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelado -
Flavononas - Vermelha-laranja

Fonte: MATOS (2009), p.39

e Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas

Adicionou-se 5 mL do extrato hidroalcodlico a um tubo de ensaio com
alguns centigramas de magneésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado.
Aguardou-se o término da reacéo indicada pelo fim da efervescéncia e observou-se,
a variacao de cores por comparagao com os tubos acidulados do teste anterior.

Aparecimento ou intensificagdo de cor vermelha € indicativo da presenca

de flavondis, flavanonas, flavanondéis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

e Teste para confirmacgéo de catequinas

Umedeceu-se bem a madeira de um palito de foésforo no extrato
hidroalcodlico. Evaporou-se o solvente e reumedeceu-se uma face do palito com
HCI concentrado, com auxilio de um bastdo de vidro. Aqueceu-se o palito por 2
minutos ao calor de uma chama de alcool, evitando que ele fique tostado. Observou-
se o0 aparecimento de coloracdo no lado acidulado do palito.
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o Teste para esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Adicionou-se 10 mL do extrato hidroalcodlico em um béquer, em seguida
evaporou-se 0 solvente, extraiu-se o residuo seco do béquer por trés vezes com 2
mL de cloroférmio, filtrou-se a solucéo cloroférmica gota a gota em um pequeno funil
fechado com algodéao, coberto com algumas decigramas de Na»,SO, anidro, para um
tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidro acético, agitou-se
suavemente, logo em seguida adicionou-se cuidadosamente trés gotas de HoSO4
concentrado. Tornou-se a agitar suavemente e observou-se se ha rapido

desenvolvimento de cor.

e Teste para saponinas

Tomou-se o residuo insoluvel em cloroférmio, separado no teste anterior,
dissolveu-se novamente com 10 mL de agua destilada filtrou-se a solu¢do para um
tubo de ensaio. Agitou-se o tubo com a solugdo, fortemente por 2 minutos e
observou-se a formagéao de espuma.

e Teste para confirmagéo de saponinas

Adicionou-se 2 mL de HCI concentrado ao conteudo do tubo preparado no
teste anterior, deixou-se durante uma hora imerso em banho-maria. Deixou-se

esfriar, neutralizou-se e agitou-se novamente.

e Teste para alcaldides

Tomou-se 1/3 do extrato hidroalcéolico restante, juntou-se NH,OH até pH
11, extraiu-se as bases organicas com trés por¢cdes sucessivas de 30, 20 e 10mL de
uma solugdo éter-cloroférmica (3+1), em um funil de separagéo.

Tratou-se a solugéo éter-cloroférmica com Na,SO4 anidro para eliminar o
excesso de agua. Reextraiu-se as bases organicas da solucao éter-cloroférmica,
com trés pequenas porgdes sucessivas de HCI 0,1 molL™". Rejeitou-se a solugéo
éter-cloroférmio, repartiu-se a solugdo éacida obtida em trés tubos de ensaio.
Adicionou-se a cada tubo, respectivamente, trés gotas dos reagentes de
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precipitacdo de alcalbides; Hager, Mayer e Dragendorff e em seguida fez-se
cromatoplaca e foi pulverizada com dragendorff modificado.

5.5 METODOLOGIA DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.5.1 Atividade Antimicrobiana pelo método de perfuragdo em meio Mdller Hinton

Os experimentos para a determinagcdo da atividade antimicrobiana do
extrato bruto hidroalcodlico, foram realizados no laboratério de Farmacologia da
Universidade Federal do Maranh&o.

Para a determinagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas
padréao (ATCC) de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus 25923), Gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa 27853), (Escherichia coli 35218), (Klebsiella
pneumoniae 700603) e isolados clinicos de (Acinectobacter baumannii) e o fungo
(Candida albicans).

Os microorganismos foram inicialmente reativados a partir das suas
culturas originais e mantidas em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 37 °C por
24 horas, no entanto, para amostras fungicas até 48 horas. Posteriormente, as
amostras foram cultivadas em placas de Agar Nutriente a 37°C por 18-24 horas e
amostras fungicas até 48 horas. Col6nias isoladas foram entdo ressuspendidas em
3mL de solucéo fisiol6gica NaCl 0.89% estéril até atingir uma turbidez equivalente
na escala 0,5 de Mc. Farland 1,5x10% bact/mL. Os testes foram realizados em
triplicatas (CLSI, 2008).

O potencial antimicrobiano do extrato bruto hidroalcéolica foi avaliado pela
técnica de perfuracdo em meio Miiller Hinton, fez-se o semeio dos microorganismos
e em seguida o meio foi perfurado com cilindros de (6 mm), posteriormente foram
colocados nos pogos 100 uL do extrato vegetal e seus respectivos controles,
utilizou-se cloranfenicol como controle positivo (0,004/10ml) para as bactérias e
cetoconazol (400mg/5ml) para a amostra fungica. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 horas para amostras bacterianas e fungicas até 48 horas. Apds incubacao,
foi medido o diametro do halo de inibicdo do crescimento quando presente.
(CLEELAND; SQUIRES, 1991).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PESO SECO E RENDIMENTO DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO

Através da gravimeétrica e da media aritmética, determinou-se o peso seco
do extrato hidroalcodlico, cujo valor foi de 0,046 g/mL, com um total de massa obtida
de 34 g e rendimento de 17%.

6.2 Prospecgéao Fitoquimica da Annona tomentosa

‘A triagem fitoquimica caracteriza-se pela identificacdo de compostos
quimicos presentes na matéria prima vegetal” (SILVA et.al). Desse modo é que,
através dos testes fitoquimicos realizados no extrato bruto hidroalcodlico das cascas
do araticum bravo, foi possivel identificar a presenca de diferentes compostos
organicos, assim como suas intensidades, descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcodlico das
cascas da Annona tomentosa

Constituintes Resultados

Taninos flobabénicos (taninos condensados ou

catéquicos) ++
Fendis ++
Flavonéides,antocianidinas,antocianinas ++
Leocoantocianidinas, catequinas, flavononas +++
Catequinas (confirmagao) -
Esterdides Livres ++
Saponinas (Heterosideos saponinicos) +++
Confirmacao de saponinas +++
Alcalbides 4+

Forte: +++ médio: ++  baixo: + Suspeito: s Insuficiente: -
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Os resultados foram satisfatérios, pois os constituintes identificados
possuem grande importancia para a quimica medicinal, dentre eles a presencga de
taninos, flavonoides, saponinas e os alcaldides nas cascas do Araticum bravo como
mostra a (Figura 20). Os taninos sdoamplamente aplicados no curtume de couros
(ALMEIDA, S.P. et al. 1998). No que tange a aplicacao terapéutica, os taninos
previnem a peroxidacao de lipidios e degradacao de nucleotideos (LOPES, G.K.B et
al.,, 1999, PIETTA, P.G. 2000), e aceleram o processo de cicatrizagdao (PANIZZA, S
et al. 1988). Ja os flavondides InUmeras atividades biolégicas estdo associadas a
esse grupo, como, por exemplo, funcbes antioxidante, antiinflamatéria e
anticancerigena (VERDI, L.G et al. 2005). A formacédo de espuma estavel em tubo
de ensaio, por intermédio de agitagao vigorosa do extrato, revelou a presenca de
saponina. As saponinas tém sido associadas as atividades hemolitica, antiviral,
antiinflamatéria (SIMOES, C. M. O. et al. 2004) e reducdo na falha congestiva
cardiaca por de inibicao do efluxo celular de Na+ (SCHNEIDER, G. & WOLFLING, J.
2004). Os alcalbides apresentam grande atividade bioldgica, tais como, antitumoral,
anestésica, antimaldrica e apresenta atividade antidepressiva, sendo assim de
grande importancia farmacoldgica (BRUNETON, 1999).
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(a) (b) (c) (d)

Extrato Bruto
Flavonois
Catequinas

Taninos Flobabénicos

Confirmacéao de Catequinas
Confirmagéo de Saponinas

Esteroéides Livres
Saponinas

Dragendorff

Formacao de ppt Formacao de ppt
Teste para Alcalbides

Fonte: autora (2016)
Figura 20: Confirmacgéo de alguns compostos durante os testes fitoquimicos.
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6.2.1 Teste para Alcal6ides em Cromatografia
O extrato bruto éter/cloroféormio, extraido a partir da base organica do

extrato bruto da espécie vegetal Annona tomentosa, foi possivel observar evidéncia

forte caracteristico de alcaldides como pode ser observado na (Figura 21).

1

1

|

1
1

1
<€—d,.:5,76cm :
<€—d,.:4,76 cm |
1

1

1

1

1

1

|

D:10,0cm

<€—d;.:3,57cm

<€—d;.:1,79cm
<€— d;.:0,8cm

Figura 21: Placa do extrato éter-cloroformio e utilizando como fase movel
DCM:Metanol (9,5:0,5) e revelado com reagente de dragendorff, com
seus Rfs=0,08; 0,179; 0,357; 0,476; 0,576.

6.3Atividade Antimicrobiana in vitro

Tabela 5: Resultados do teste de perfuracdo para atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcodlico das cascas da Annona tomentosa

Halos de inibicao (mm)

Microorganismos Extrato bruto
hidroalcodlico

Escherichia coli 35218 R
Pseudomonas aeruginosa 27853 10
Klebsiella pneumoniae 700603 12
Staphylococcus aureus 25923 20
Acinectobacter baumannii (Isolado clinico) 20
Candida albicans (isolado clinico) 15

R:Resistente
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e Bactérias Gram-negativas

(a) (b)
Figura 23:Placa do teste de perfuracdo para a bactéria Pseudomonas aeruginosa

27853. Imagem por fora (a), imagem por dentro (b).
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Figura 24:Placa do teste de perfuragdo para a bactéria Klebsiella pneumoniae
700603.

e Bactéria Gram-positiva

(a) (b)
Figura 25:Placa do teste de perfuracao para a bactéria Staphylococcus aureus

25923. Imagem por fora (a), imagem por dentro (b).
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e Isolados clinicos

(a) (b)
Figura 26:Placa do teste de perfuracdo para a bactériaAcinectobacter baumannii.

Imagem por fora (a), imagem por dentro (b).

(b)
Figura 27: Placa do teste de perfuragédo para o fungoCandida albicans. Imagem por

fora (a), imagem por dentro com aproximagéo para atividade
antimicrobiana da casca (b).

Utilizou-se os seguintes critérios para a classificacdo da atividade
antimicrobiana (CIMANGA, et al. 2002): halo de inibigado=15 forte inibigao, 10<halo
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de inibicdo<15 inibigdo moderada e halo de inibigdo<10 inativo. Logo, dentre as
bactérias utilizadas os resultados demonstraram que as cascas de Annona
tomentosa apresentou potencial inibitério sobre a bactéria Gram-positiva e os
microrganismos clinicos com destaque para S. aureus e A. baumanni com formacao
de halo de (20mm) respectivamente. Estudos relatam a atividade antimicrobiana do
extrato bruto do caule da espécie Annona hypoglauca frente a bactérias Gram
positivas, resultado também encontrado pela espécie em estudo na cepa de S.
aureus.

Pesquisa realizada por (SADER et al, 2001), mostraram que o0s
patdbgenos mais frequentemente isolados em alguns hospitais brasileiros foram
Staphylococcus aureus (22,8%) essa € a responsavel por metade das infeccoes
hospitalares e mata cerca de 100 mil pacientes a cada ano nos Estados Unidos
(DEMAIN e SANCHEZ, 2009), seguidos pela Escherichia coli (13,8%) e a
Pseudomonas aeruginosa (13,3%). As infec¢gbes fungicas, tornaram-se também
importantes causas de infec¢coes hospitalares, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, ou também por outros fatores predisponentes (MIRANDA et
al., 2003).

A bactéria Gram-negativa, Escherichia coli 35218, apresentou resisténcia
frente ao extrato bruto Hidroalcodlico, As bactérias Gram-negativas sao citadas por
possuirem resisténcia a muitos dos antibiéticos comercializados, sendo a E. coli a
mais proeminente, essa bactéria € causadora de outra doencga infecciosa que ainda
mata muitas pessoas é a diarréia.

A complexidade das bactérias Gram-negativas as torna menos
suscetiveis aos agentes antimicrobianos (TADEG et al.,, 2005). A raz&o para a
diferenca na sensibilidade entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como
observado na Tabela 5, pode estar ligada a diferencas na constituicao morfol6gica
desses micro-organismos, parecem diferir da constituicio da parede celular
bacteriana, composta por peptideoglicano, polimero complexo, além desta estrutura,
as bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que confere a
este grupo de micro-organismos uma efetiva barreira de permeabilidade,
restringindo a penetracdo de alguns compostos. O conhecimento das diferencas
entre as paredes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas € da mais alta
relevancia para o estudo do mecanismo de acdo dos quimioterapicos, de



52

patogenicidade e de outros tantos assuntos relacionados diretamente a composicéao
quimica e estrutura da parede bacteriana (SCHAECHTER et al., 2002).

Embora nas amostras analisadas, ndo se possa apontar ainda qual o
composto responsavel pela atividade antimicrobiana, pois estudos posteriores de
isolamento e identificacdo dos principios ativos sdo necessarios, € possivel indicar
estas espécies para estudos quimicos e biolégicos mais especificos devido a boa
acado antimicrobiana observada e pela presenca de metabdlitos potencialmente

ativos.
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7 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais utilizadas neste trabalho podemos concluir que:

v A triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico demonstrou que a espécie
testada apresenta metabolitos secundarios interessantes dentre eles, os
taninos, flavondides, saponinas e os alcal6ides, como consta na literatura.

v Através da técnica de cromatografia do extrato bruto foi possivel confirmar a
presenca de alcaldides.

v" Os resultados obtidos neste trabalho apontam um grande potencial inibitério
sobre a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus e o isolado clinico A.
baumanni com formacao de halo de inibicdo (20mm) respectivamente, O que
permite a continuacao do estudo e novas possibilidades para a producao de

um novo antimicrobiano de origem vegetal.
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REAGENTES E SOLUCOES UTILIZADOS NA PROSPECCAO DOS
CONSTITUINTES FITOQUIMICOS.

<>

Cloreto Feérrico: Dissolva 9 g de cloreto férrico em cerca de 50 mL de 4gua e 2
mL de acido cloridrico 3N e dilua com g.s. de alcool etilico para obter 100 mL.
Acido Cloridrico (3N): Dilua 33,3 mL de HCI concentrado com agua até obter
100 mL. Esta solugéo € correspondente a 10% p/v de HCI.

Hidroxido de Amoénio concentrado: Separe e reacondicione porgdes de 100
mL em frascos de tampa rosqueada. CUIDADO: evite aspirar os vapores € 0
contato com os olhos, pele e Mucosas.

Anidrido Acético: Meca 250 mL de anidrido acético, “pro analise” transfira
rapidamente para um frasco de tampa rosqueada.

Mistura Eter-cloroférmio (3 + 1): Em uma proveta de 1000 mL colocar 770 mL
de éter etilico e adicionar 330 mL de cloroférmio. Transfira para um frasco de
tampa segura. Conservar longe do calor.CUIDADO: vapores toxicos e
inebriantes. Evite aspirar os vapores.

Reagente de Dragendorff (lodobismutado de Potassio): Junte 50 cm® de agua
a 5 g de carbonato de bismutila, adicione 12 cm® de HCI e agite até sua quase
dissolucao; junte, aos poucos e agitando sempre, 25 g de iodeto de potassio e,
apoés dissolucao, complete com agua até obter 100 mL.

Reagente de Dragendorff Modificado (reagente de pulverizacao de
cromatoplacas ou papel): Em um baldo de 100 mL, junte a 25 mL do reagente
de Dragendorff, 18 mL de &cido acético e complete os 100 mL com agua
destilada.

Reagente de Hager (solucao saturada de acido picrico): Dissolva 12 g de
acido picrico em 100 mL de agua quente. Deixe esfriar e filtre. Conserve em
frasco de tampa esmerilhada.

Reagente de Mayer (lodomercurato de potassio): Dissolva 1,35 g de cloreto
de mercurio em 60 mL de dgua e 5 g de iodeto de potassio em 20 mL de agua.
Misture as duas solucdes e dilua com agua ate obter 100 mL.



