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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados obtidos para os estudos fitoquimico e
microbioldgico do extrato hidroetanodlico a 70%, suas fracdes e metabdlitos isolados a partir
das folhas do Biribazeiro (Annona mucosa Jacq.). Inicialmente realizou-se a preparagdo do
extrato hidroetanolico (70%) das folhas do vegetal e uma triagem fitoquimica em busca dos
metabolitos secundérios de estudo. Os testes confirmaram a presenca de taninos, flavonadis,
flavanonas, flavanonois, xantonas, leucoantocianidinas, antocianidinas, esteroides livres,
saponinas e alcaloides. Em seguida realizou-se o fracionamento organico do extrato bruto, e
através de cromatografia em camada delgada da fragao cloroformica realizou-se a separagao de
misturas de alcaloides e flavonoides que foram identificados, através de técnicas hifenadas de
LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS", como o alcaloide romucosina € a antocianidina
delfinidina-3-O-B-glucopiranosideo. Além do isolamento e identificagdo de metabdlitos
secundarios, esse trabalho apresenta resultados para a avaliagdo microbiologica através da
técnica de difusao em meio solido de perfuragdo em pocos com amostras do extrato
hidroetanolico 70% bruto bem como de fragdes e metabolitos isolados. Através desses ensaios
foram obtidos resultados satisfatorios frente a bactéria Staphylococcus aureaus ATCC e ao
fungo Candida albicans e ao isolado clinico de Salmonella spp atribuindo-se essas atividades
aos alcaloides e flavonoides identificados. Os resultados fitoquimicos obtidos corroboram a
identificacdo botanica da espécie estudada Annona mucosa Jacq. como pertencente a familia
Annonaceae, devido a presenga de substancias que sdo comumente encontradas em vegetais
pertencentes a essa familia e através da avaliacdo microbiologica como importante fonte de
substancias quimicas na produ¢do de novos medicamentos.

Palavras chave: prospec¢do fitoquimica, alcaloides, flavonoides, atividade microbiologica,
Annona mucosa Jacq.



ABSTRACT

The present work describes the results obtained for the phytochemical and microbiological
studies of the hydroethanolic extract (70%), its fractions and isolated metabolites from the
leaves of the Biribazeiro (Annona mucosa Jacq.). Initially, a preparation of the hydroethanolic
extract (70%) was done from the leaves of the plant and a phytochemical screening in search
of the interest secondary metabolites The test confirmed the presence of tannins, flavonols,
flavanones, xanthones, leucoantocianidines, anthocyanidins, free steroids, saponins and
alkaloids. Then the crude extract was partitioned and from the chloroform fraction was made
the separation of alkaloids and flavonoids mixtures by thin layer chromatography (TLC)
techniques, and the compounds was identified by hyphenated techniques such as HPLC-ESI-
IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MS", as the alkaloid romucosin, and the anthocyanidin delfinidine-
3-O-B-glucopyranoside. In addition to the isolation and identification of secondary metabolites,
this work also present results for a microbiological evaluation through agar diffusion method
with the crude hydroalcoholic extract, fractions and isolates metabolites samples. Thought this
was observed satisfactory results against the bacterium Staphylococcus aureaus ATCC and the
fungus Candida albicans and clinical isolates of Salmonella spp. attributing these activities to
identified alkaloids and flavonoids. The phytochemical results corroborate the botanical
identification of the studied species Annona mucosa Jacq. as belonging to the Annonaceae
family, through the occurrence of metabolites common to this family, and through
microbiological evaluation as an important source of chemicals in the production of new drugs.

Keywords: phytochemical prospection, alkaloids, flavonoids, microbiological activity,
Annona mucosa Jacq.
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1. INTRODUCAO

Metabolitos secundarios sdo produzidos por diversos tipos de espécies vegetais, bem
como de fungos, bactérias e alguns animais, e tem sido alvo de estudos devido a possibilidade
de utiliza¢do de diversos desses constituintes quimicos na producgdo de fitomedicamentos, ou
até mesmo na obtencao de principios ativos utilizados pela industria farmacéutica na produgao
de farmacos, como ¢ o caso dos medicamentos compostos por substancias como o acido

salicilico, a atropina, o taxol, o quinino ou a morfina, todos obtidos a partir de vegetais.

As aplicagdes dos metabdlitos secundarios vao desde o tratamento de inflamagdes
simples, até o tratamento de doengas como o cancer, sendo que de 1940 a 2014, das 175
moléculas descobertas, 85, o equivalente a 49%, sdo de origens vegetais, resultado de aplicacao
diretas dos metabolitos isolados de plantas, ou de derivagdes desses metabdlitos (CRAGG;
NEWMAN, 2016). Muitas dessas substancias tém eficacia comprovada, como ¢ o caso da
vincristina, utilizada como principio ativo de medicamentos utilizados no tratamento de casos

agudos de leucemia.

O Brasil ¢ um pais com grande area territorial, varios biomas distintos e com uma vasta
riqueza vegetal e animal, de forma que € possivel encontrar cerca de 350.000 a 500.000 espécies
vegetais diferentes, distribuidas ao longo de todo o territorio, o que corresponde a um total de
20% de todas as espécies vegetais do mundo (ALBUQUERQUE et. al, 2007a). Estudos na area
de produtos naturais tornam-se importantes dada a quantidade de espécies vegetais contidas no
territorio nacional, bem como a exclusividade de um bioma tipicamente brasileiro, como ¢é o

caso do bioma da caatinga.

Estudos relacionados a familia Annonaceae tem sido realizado ao longo de vérios anos,
sendo isolados varios metabolitos secundarios de diversas espécies vegetais que compdem essa
familia. Ensaios biologicos de extratos ou compostos isolados de partes desses vegetais
comprovam a eficacia dos medicamentos utilizados na medicina popular em que se utilizavam
as folhas, cascas ou sementes de frutas de espécies dessa familia no tratamento de diabetes, a
partir do ché de folhas de graviola (Annona muricata) ou como anti-inflamatorio com o cha de

folhas, caule ou frutos de pimenta de macaco (Xylopia aromatica Mart.) (GRANDI et al., 1989)

Apesar de serem estudadas ao longo de muitos anos, o principal foco de estudo desses

vegetais foi na obtencdo de metabolitos secundarios como os alcaloides e as acetogeninas,
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sendo este ultimo um metabdlito exclusivos de vegetais pertencentes ao género Annona
(CORTES, et al., 2014), e a pouca preocupacgdo dada a avaliagdo bioldgica dos metabolitos
isolados, bem como a caréncia de estudos farmacoldgicos mais direcionados que avaliassem a
possibilidade de tais metabolitos se tornarem medicamentos ou até mesmo a possibilidade de

extratos desses vegetais se tornarem fitomedicamentos.

O estudo de vegetais do género Annona torna-se importante ja que esse género
compreende um grande numero de espécies vegetais, distribuidos amplamente em regides
tropicais, e por serem amplamente utilizada na medicina popular, sobretudo no Brasil, ja que
os vegetais e frutos de algumas espécies podem ser facilmente encontrados em diversas regides.
A existéncia de pouco enfoque na comprovacdo das atividades biologicas observadas na
medicina popular credita ao género grande potencial de estudo. Além disso o género Annona
apresenta metabdlitos como alcaloides, flavonoides e acetogeninas, que sdo compostos com
diversas atividades bioldgicas comprovadas e em alguns casos elevadas toxicidades, e por isso
precisam de estudos farmacologicos mais detalhados que avaliem a seguranga do uso de
determinados medicamentos que utilizem, ou contenham, tais metabdlitos (FOGLIO et al.,
2006). No caso dos alcaloides e acetogeninas atencao especial deve ser dada ja que estudos com

esses metabdlitos comecaram a ganhar importancia nos ultimos anos.
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2.1

2.2

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Isolar e identificar metabdlitos secundarios de interesse que possam ter aplicacdes
bioldgicas, no extrato hidroetanodlico a 70% das folhas da espécie vegetal Annona

mucosa Jacq.

Objetivos especificos

Identificar fitoquimicamente classes de metabodlitos secundarios da espécie vegetal
Annona mucosa Jacq;

Isolar através de técnicas cromatograficas os metabolitos secundarios de interesse
bioldgico presentes no material vegetal,

Identificar os metabolitos isolados através de técnicas acopladas LC-ESI-IT-MS/MS e
FIA-ESI-IT-MS";

Avaliar a atividade biologica do material vegetal através de ensaios bioldgicos do
extrato bruto, fragdes obtidas e substancias isoladas frente a fungos e bactérias de
interesse;

Contribuir de forma geral com os estudos quimicos e biologicos da espécie vegetal

estudada, bem como de sua familia botanica.
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O uso de plantas medicinais no Brasil

O Brasil ¢ um pais rico em biodiversidade vegetal, tendo em toda a sua extensdo um
representativo de 20% do numero de espécies do mundo, nimero que vai de 350.000 a 500.000
espécies vegetais. Dessa riqueza de espécies sao conhecidas, através da medicina popular,
diversos vegetais que apresentam propriedades bioldgicas, sendo utilizados como
medicamentos nas formas de chas, emplastos, etc. de maneira até mesmo indiscriminada por
nao haver comprovagao, em algumas situacoes, de tais propriedades bioldgicas (Albuquerque

et. al. 2007a; Maciel et. al. 2002).

Os primeiros registros da utilizagdo de remédios obtidos de materiais vegetais datam da
época do Brasil coldnia, ja que por falta de medicamentos trazidos da Europa, os médicos
portugueses utilizavam do conhecimento adquirido dos indios para a obtengdo de
conhecimentos sobre determinados vegetais que poderiam ser utilizados para curar

determinadas enfermidades (VEIGA 2002).

A utilizacao de medicamento oriundos de vegetais, os fitoterapicos, foi regulamentada
pela OMS em 1978, e essa regulamentacao trazia consigo o objetivo do estudo de diversas
espécies vegetais, de forma que o conhecimento popular pudesse estar aliado com o
conhecimento cientifico, e assim fossem realizados estudos que comprovassem a eficacia de
determinados medicamentos em suas mais diversas aplicagdes. Muito foi proposto acerca da
utilizagdo de fitoterapicos nos hospitais no Brasil e em 2005 o SUS propos a inclusdo de
diversos medicamentos fitoterapicos como tratamentos para diversas enfermidades. As espécies
vegetais foram inseridas nos programas de atendimento hospitalar seguindo critérios como: Ter
eficiéncia comprovada, ser de facil cultivo, ter baixa toxicidade, estar inserida no Programa
Farmacia Viva, ter baixa incidéncia de efeitos colaterais e estar presente em farmacopeias ou

livros oficiais (Ministério da Satde).

3.2 Aplicacdes de produtos naturais no desenvolvimento de farmacos

Medicamento oriundos de vegetais sdo utilizados pelo homem desde os primordios dos
tempos, na busca por alivio de dores e cura de doengas, e além disso no controle de pragas e
infestagdes em plantacdes. Atengdo especial deve ser dada as civilizagdes egipcias, que
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utilizavam extratos de produtos naturais na conservagdo de mumias, greco-romana, onde
diversos produtos vegetais eram utilizados como venenos para a defesa e caca, e chinesa, que
contribuiu enormemente com a quimica de produtos naturais com uma rica diversidade de

aplicacdes de vegetais na medicina tradicional. (BOLZANI; VIEGAS, 2006).

Muitos dos medicamentos obtidos atualmente sdo decorrentes do acumulo de
conhecimento sobre as propriedades curativas e toxicas de diversos vegetais sendo estes
acumulados ao longo dos anos, tais conhecimentos permitiram que substancias como o acido
salicilico (1), a atropina (2), a pilocarpina (3), o quinino (4), a artemisinina (5), o taxol (6), a
digoxina (6) e a morfina (7) (Figura 01) fossem isolados como principios ativos de diversas
espécies vegetais (ALVES, 2001). Para o tratamento de cancer, uma doenca grave, de 1940 a
2014 das 175 moléculas descobertas, 85 (49%) sdo aplicagdo diretas de metabolitos isolados de
plantas, ou de derivagdes desses metabolitos (CRAGG; NEWMAN, 2016).

Hy—N

Figura 1: Principios ativos de farmacos obtidos de produtos naturais. Fonte: ALVES (2001)

O isolamento de produtos naturais ¢ visto como uma importante fonte na descoberta de
substancias que sejam citotdxicas para células tumorais, e possam ser utilizadas contra o cancer,

dentre as substancias isoladas da-se grandes destaque para a vimblastina e a vincristina (8 € 9,
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Figura 02), isoladas de Catharrantus roseus, o etoposideo e o teniposideo (10 e 11, Figura 02)
e para os antineoplasicos camptotecina (13, Figura 02) e seus derivados topotecan e irinotecan
(14 e 15, Figura 02) e para o taxol (12, Figura 02). Como muitas dessas substancias sdo obtidas
em pequenas proporgdes € sob condi¢des muito especificas que determinam a produgao de tais
metabolitos pelo vegetal, muito tem sido estudado com relacdo a rota biossintética desses

farmacos, ja que eles apresentam interesse comercial. (BOLZANI; VIEGAS, 2006).

13-R,R7H
14 -R= CH,
R,= CH,N{CH,),

Figura 2: Principios ativos de medicamentos anticancerigenos e antineoplasicos obtidos de
metabolitos secundarios. Adaptado de BOLZANI; VIEGAS (2006)

Cerca de 50% de todos os medicamentos utilizados sdo de origem sintética, e 25% de
origem vegetal. Em paises industrializados, 25% dos medicamentos prescritos sdo de origem
vegetal, sendo essas substancias obtidas de apenas 90 espécies vegetais diferentes. Muito ainda
deve ser investido em pesquisas farmacologicas por diversos paises ja que nos ultimos 20 anos
os medicamentos encontrados no mercado sdo oriundos de pesquisas cientificas da China,

Coreia e Japao, sendo bem menor a contribui¢do de outros paises. (FOGLIO et. al, 2006).
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Espera-se que o isolamento de principios ativos de diversos farmacos, a partir de
materiais vegetais, deva ser ainda mais explorado embora muito ja tenha sido estudado visto
que diversas espécies vegetais sdo utilizadas como medicamentos sem respaldo cientifico
sobretudo quanto a sua eficicia e seguranca. Além disso, apenas 17% de todas as espécies
vegetais disponiveis ja foram estudadas, sendo que na maioria das vezes ndo houve um
aprofundamento quanto as propriedades fitoquimica e farmacologicas dos seus extratos

(FOGLIO et. al, 2006).

33 Consideracoes sobre a familia Annonaceae

As anonéceas pertencem a ordem da Magnoliales, sendo esta ordem subdivida nas
familias das Annonaceae, Magnoliaceae e Myristicaceae, compreendendo cerca de 120
espécies. No Brasil ¢ possivel encontrar, dessa familia, 29 géneros e cerca de 392 espécies

(BARON, 2010; MAAS et. al. 2015a), distribuidas em todo o territério nacional.

A familia das anondceas também ¢ dividida nas subfamilias: Ambavioideae, que possui
nove géneros ao todo, mas apenas o Tetrameranthus ocorre no Brasil, Anaxagoreoideae,
contendo o Unico género Anaxagorea, Annonoideae, que ¢ a subfamilia que apresenta a maior
quantidade de géneros no Brasil, sendo ao todo 12, dentre eles os géneros Annona, Duguettia,
Guatteria e Xylopia ¢ a subfamilia Malmeoideae que aparecem em maior nimero na Asia,

sendo encontrado apenas o género Malmeeae no Brasil, (LOPES, SILVA, 2014).

Essa familia apresenta distribuicdo nas regides tropicais observando-se sua maior
ocorréncia na América Central e do Sul, no continente Asiatico ¢ na Africa (MAAS et al. 2011;
CHATROU, 2012), na Figura 03 (pagina 21) € possivel observar a distribuicao geografica dessa

familia.
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|| BiE

Figura 3: Distribui¢io geografica da familia Annonaceae. Fonte: TROPICOS!

Na América do Sul, o Peru lidera a contagem do niimero de espécimes, com 6118
representantes dessa familia, logo em seguida vem o Equador, com 2964 espécimes, ¢ em
terceiro lugar o Brasil, com 2299 espécimes (TROPICOS'). No Brasil pode-se observar
vegetais dessa familia principalmente nos biomas da Mata Amazdnica, Mata Atlantica, € no
Cerrado, sendo possivel encontra-las em menores propor¢des nas demais regioes (LOPES;

SILVA, 2014).

Essa familia ¢ composta por vegetais arboreos, arbustivos, semi arbustivos e lianas,
caracterizados por apresentar casca fibrosa, folhas simples, alternas e disticas (exceto para o
género Tetrameranthus, que possui folhas espiraladas) com peciolo pequeno e sem estipulas
(GALASTRI, 2008), flores que variam de tamanho ou cor, podendo ser esbranquig¢adas, creme-
amareladas, alaranjadas, esverdeadas ou até vinho. As anonaceas sdo facilmente reconhecidas
através do forte odor liberado quando sdo cortadas suas folhas, ramos ou tronco, pelas longas e
resistentes fibras presentes na casca (RIBEIRO et. al. 1999) e pelo aroma que suas flores exalam

que simulam, dependendo da espécie, o odor dos frutos maduros (RINALDI, 2007).

As anonaceas sao cultivadas por apresentarem um bom potencial comercial, sendo sua

madeira utilizada na construgdo civil ou de embarcagdes, algumas espécies possuem flores das

!Disponivel em: <http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=42000007&tab=maps>, consultado em
abr/2017.

21



quais podem ser produzidos perfumes através da extracdo dos oleos essenciais, como plantas
ornamentais, no paisagismo urbano, e principalmente por conta dos frutos, que podem ser
utilizados na producdo de sucos e sobremesas (GALASTRI, 2008; JUDD et. al., 1999;
RABELO, 2014).

Na medicina popular, utilizam-se diversas partes do vegetal de diversas espécies de
anonaceas na cura de alguns males, como apresentado na Tabela 1 (pagina 23), e muito tem
sido estudado por conta de suas aplicagdes farmacoldgicas e potencial no desenvolvimento de
medicamentos, ja que diversas espécies apresentam metabdlitos secundarios bioativos, como

alcaloides, acetogeninas, terpenos e flavonoides (SILVA et. al. 2009).

Em estudos realizados com extratos dessa familia obtiverem-se diversas atividades
biologica como atividade antileishmania (RAYNAUD-LE GRANDIC et al, 2004),
antioxidante e citoprotetora (BARRECA et al., 2011), citotdxica, apresentando potencial
antitumoral (BETANCUR-GALVIS et al., 1999; FORMAGIO et al., 2013b; SILVA et al.,
2007), anti-inflamatéria (FORMAGIO et al., 2013a; FORMAGIO et al., 2013b), antiviral
(BETANCUR-GALVIS et al., 1999) e ainda um estudo expondo sobre a eliminagdo de radicais
livres, atividade antiproliferativa, anti-inflamatoria e hipoglicemiante, atribuindo estes efeitos

a presencga de flavonoides no extrato e fragdes avaliados (FORMAGIO et al., 2013a).
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Tabela 1: Aplicacdes de anondceas na medicina tradicional. Adaptado de RODRIGUES

(2016) e RABELO (2014)
Aplicacio na
Forma de pheas
Espécie Parte utilizada medicina Referencia
preparo
popular
Anaxagorea
Folhas e casca Infusdo Dores de cabeca MAAS et. al (1984)
dolichocarpa
FENNER et. al.
Annona Furunculos, aftas
Folhas In natura (2006); SOUZA et
squamosa e ulceras
al. (2012)
FARIAS et al
| | (2013)
Duguetia Dismenorreia,
Folhas Infusdo ) RODRIGUES;
Sfurfuraceae Reumatismo
CARVALHO
(2011)
1 Sementes 1 Infusao 1 Diarreia RODRIGUES;
Annona dioica 2 Frutos 2 Cataplasma 2 Emoliente CARVALHO
3 Folhas 3 Infusdo 3 Reumatismo (2011)
VENDRUSCOLO;
Annona sylvatica folhas - Baixar pressdo MENTZ
(20006)
RODRIGUES;
Annona Decocto ou
sementes _ Diarreia CARVALHO
cassiflora infusdo
(2011)
(RODRIGUES;
1 digestivo CARVALHO,
1 frutos
Xylopia Decocto ou 2 anti- 2001, BLAIR et al.,
2 folhas e casca
aromatica infusdo inflamatorio 1991,
3 casca
3 antimalarico SUFFREDINTI et
al., 2007)
Ameba, gripe,
hemorroidas,
Annona Vitaminas, (FREITAS et al.,
Folhas, casca perda de peso,
muricata sucos ou cha 2012)
doencas no
coracao
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34 Consideracoes sobre o género Annona

O género Annona, da familia Annonaceae, pertence a subfamilia Annonoideae tem cerca
de 200 espécies, distribuidas a longo das regides tropicais, nos continentes da América do sul e
Central, e na Africa, como pode ser observado na Figura 04, (MAAS et. al., 2011) sendo
acrescida a esse género outras 44 espécies que antes pertenciam ao género Rollinia (RAINER,
2007). No Brasil encontram-se cerca de 83 espécies nos biomas de Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica, Mata Amazonica e Pantanal (LOPES; SILVA, 2014).

Item

1 I 2+

Figura 4: Distribui¢io geografica do género Annona. Fonte: TROPICOS?

Economicamente o género Annona ¢ bastante explorado, sendo comercializadas
principalmente os frutos das espécies Annona cassiflora (araticum), Annona squamosa (fruta-
do-conde), Annona muricata (graviola), Annona reticulata (fruta da condessa), e Annona
cherimolia (cherimoia), utilizados amplamente no consumo in natura ou na preparacdo de

sobremesas ¢ sucos. (LORENZI; MATOS, 2002).

Além da exploragdo economica, diversos vegetais desse gé€nero sdo utilizados na
medicina popular, como a graviola (4. muricata), utilizada por diversas tribos da regiao
amazonica no tratamento de aftas, como antitérmico, diurético, no combate a insdnia, contra

dores de cabegca e como emagrecedor (RINALDI, 2007), a ata, ou fruta-do-conde (4.

2 Disponivel em <http://www.tropicos.org/Name/40015439?tab=maps>, consultado em abr/2017
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squamosa), utilizada no tratamento de furtinculos, tlceras e aftas e o marolinho (4nnona dioica)
utilizada contra reumatismo, ou no tratamento de diarreias. Os frutos dessa espécie também sdo
utilizados no tratamento de infec¢des de pele ou como inseticida (VEGA et al, 2007). Muitas
dessas atividades bioldgicas observadas sao atribuidas a presenga de alcaloides e acetogeninas

nos extratos desses vegetais.

O género Annona ¢ amplamente estudado devido a presenca de diversos constituintes
sintetizados através do metabolismo secundario desses vegetais. Os principais metabolitos
estudados para essa classe de vegetais sdo as acetogeninas, os alcaloides isoquinolinicos, os
diterpenos, esteroides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, lactonas, flavonoides e

cetonas (RODRIGUES, 2016).

Na Figura 05 sdo apresentadas as estruturas de algumas substancias isoladas de vegetais
do género Annona, sendo estes a acetogenina atremolina (16), isolada de Annona x atemoya, o
alcaloide liriodenina (17), isolado de 4. squamosa, o flavonoide luteonina-7-O-glucosideo (18),

isolado de Annona tomentosa e o terpeno annomosina (19), isolado de 4. squamosa.

0 0

OH OH OH
HAC

= (CHaln 0 0 .CH,
(CHo)n

Figura 5: Metabolitos secundarios isolados do género Annona. Fonte: RABELO (2014)
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3.5  Metabdlitos secundarios do género Annona

Os Metabolitos secundarios, ou produtos naturais, sdo uma classe de compostos
organicos produzidos por um organismo especifico, ou por um pequeno numero de organismos,
que na maioria das vezes se apresentam como ndo essencial para o organismo, seja ele um
animal, inseto ou vegetal, diferentemente os metabolitos produzidos por atividade primadria,
como os agucares, aminodcidos, acidos nucléicos, e seus polimeros (MANN, 1987). Na Figura

6, tem-se um esquema da biossintese total de tais metabolitos.

CO, + H,O (fotossintese}

|

GLICOSE

> Polissacarideos
(outros agucares com

4,5, 8, 7 carbonos} Glicosideos
GLICOLISE Ciclo da Pentose Fosfato e Acidos Nucléicos
\ . .
A\
Y
H——0H
CHz —1—0H

Eritrose 4-fosfato
\

ra
Acido fosfoenol | opP
pirivico
0 OH

Derivados do Acido Cindmico
GHa Outros compostos Aromaticos

= ) (lignanas)
Acido pirtvico

0 oH .
Acido chiquimico

J

. CICLO DO Aminoacidos aromaticos| Peptideos, Proteinas, Alcaloides
ACIDO CITRICO - ’ ’
Aminoacidos alifaticos | Penicilinas: Peptideos ciclicos
il
HaC SCoA CH,COSCaA [ I
Acetil Coenzima A —_— HaCl—C—CHC—SCoA
LCDz lcmoosw
ozc_CHzg_chA HaC OH | soprendides:
/\\M —* (Terpenos, Esterdides
i CH,COSCaA Carotenos}
M evalonato
Policetideos ™ Dolifendis
Acido Graxos o Poliacetilenos
Prostaglandinas
Antibidticos

macroclinicos

Figura 6: Rotas biossintéticas do metabolismo secundario de vegetais. Adaptado
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A principal fun¢ao apontada para tais substancias ¢ a de protecao do organismo. No caso
das plantas, eles sdo os principais responsaveis em garantir a sobrevivéncias das espécies onde
ocorrem, por apresentarem atividades antibioticas, antifingicas e antivirais ou para proteger
tais organismos de patdgenos, e além disso, podendo também ter fun¢do antigerminativa ou
toxica para outras plantas, o que diminui a competi¢ao por nutrientes. Além disso, alguns destes
metabolitos constituem importantes compostos que absorvem a luz ultravioleta evitando que as

folhas sejam danificadas (FUMAGALLI, et al. 2008).

A biossintese de produtos naturais ¢ regulada por diversos fatores sendo um deles a
predisposicao genética do vegetal a produzir tal metabdlito, e em alguns casos através de
estimulos externos, o que classifica as defesas produzidas em: Defesas constitutivas, por
estarem sempre presentes nos vegetais, independentemente de qualquer estimulo que a planta
possa sofrer. E em defesas induzidas, as quais ocorrem quando o vegetal sofre algum tipo de
estresse ou ataque de algum animal, isso faz com que ocorra a produ¢ao do metabolito, e

também o acumulo dele durante certo periodo de tempo (LEVIN, 1973).

A grande diversidade de produtos naturais observadas decorre do nimero de reagdes
que podem ser seguidas nas rotas biossintéticas que diferenciam tais metabolitos. Os principais
“blocos de construgdo” desses metabolitos, segundo MANN (1987), sdo os compostos

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Principais “blocos de constru¢do” de produtos naturais. Fonte: MANN (1987)

Precursor de muitos compostos aromaticos,
Acido chiquimico incluindo os aminoacidos aromaticos, acido

cinamico, ¢ alguns polifendis.

Precursor de alcaloides e antibioticos peptideos,

Aminoacidos ] ) o .
incluindo a penicilina e a cefalosporina.
Precursor de poliacetilenos, prostaglandinas,
antibioticos macrociclicos, polifendis, e
Acetato

isoprenoides (terpenos, esteroides, e

carotenoides)
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Alguns constituintes quimicos de grande importancia econdmica e valor nutricional
foram isolados em vadrias espécies do género Annona, dentre eles agucares, proteinas, lipideos,
acido ascorbico, taninos, aminoacidos, pectinas, polifenois, carotenoides e vitaminas do

complexo B (DI STASI; LIMA, 2003; LORENZI; MATOS, 2002).

3.5.1 Alcaloides

Os alcaloides sao compostos nitrogenados, com ampla distribuicdo na natureza e
representam uma das classes mais generalizadas de compostos, dotados de propriedades
bioldgicas (ANISZEWSKI, 2015; LEBOEUF, 1982). Essas substancias, apesar de serem
comumente observadas em vegetais, também podem ser isoladas a partir de insetos, algas,

animais marinhos e terrestres, microrganismos e fungos (MANN, 1994).

Cerca de 934 alcaloides ja foram caracterizados em 254 espécies distribuidas em 59
géneros da familia das Annonaceae (CORDELL et al., 2001; LUCIO et al., 2015; BARRETO
et al., 2015). Fitoquimicamente essa familia conta com os alcaloides isoquinolinicos, com

predominancia para os alcaloides aporfinicos e oxoaporfinicos (Figura 7) (LEBOEUF et al,

1982).
0 OH
Hae 0
| i ! C/O P HaC = |/\’
Hoo S “CHy m - N.__
ML o~ NH HO CHy
0
HAC 1™
i
0
21 22

OH
20
H c”o = T T S
3 | <O e /ﬁ H.C m
HBCxO T =N NP | N HBC““O .y N
8] o 0
HaC
H cIO T
3 0
H.C” OH
23 24 25

Figura 7: Exemplos de alcaloides aporfinicos, 20 — isoboldina, 21 — 3-hidronornuciferina, 22
- isotebaina e oxoaporfinicos, 23 — oxoglaucina, 24 — liriodenina, 25 — atherolina, isolados de
espécies da familia Annonaceae. Fonte: Autor
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A origem biossintética dos alcaloides isoquinolinicos comeca pela rota do acido
chiquimico, este ¢ responsavel pela formag¢ao dos aminodcidos aromaticos L-fenilalanina e L-
tirosina, sendo essas duas substincias as percussoras desse tipo de alcaloides. (RINALDI,
2007). Numa etapa inicial da reacdo ocorre uma condensacao entre a dopamina e um aldeido,
o p-hidroxifenilacetaldeido, essa condensagao ocorre através da reagao de Mannich, gerando o
intermedidrio (S)-norcoclaurina, que apos uma sequéncia de etapas (hidroxilagdo e metilagao),
resulta em (S)-reticulina, um intermediario biossintético dos alcaloides isoquinolinicos, a partir
do qual resultam as séries dos alcaloides aporfinicos, tetrahidroprotoberberinicos e
protoberberinicos (RODRIGUES, 2016). Na Figura 8 (pagina 30) tem-se uma proposta de rota
biossintética para a formagao da estrutura benziltetrahidroisoquinolinica e os seus derivados,

segundo Diaz et al. (2015).

Apesar dos alcaloides aporfinicos serem os mais encontrados em diversas espécies do
género Annona, também ¢ possivel isolar alcaloides benziltetraisoquinolinicos,
benzilisoquinolinicos, proaporfinicos, fenantrénicos, alcaloides ndo isoquinolinicos, como a
cafeina, as protoberberinas, tetrahidroprotoberberinicos, dehidroaporfinicos, aporfinicos 4 ou 7
substituidos e isoquinolinicos simples (RODRIGUES, 2016). Na Figura 9 (pagina 31), ¢

possivel observar o esqueleto basico de varios desses tipos de alcaloides.
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Figura 8: Reacdo de biossintese do precursor de alcaloides isoquinolinicos, S-reticulina, a
partir de L-tirosina. Fonte: DIAZ et al., (2015)
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Figura 9: Esqueleto basico de varios tipos de alcaloides do género Annona. 26 — aporfinicos
27 — oxoaporfinicos, 28 — dehidroaporfinicos, 29 — aporfinicos 4 ou 7 substituidos, 30 —
aristolactamas, 31 — tetrahidroprotoberberinicos, 32 — protoberberinicos, 33 — proaporfinicos
34 — fenantrénicos, 35 — benziltetrahidroisoquinolinicos, 36 - benzilisoquinolinicos
Adaptado de: RODRIGUES, (2016).

5

9

Os alcaloides anonaina (37), asimilobina (38), liriodenina (39) e reticulina (40) (Figura

10), foram descritos para diversas espécies desse género, € por isso podem ser considerados

marcadores quimiotaxiondomicos (CRUZ et al, 2011). Na Tabela 3 (pagina 32) encontram-se

dados de espécies onde esses alcaloides foram isolados.

ST 7
. NH O s
H
37 a8

Figura 10: Alcaloides marcadores quimiotaxionomicos do género Annona. Fonte: CRUZ et

al., (2011)
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Tabela 3: Alcaloides marcadores quimiotaxionomicos isolados de espécies de Annona.
Adaptado de: RINALDI, (2007)

Alcaloide Espécie Referencias
A. cherimolia SIMEON; RIOS; VILLAR, 1990
A. glabra LEBOUEF et al., 1982a
A. montana LEBOUEEF et al., 1982a
A. paludosa GUINAUDEAU; LEBOUEF; CAVE, 1994
A. reticulata LEBOUEEF et al., 1982a
Anonaina A. salzmannii GUINAUDEAU; LEBOUEF; CAVE, 1994
A. senegalensis PHILIPOV; KANDE; MACHEV, 1994
A. squamosa BHAUMIK et al., 1979
A. spinecens QUEIROZ; ROBLOT; CAVE, 1996
A. mucosa CHEN et. al., 1996
A. exsucca DC GOMES, 2017
A. cherimolia SIMEON; RIOS; VILLAR, 1990
A. glabra LEBOUEEF et al.., 1982a
Asimilobina A. hayesii RASAMIZAFY et al., 1897
A. montana LEBOUEEF et al., 1982a
A. paludosa GUINAUDEAU; LEBOUEF; CAVE, 1994
A. acuminata BORUP-GROCHTMANN et al., 1982
A. ambotay OLIVEIRA et al., 1987
A. bullata GUINAUDEAU; LEBOUEF; CAVE, 1994
A. cristalensis FAUST et al., 1981
Liriodenina A. dioica SANTOS; MORALIS; BRAZ-FILHO, 2003
A. hayesii RASAMIZAFY etal., 1987
A. montana LEBOUEEF et al., 1982b
A. mucosa CHEN et. al., 1996
A. cherimolia LEBOUEEF et al., 1982a
A. glabra LEBOUEF et al., 1982a
A. muricata LEBOUEEF et al., 1982a
A. montana LEBOUEEF et al., 1982a
Reticulina A. paludosa LAPREVOTE et al., 1988
A. purpurea WU et al., 2000

A. reticulata
A. squamosa

A. spinescens

LEBOUEEF et al., 1982a
LEBOUEEF et al., 1982a
QUEIROZ; ROBLOT; CAVE, 1996
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3.5.2 Terpenos

Terpenos sdo produtos naturais que contém unidades isoprénicas podendo ser obtidos a
partir de duas rotas biossintéticas, a do mevalonato, que tem como precursores o piruvato € a
acetil-coenzima A, apresentada na Figura 11, e a do 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulose que tem
como precursores o piruvato e o gliceraldeido-3-fosfato (AHARONI et al., 2006), que pode ser
vista na Figura 12 (pagina 34). Em ambas as vias havera a formagao do precursor difosfato de
isopentenila (IPP), que serd convertido em difosfato de dimetilalila (DMAPP), e a unido de
unidades de IPP e DMAPP resultara em difosfato de geranila (GPP), precursor dos

monoterpenos, que sdo unidades constituidas por 10 carbonos.

0 o o O 0

—_— -
H-C SCoA H4C SCoA H-C SCoA HAC SCoA

Acetil coenzima A Acetoacetil Coenzima A Acetil coenzima A

NADPH | Condensagdo Alddlica

CHq CHy 3 AT ch ,o\DH
/}"\\H/\ = )\/\
H-C OPP HoC OPP -EO Lﬁcidu mev alénico
“wa
Oifosfato de Pirofosfato de e
Cimetilalila isopentenila O QH OH
[OMAPF} (IFF}

Figura 11: Rota biossintética dos terpenoides. Via do mevalonato. Adaptado de: DEWICK,
(2002)

Os sesquiterpenos sao obtidos da condensagao de uma unidade IPP com outra de GPP,
gerando o difosfato de farnesila (FPP) com 15 unidades de carbono. A condensagdao de uma
unidade de IPP com outra de FPP resultara em difosfato de geranilgeranila (GGPP) com 20
unidades de carbono, originando os diterpenos (ALCANTARA, 2015). Os triterpenos, com 30
unidades de carbono, podem ser formados pela condensagdo de duas unidades de FPP e para os
tetraterpenos, com 40 unidades de carbono ocorre a condensacdo de duas unidades de GGPP

(MONTANARI, 2010).
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Figura 12: Rota biossintética dos terpendides. Via do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato. Adaptado
de: DEWICK, (2002)

Os 0leos essenciais sao obtidos a partir de uma mistura de terpenos, sendo mais comuns
0s monoterpenos, € sesquiterpenos em espécies de Annonaceae (ALCANTARA, 2015).
ANDRADE, et al. (2003), fez um levantamento de 1954 a 2001 e identificou 518 terpenos,
distribuidos em 11 esqueletos diferentes, sendo mais comuns os diterpenos do tipo caurano
(LUNA, 2006). Alguns 6leos essenciais de espécies da familia das Annonaceae t€ém importancia
econOmica, como ¢ o caso do 6leo de cananga, isolado de Cananga odorata macrophyla e o
6leo de ylang-ylang, isolado de Cananga odorata geminua (ALCANTARA, 2015) utilizados
na perfumaria (CRAVEIRO e col., 1981).
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Os constituintes terpé€nicos que mais se destacam em espécies do género Annona sao o
a-cadineno (41), y-cadineno (42), a-cadinol (43), E-cariofileno (44), 6xido de cariofileno (45),
B-elemeno (46), elemol (47), espatulenol (48), germaceno D (49) e a-humuleno (50),
(RODRIGUES, 2016) sendo esses apresentados na Figura 13. Podem ainda ser observados,
como constituintes majoritarios, o a-pineno (51), B-pineno (52), mirceno (53), p-cimeno (54),

limoneno (55), linalol (56) e 1,8-cineol (57) (Figura 13) (RABELO, 2015).

HiC._ _CHs CHy

- W

Figura 13: Terpendides isolados de diversas espécies vegetais pertencentes ao género
Annona. Adaptado de: RODRIGUES (2016)
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Os diterpendides do tipo ent-kaurano podem ser considerados como marcadores
quimiotaxiondmicos do género Annona dada a sua comum ocorréncia em diversas espécies.

Algumas estruturas desse tipo de terpenos sdo mostradas na Figura 14, abaixo.

R= CH,OH; R,=CHO  R,=CH,0H
CH,0AC; CHO CH,0AC
CHO; OH COOH
COH OH COOCH,

CHO COOH
CHO COOCH,
CO,H COOH

Figura 14: Estruturas basicas de diterpenos do tipo ent-Kaurano. Adaptado: LUNA (2006)

Muitos desses Oleos essenciais de Annonaceae apresentam atividades leishmanicida,
tripanocida, antimicrobiana, anti-inflamatoéria e antinociceptivos (SIQUEIRA e col., 2011;

COSTA ¢ col., 2009a; SOUSA e col., 2004)

3.5.3 Acetogeninas

As acetogeninas sdo compostos C3s-Czo derivados de acidos graxos de cadeia longa,
contendo duas cadeias longas de hidrocarbonetos, uma das quais conecta um grupo terminal y-
lactona-2,4-dissubstituido, podendo ser saturado ou a, f-insaturado a um niimero variavel de
anéis tetrahidrofuranicos (THF). As cadeias hidrocarbonicas apresentam-se geralmente
oxigenadas, com hidroxilas, acetoxilas e/ou cetonas. Também foram reportadas acetogeninas
sem a presenca do anel THF, com anéis simples, contendo ligagdes duplas, e apresentando, ou

nao, grupos etoxidos. (FANG, et al. 1993; CHANG & WU, 2001).

O género Annona € o que mais contém esse metabolito isolado, sendo que das 417

acetogeninas isoladas até 2004, 289 foram obtidas de vegetais desse género, segundo
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BREMEJO, et al. (2005). Na Figura 15, abaixo, sdo apresentados algumas acetogeninas

isoladas no género Annona.

HaC

Figura 15: Acetogeninas isoladas de vegetais do género Annona. 58 — annoglacina, 59 —
rolidecina C, 60 - bullatacina. Fonte: Autor

Esses metabdlitos constituem uma classe de produtos naturais promissora como
prototipos de agentes inseticidas, sendo encontradas em diversas parte do vegetal como nas
cascas de galhos nas raizes e principalmente em sementes de plantas da familia Annonaceae

(BERMEJO et al., 2005; CASTILLO-SANCHEZ et al., 2010).

Acetogeninas tém apresentado uma grande variedade de propriedades bioldgicas, tais
como citotoxica, antitumoral, antiparasitiria, pesticida, antimicrobiana e atividade
imunossupressora (ALALI et al., 1999). Além disso, ANSANTE, (2014), observou o potencial
inseticida da acetogenina roliniastatina-1, obtida a partir de extratos metandlicos das folhas de

Annona mucosa.

LUNA, (2006) isolou as acetogeninas anossenegalina, xilomaticina, bulatanocina,
anomontacina, anonacina, goniotalicimina, isoanonacina (Figura 16, pagina 38), a partir do
extrato bruto das folhas de Annona muricata e realizou testes frente a caramujos (Biomphalaria
glabrata) e ao mosquito da dengue (Aedes aegypti) observando-se toxicidade e morte para

ambas as espécies estudas em concentragdes consideraveis.

37



OH oH

(CHs)e .0
HaC O/‘*\O OH OH 61
(CH ol

OH HO
/'¥ (CHa}z
(CHZ}\<_/
OH CH3 5
HAC.. CHo)e
N (CHhT (CHZ}ﬁ/( 2 | (O
0 HO

(CHW(Cth W CHy

HO OH o
HaC.. 0 : CHop}e
3 [CHM(CH;N/( z;. '
OH OH
66 (m=11, n=3) 67 (m=13, n=5)  CH:

Figura 16: Acetogeninas isoladas das folhas de Annona muricata. 61 — anossenegalina, 62 —
xilomaticina, 63 — bulatonicina, 64 — anomontacina, 65 — isoanonacina, 66 — anonacina, 67 -
goniotalamicina. LUNA, (2006)

3.5.4 Flavonoides

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavolignanas (BEHLING et al., 2004), porém,
frequentemente ocorrem em plantas como derivados glicosilados, contribuindo para o brilho do

azul, do vermelho e do laranja nas folhas, flores e frutos (AGUIAR et al., 2007).

Esses metabolitos sdo substancias sintetizadas pelas plantas em respostas a infec¢des
microbianas, o que justifica sua principal atividade biologica (DEWICK, 2002), sendo um
produto de rota mista, biossintetizado a partir da rota do acido chiquimico e do acido acético

(CAZAROLLLI, 2008), como escrito na Figura 17, abaixo.
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Figura 17: Rota biossintética de flavonoides. Destaque para as flavonas narigenina e
liquiritina. Adaptado de: DEWICK, (2002)

As principais classes de flavonoides do género Annona sdo as a flavona (luteonina) e os
flavono6is (ramnetina, quercetina, rutina, isoramnetina e canferol), mostrados na Figura 18,
abaixo, sendo os mais abundantes os flavonodis e seus derivados glicosilados (SANTOS;

SALATINO, 2000).
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Figura 18: Flavondides isolados do género Annona. 68 — isoramnetina-3-O-glicosideo, 69 —
canferol-3-O-galactosideo, 70 — luteonina-7-O-glicosideo, 71 — quercetina-3-O-galactosideo.
Fonte: (ARAUJO, 2013)

Estudos realizados quanto as atividades bioldgicas desses metabodlitos comprovaram
atividade antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1995), vasodilatadora (DUARTE et al.,1993),
anti-inflamatoria (PATHAK et al., 1991), anticarcinogénica, antivirais (MIDDLETON et al.,
2000), cardioprotetoras e antioxidantes (PATHAK et al., 1991; HOLLMAN et al., 1996;
MARTINEZ-FLOREZ et al., 2000). Além disso os flavonoides sdo muito utilizados na

industria com corantes, aromatizantes e flavorizantes (BECHO, et al., 2009).

3.6  Espécie do estudo: Annona mucosa Jacq.

Annona mucosa Jacq. (Sin. Rollinia mucosa Jacq. Baill.), conhecida popularmente
como biriba, biriba de Pernambuco, fruta da condessa, jaca de pobre, araticu ou araticum pitaya
(IBF; LORENZI, 2006). Tem ampla distribuicao geografica, sendo cultivadas na América do

Sul na Bolivia, Peru, Equador, Colombia, Venezuela, Guiana e Brasil, na América Central no
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Panama4 e Caribe e na América do Norte no México (USEFUL TROPICAL PLANTS?). No

Brasil, sua mais corrente distribuicdo ¢ mostrada na Figura 19, abaixo.

Norte Acre, Amazonas, Para
Nordeste Bahia
Centro-Oeste Mato Grosso
Sudeste Rio de Janeiro, Minas Gerais
Sul Rio Grande do Sul

9

Figura 19: Distribui¢cdo geografica da espécie Annona mucosa Jacq. no Brasil. Fonte:
FLORA DO BRASIL?

O Biribazeiro (Figura 20, pagina 42) ¢ uma arvore de médio porte, podendo alcancar de
4 a 15 metros de altura, seu tronco pode ter de 40 a 60 cm de diametro, tem galhos marrons,
folhas alternas, deciduas, lisas, oblongas elipticas ou ovais oblongas com cercade 4 a 15 cm de
comprimento, com nervuras proeminentes € peninérveas (MORTON, 1987). Suas flores tém
coloragdo verde-amarelado e estdo dispostas em inflorescéncias, geralmente localizadas nas
axilas das folhas, contendo de 1 a 3 flores, com pedunculos e pedicelos densamente recoberto

por tricomas verde-esbranquig¢ados. (IBF; MONTOSO GARDEN, LORENZI, 2006).

O fruto ¢ esférico, ou conico, na forma de coragdo, com cerca de 15 cm de diametro e
casca amarelada, composta por segmentos conicos mais ou menos hexagonais, cada um com
uma protuberancia tipo verruga. A polpa ¢ branca, mucilaginosa, translicida, suculenta, com
sabor variando de levemente 4cido ao doce (MORTON, 1987). Na fruta ha numerosas sementes

de cor marrom-escuro, brilhantes e elipticas, com cerca de 1,6 a 2 cm de comprimento.

(MORTON, 1987; MONTOSO GARDEN).

3 Annona mucosa, disponivel em:: http://tropical.theferns.info/viewtropical.php?id=Annona+mucosa,
consultado em: jun/2017
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Figura 20: Annona mucosa Jacq. Destaque para folhas, flores, e frutos, verde e maduro.
Fonte: Reinaldo Aguilar®, (folhas e flores); Ahmad Morad?® (frutos)

Virias partes do vegetal sdo utilizadas na medicina popular, e os efeitos bioldgicos
observados variam de acordo com o material utilizado. Suas folhas sdo indicadas como

medicacao sudorifica, carminativa, estomaquica, antirreumatica e anti-helmintica por via oral

4 Disponivel em
<https://www.flickr.com/photos/adaduitokla/albums/72157626889686573/with/5900948242/>, consultado
em abr/2017

5> Disponivel em <https://www.flickr.com/photos/plantaspinunsulaosa/tags/rollinia/> consultado em abr/2017
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e, também podem ser utilizadas como compressas ou bochechos, no tratamento de estomatite,
nevralgias e cefaleias, bem como, na forma de cataplasma em furanculos e ulceras para induzir
a supurag¢do. Uma folha umedecida ou folhas machucadas, colocada na testa e nas fontes, sdo
usadas para provocar o sono ¢ aliviar a enxaqueca. Por suas folhas terem efeito inseticida, elas
sdo aplicadas sobre ferimentos e tulceras, para evitar o ataque de insetos e suas larvas. As
sementes trituradas sdo toxicas e um eficiente meio para eliminacdo de piolhos e outros

ectoparasitas, devendo evitar seu contato com os olhos pelo risco de causar cegueira (IBF).

Em estudos realizados por CHEN e colaboradores (1996) foi feito o isolamento dos
alcaloides romucosina, anonaina, glaucina, purpureina, liriodenina, oxoglaucina,
oxopurpureina, berberina e tetrahidroberberina, e as lignanas yangambina, magnolina,

eudesmina e membrina a partir dos frutos dessa espécie.

GU e colaboradores (1997) isolaram, através de cromatografia em fase reversa de alta
eficiéncia as acetogeninas rolidecina C (Figura 15, 59, pagina 37), e D (72, Figura 21) além da
acetogenina desacetiluvaricina (73, Figura 21). Através de testes biologicos do extrato
metanodlico das folhas comprovou-se a atividade citotoxica frente a linhagens tumorais de
cancer de colon para acetogenina rolidecina C, sendo tdo potente quanto o medicamento
utilizado no tratamento desse tipo de cancer, e a acetogenina rolidecina D que apresentou baixa

atividade frente a outras seis linhagens tumorais humanas.

BH o 73 5

Figura 21: Acetogeninas Rolidecina D e Desacetiluvaricina isoladas do extrato metanolico de
Annona mucosa. Fonte: GU et al. (1997)

KUO et al. (2004) isolou o alcaloide romucosina I do extrato metanolico preparado a
partir do caule do vegetal, e também os alcaloides romucosina C, tuduraina e promucosina, ¢

em um estudo anterior (2001), avaliou o potencial antiplaquetario dos alcaloides romucosina
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A, B, C e D, observando-se, para a romucosina A e D, uma significante inibi¢do de coladgeno,

acido araquiddnico e agregacao plaquetaria por conta da ativagao plaquetaria induzida.

DE LIMA (2011) isolou os alcaloides atherospermidina, e liriodenina, a partir de
extratos diclorometanicos das folhas, e comprovou a atividade leishmanicida do extrato
diclorometanico frente a Leishmania spp, bem como dos extratos hexanico das sementes e do

alcaloide liriodenina.

BARBOZA (2013) avaliou a atividade leishmanicida de extratos obtidos a partir de
sementes germinadas da espécie, observando-se atividade leishmanicida in vivo e in vitro
mesmo com a toxicidade elevada para macréfagos. Além disso observou-se atividade
antimicrobiana seletiva com inibicdo de crescimento de Streptococcus pyogenes e Bacillus
thurigiensis em diferentes concentragdes. As atividades biologicas observadas foram atribuidas

as acetogeninas e alcaloides dos extratos metandlicos, hexanico e diclometano utilizados.

RIBEIRO, et al. (2013) avaliou a atividade inseticida de extratos das folhas, galhos e
sementes apontando o extrato das sementes como possivel fonte de substancias para a produgao

de inseticidas contra o gorgulho do milho (Sitophilus zeamais Mots).

TURCHEN, e colaboradores (2016), avaliaram o efeito inseticida de extratos das folhas
e sementes de Rollinia mucosa, frente ao percevejo marrom (Euschistus heros (F.)), onde
observou-se que a atividade era melhor nos extratos obtidos a partir das sementes do vegetal,
que a mortalidade das ninfas variava de acordo com a concentragdo do extrato, aumentando
com concentragdes superiores a 5,0mg/L, e que a sobrevivéncia de adultos do percevejo
marrom diminui em concentragdes superiores a 20 mg/L do extrato das sementes. Uma drastica
redugdo na fecundidade e fertilidade dos insetos foi observada. Tais efeito foram atribuidos a

presenca de acetogeninas no extrato das sementes.

3.7 Consideracoes sobre a atividade antimicrobiana

Antibidticos sdo definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos e/ou bactérias sendo um grande marco na pesquisa de
antibidticos naturais a descoberta da penicilina, por Alexandre Fleming em 1928, sendo isolada
em 1940 por Chain, Florey e colaboradores de culturas do Penicillium, purificando o composto

e realizando os primeiros ensaios bioldgicos (RABELO, 2013).
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Devido ao grande consumo de antibidticos, observou-se o desenvolvimento de
resisténcias as drogas utilizadas normalmente em tratamento de diversas infecgdes, o que torna
tais medicamentos cada vez menos eficazes. Pesquisas na area de produtos naturais com
extratos vegetais que apresentem agao antimicrobiana sdo vistas como uma saida para o
combate aos microrganismos patogénicos ¢ também as multiplas drogas, devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos, levando assim a procura dessas novas alternativas

terapéuticas (PALMEIRA et al., 2010).

Entre os anos 1940-1960 varios antibioticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o tratamento de bactérias
Gram positivas: B-lactamicos (cefalosporina), aminoglicosideos (estreptomicina), tetraciclinas
(clortetraciclina), macrolideos (eritromicina), peptideos (vancomicina) e outros (cloranfenicol,
rifamicina B, clindamicina e polimixina B). Neste periodo, apenas trés derivados sintéticos
foram introduzidos no mercado: isoniazida (74), trimetropim (75) e metronidazol (76) (Figura

22) (GUIMARAES et al., 2010).

MNH

0 NH»NH )\
2
NS OMe o,
| -
P HoN N OMe

N OMe OH
74 75 76

i
¢

Figura 22: Antibioticos de origem sintética. Fonte: Autor

Em 1950 foram isolados os primeiros compostos de espécies vegetais com agdo
antimicrobiana: o diterpeno biflorina (77) e o triterpeno maitenina (78) (Figura 23, pagina 46).
Outros compostos flavonoidicos com propriedades antimicrobianas efetivas contra
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram isolados, como o lapachol e
derivados, a plumbagina, a xantoxilina, filantimida, luteolina (REZENDE, 2007; XU; LEE,
2001; ZACCHINO, 2001).
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Figura 23: Primeiros terpenoides isolados com a¢@o antimicrobiana. 77 — biflorina, 78 -
biflorina. Fonte: Autor

Virios estudos prévios revelaram que a atividade antimicrobiana de muitos extratos de
plantas ¢ devido a presenca de alcaloides (SINGH et al., 2002), saponinas (BARILE et al., 2007;
AUGUSTIN et al., 2011) e flavonoides (CUSHNIE, LAMB, 2005). Podem ser mencionados
os diterpenos e sesquiterpenos (BRAZ-FILHO, 1999), os flavonoides quercetina, ¢ O-
glicosideos de quercetina e os alcaloides anonaina, estefarina, glaziovina, anolobina,

nornanternina e a lanuginoseina, todos obtidos de vegetais pertencentes ao género Annona
(LAGE, 2011).
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3.8 Referencias Taxionomicas

A espécie em estudo Annona mucosa Jacq. E classificada taxiondmicamente, seguindo

o sistema de taxionomia vegetal — APG (4ngiosperm Philogeny Group, 2003) como:

Tabela 4: Classificacdo taxiondmica da espécie de estudo

Reino Plantae

Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Magnoliales

Familia Annonaceae
Subfamilia Annonoideae
Género Annona

Espécie Annona mucosa Jacq.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Suportes utilizados na cromatografia

Para a Cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram utilizadas placas
preparadas com silica gel 60, da marca Merck. Foram preparadas suspensdes da silica em dgua
destilada, e estas transferidas para placas de vidro com dimensdes de 2 por 5 cm, até que

houvesse uma fina camada da suspensao depositada sobre o vidro.

Para a Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizadas placas
com silica gel 60G F264 para que fossem observadas substancias na camara UV, no
comprimento de onda de 264nm. As placas foram preparadas com uma suspensao da silica em
agua destilada (13 gramas de silica para 70 mL de 4gua destilada por placa), sendo esta

transferida para placas de vidro com dimensdes de 20 por 20 cm.

Ap0s preparadas, todas as placas de cromatografia em camada delgada (analiticas ou
preparativas) foram secas a temperatura ambiente, e logo em seguida levadas a estufa a 100°C

por cerca de uma hora, para a ativagao da silica.

4.2 Reveladores

Utilizou-se o revelador quimico, Dragendorff para a revela¢do das placas de CCDA,
para a confirmagao de alcaloides e iodo ressublimado como revelador universal. Apesar de ser
utilizado para indicar a presenga de alcaloides, o reagente de Dragendorff tem como interferente

os anéis lactonicos, e também pode indicar resultados positivos para a presenca de acetogeninas.

4.3 Equipamentos

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (SHIMADZU), Evaporador rotativo (Fisatom
802), balanca analitica (SHIMADZU AUY220), estufa de secagem esterilizagao (Odontobras),
camara escura UV com lampada em 254nm (Optimiza tech), bomba a vacuo (Tecnal TE-058).
Cartuchos para extracdo em fase s6lida Chromabond C18, filtros PTFE 0,22um, Coluna Luna
(5 um, C18, 100A, 150 um X 4,6 um), Espectrometro de massas Thermo Fisher Scientific com

fonte de eletronspray e analisador do tipo ion-trap linear.
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As analises via Espectrometria de Massas foram realizadas no Instituto de Biociéncias

da Unesp — Campus Litoral Paulista.

4.4 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram: acido cloridrico (MERCK), hidroxido de
amonio (QUIMEX), cloreto de ferro (ISOFAR), hidréxido de sédio (QUIMEX), hidroxido de
potassio (ISOFAR), carbonato de bismutila (QUIMEX), iodo (QUIMEX).

Os solventes utilizados foram: hexano (QUIMEX), diclorometano (QUIMEX),
cloroférmio estabilizado (QUIMEX), acetato de etila (MERCK) e metanol (QUIMEX). Todos
os solventes utilizados eram de grau P.A. Para as extragdes que consumiram muito reagente
fez-se a recuperagdo em rotoevaporador e reutilizacdo do solvente nas extragdes. Tais

recuperagdes foram realizadas com cloroférmio, hexano e acetato de etila.

4.5 Material botanico

4.5.1 Coleta e identificacao

O material botanico foi coletado entre os meses de julho e agosto de 2015, no bairro
Espago sideral, em Sdo Luis. A coleta foi realizada durante o periodo de estiagem da regido,
sendo as partes aéreas do vegetal colocados para secar sob prote¢do da incidéncia direta da luz

solar durante uma semana.

4.5.2 Preparo do extrato bruto do material vegetal

As partes aéreas, ap0s secas, foram separadas e delas foram removidas as folhas, sendo
estas limpas para evitar possiveis contaminantes. O material obtido foi triturado no moinho de
facas, e em seguida pesadas (200,88¢g) e transferidas para um frasco onde seria realizada a

extracao.

Utilizou-se a extracdo exaustiva a frio por maceragdo, sendo a maceragdao da torta
vegetal repetida por mais 3 vezes. No final das extragdes o extrato hidroetanolico 70% das

folhas (EhF) foi transferido para um frasco limpo e reservado e o material sélido (torta vegetal)
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descartado. Como etapa posterior realizou-se a concentra¢ao do extrato hidroetanolico 70% em

evaporador rotativo sob pressao reduzida, a 45°C (Figura 24).

Figura 24: Etapas de preparo e concentragdo do extrato bruto: a) folhas do vegetal trituradas;
b) etapa de maceragdo das folhas com 4lcool etilico 70%; (c) filtracdo e (d) concentragdo do
extrato bruto hidroetanolico 70%. Fonte: Autor

4.6 Fracionamento do extrato bruto

Foram retirados 50 mL do extrato hidroetandlico bruto, apds a concentragdo, para a
realizacdo de ensaios microbioldgicos e outros 50 mL para a realizagdo da triagem fitoquimica,
sendo destes separados 3 mL para a realizagdo do peso seco do material para a avaliacdo do
rendimento de extracdo. Com o volume restante do extrato hidroetanolico (500mL) deu-se
sequéncia ao fracionamento com solventes organicos em ordem crescente de polaridade
(hexano, cloroformio e acetato de etila) por um processo de partigdo sendo os solventes

utilizados na extragdo liquido-liquido renovados apos um periodo de 24 horas. Ao final dessa
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etapa todas as fragcdes foram coletadas, codificadas como FH (fragdo hexanica), FC (fragao
cloroféormica), FA (fragdo acetato de etila), reservadas e rotoevaporadas até a reducdo do

volume, sendo em seguida secas totalmente sob corrente de ar aquecido.

Um esquema do trabalho realizado pode ser observado na Figura 25, abaixo.

Testes Triagem fitoquimica
Folhas trituradas

do material vegetal

biolégicos e peso seco

(50mL) (50mL)
(200,87669g)

_ Maceragdo com
Alcool etilico 70° INMP
4 extragdes 700 mlL cada

trat: t
Extrato bruto das FAERD ity

folhas concentrado
a das folhas
(2800mL) Concentragéo em
evaporador rotativo (500mL)

a45°C
Partigdo com Hexano P.A

16 extragoes
de 200 mlL cada

Fracao Hexdnica
(8,775549)
4,37%

Fragao Aquosall

Partigéo com Cloroférmio P.A
6 extragdes
de 200 mL cada

Fracao Cloroformica
(3,12679) Fracao Aquosalll
1,56%

Partigdio com Acetato de Etila P.A
6 extragoes
de 200 mL cada

Fragao Acetato
Fracao Aquosa lll (2,99909)

1,49%

Figura 25: Fluxograma de trabalho para a obtencao dos extratos e suas fracdes. Fonte: Autor
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4.7  Prospeccio fitoquimica do extrato

Os testes realizados seguiram a metodologia proposta por MATOS (2009) para a
prospeccdo de constituintes do extrato hidroetandlico 70% e os resultados foram utilizados
como parametro inicial para avaliar a presenca de determinadas classes de metabdlitos

secundarios no extrato.

Os testes foram realizados para avaliar a presenca de fendis, taninos, antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, flavondis, flavanonas,

flavanondis, xantonas, esteroides, triterpenoides, saponinas, alcaloides e bases quaternarias.

4.8 Determinacio do peso seco e avaliacao do rendimento da extraciao hidroalcodlica.

Do volume total reservado para a prospeccao fitoquimica, retirou-se uma aliquota de 3
mL para a realizacao do peso seco. Essa aliquota foi dividida em trés partes, de 1mL cada, e
transferida para frascos separados, previamente pesados, que foram levados para a secagem
total através de corrente de ar aquecido. Apds a secura total da parte liquida, os frascos foram
novamente pesados, e tirou-se uma média dos valores obtidos para determinar a concentracao
do extrato hidroetandlico em g/mL. Com esses dados realizou-se o calculo de rendimento da

extracdo através de métodos matematicos.

4.9  Preparo da fracio alcaloidica para analise microbiologica

Solubilizou-se com 20mL de cloroférmio uma parte da fragdao cloroféormica (0,44g),
procedendo-se a lavagem dessa fracdo, em um funil de separagdo, com 25mL de solugdo de
HCI 3%, reservando-se a fragdo aquosa. A lavagem foi efetuada por trés vezes consecutivas,

totalizando 100 mL de solugao acida.

A fragdo aquosa acida foi entdo basificada com hidroxido de amonio até¢ pH 11. Essa
fracdo foi extraida sucessivamente por 4 vezes com 30mL de cloroférmio. Apos a extracdo a
fragdo alcaloidica foi seca, pesada e reservada para tratamentos posteriores. Essas etapas estdo

apresentadas resumidamente no fluxograma apresentado na Figura 26, pagina 53.
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ﬁr(grgg@ Ressuspensdo com @'E@Iﬁ‘m
GE@@‘I“EE' 20 mL de cloroférmio é@ﬂ@?@ de. |=@'
(0,4390 g) e (3%, 25mL - 4 x)

Fragéo organica
cloroférmica

1. Adigdo de Hidroxido de aménio - pH 11
2. 4 extragdes com 30 mL de cloroférmio cada

Figura 26: Etapas para preparo da amostra dos alcaloides totais (FAT). Fonte: Autor

4.10 Isolamento de alcaloides por CCD

Confirmada a presenga de alcaloides no extrato vegetal, selecionou-se a fragdo
cloroférmica para trabalho, ja que analises cromatograficas prévias mostraram a presenga de

alcaloides apenas nessa etapa do fracionamento organico.

Inicialmente realizou-se uma CCDA exploratoria da fracdo cloroférmica, para que
através da otimizacao das corridas cromatograficas fosse encontrado um sistema de eluentes

adequado para a separacao dos alcaloides contidos nessa fragao.

O sistema de eluentes utilizado foi Hex:AcOEt (4:6), e observou-se um alcaloide

destacado dos demais spots na corrida cromatografica, sendo este nomeado FCN-AT1.

A corrida cromatografica mostrou na placa varios spots com cores diferentes, mas
nenhuma coloracdo foi observada na regido em que estava contida a fracio FCN-A1. Apos a
utilizacdo dos reveladores quimicos Dragendorff e vapor de iodo observaram-se manchas na
placa de coloracdo avermelhadas, para o revelador Dragendorff, que sdo caracteristicas da
presenca de alcaloides. Realizou-se a corrida em duas placas cromatograficas distintas, para
avaliar além da presenca de alcaloides, a presenga de alguma outra substancia co-eluindo com

a que se encontrava separada na corrida cromatografica (Figura 27).
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—— Alcaloide FCN-AT1

>

Reveladores:
Dragendorff (a)
lodo (b)

Placas CCDA Placas CCDA
Hex:AcOEt (4:6) Reveladas

Figura 27: CCDA da fragdo cloroférmica com destaque para a substancia FCN-A1. Fonte:
Autor

As corridas cromatograficas analiticas evidenciaram que o sistema de eluentes utilizado
tinha sido adequado para permitir o isolamento de um dos alcaloides presentes na fragao
cloroférmica e com essa informagdo utilizou-se o0 mesmo sistema de eluentes para isolar essa

substancia através de CCDP.

4.10.1 Isolamento da fracdo FCN-A1

Ap6s a realizagdo da CCDP, e posterior separagdo da fragdo FCN-A1, o material seco
foi entdo ressolubilizado e uma nova corrida cromatografica foi realizada para confirmar a
presenca de alcaloides (Figura 28, pagina 55). Novamente a corrida foi realizada em duas
placas, com dois reveladores quimicos, um universal, e outro especifico, para garantir que a
fragdao isolada continha um alcaloide e que ele ndo estava co-eluindo com nenhuma outra

substancia.

54



1. Remogdo do material
isolado da placa
preparativa ~N
2. Secagem e pesagem <
do material isolado

CCDP - Fragéo cloroférmica CCDA - Alcaloide FCN-A1
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
(4:6) (4:6)

Figura 28: CCDP da fracao cloroféormica e CCDA do alcaloide isolado FCN-AT1. Fonte:
Autor

Na placa cromatografica de confirmagdo observou-se a presenca de apenas um
alcaloide, tanto na placa revelada com Dragendorff, quanto na placa revelada na placa com
vapor de iodo. O reagente quimico Dragendorff confirma a presenca de alcaloide na fragao
FCN-AL, e o revelador de iodo indica a auséncia de substancias co-eluindo com esta fragao

isolada.

Apos o isolamento dessa fragdo, como se sabia pelo perfil cromatografico analitico da
fragcdo cloroformica, ainda haviam outros alcaloides retidos na base da placa preparativa, que
por serem compostos de maior polaridade, ndo foram eluidos ja que a fase movel ndo tinha
forca de arraste suficiente para promover a separaciao. Todo o material contido na base foi entdo
removido da placa, e lavado com a mesma solugdo extratora que se utilizou na remocgao do
alcaloide FCN-A1. A seguir realizou-se uma corrida cromatografica, em que se observou a

presenca de outros trés alcaloides. (Figura 29)

Figura 29: CCDA de alcaloides de maior polaridade com destaque para outros trés
alcaloides. Fonte: Autor
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Ap6s a CCDA do material retido na silica, utilizou-se um novo sistema de eluentes para

a separacdo da mistura de alcaloides retidos na base.

4.10.2 Isolamento da mistura de alcaloides FCN-A2

A mistura de alcaloides FCN-A2 foi isolada em CCDP, com o sistema de eluentes Hex:
AcOEt (2:8). A massa do material isolado foi de 5,5 mg. O material tem aspecto oleoso, e
coloragdo marrom esverdeado. Apds a elui¢do cromatografica, realizou-se uma corrida em

CCDA para confirmagdo da separacao do material isolado (Figura 30).

Figura 30: Misturas de alcaloides FCN-A2. Destaque para alcaloides isolados. Fonte: Autor

A cromatografia em camada delgada analitica revelou a existéncia de uma outra
substancia co-eluindo com os alcaloides separados na CCDP. Assim, devido a impossibilidade
de separagdo por técnica cromatografica de bancada fez-se a limpeza do material para posterior

separagao e identificagdao por LC-MS.

No fluxograma abaixo (Figura 31) ¢ possivel observar todo o esquema de trabalho

realizado
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Alcaloide
FCN-A1
CCDP
Hex:AcOEt
(4:6)

Material retido
na base da
placa de CCD

*Lavugem com
Diclorometano : Metanol
(8:2)

Fracdo Plaqueamento

cloroformica CCDA
CCDP

Hex:AcOEt

(2:8)

Mistura de
alcaloides
FCN-A2

Figura 31: Fluxograma de isolamento de alcaloides. Fonte: Autor

4.11 Preparo de amostras para LC-MS

Como etapa prévia a realizacdo das andlises dos alcaloides por espectrometria de
massas, realizou-se o preparo das amostras para evitar que impurezas ou particulas solidas
fossem levadas para a analise em LC/MS. Todas os solventes utilizados nessa etapa eram de

grau HPLC.

4.11.1 Preparo amostra FCN-A1

ApoOs a secagem total, a amostra FCN-AT1 foi diluida com 5 mL de Metanol, e uma
aliquota de 0,5 mL foi transferida para um outro frasco onde realizou-se a diluigao para 1,0mL,
com MeOH. A seguir a amostra foi passada através de um filtro PTFE de 0,22 um para um via/

de HPLC, ¢ a amostra foi reservada e rotulada.

4.11.2 Preparo de amostra FCN-A2

A amostra FCN-A2 foi ressolubilizada com 4gua ultrapura, e passada em um cartucho

de C18 (Chromabond C18ec), inicialmente com agua ultrapura, logo em seguida com uma
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mistura de agua:metanol (1:1) e por fim com metanol puro. As fracdes foram coletadas

separadas, rotuladas e levadas para a secagem dos solventes.

Apos secas as fragdes foram plaqueadas, para obtencao dos perfis cromatograficos, e
em seguida a fracdo contendo apenas agua foi descartada, por ndo haver a presenca de
alcaloides, e as outras duas fragdes foram unidas novamente por apresentarem perfil
cromatografico semelhante. A essa mistura acrescentou-se 1 mL de MeOH e removeu-se o
material particulado s6lido com o auxilio de um filtro PTFE de 0,22 um para um via/ de HPLC,

sendo a amostra reservada e rotulada.

Na Figura 32, abaixo tem-se um fluxograma com todas as etapas de trabalho

Placas CCDA
Hex:AcOEt (2:8)
Revelador Dragendorff

Placas CCDA Placas CCDA
Hex:AcOEt (4:6) Hex:AcOEt (4:6)

a - Placa revelada com Dragendorff
b - Placa revelada com lodo

Placas CCDA
Hex:AcOEt (4:6)

¢ - Fragdo agua destilada
d - Fragdo dagua + Me-OH
e - Fragdo Me-OH + Ac. férmico

Figura 32: Preparo de amostra para a posterior analise através do método cromatografico
hifenado LC-MS. Fonte: Autor
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4.12 Analise das amostras por LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS"

A andlise das fragdes foi realizada num sistema de HPLC modelo SHIMADZU
(Shimadzu Corp. Quioto, Japao), com coluna Luna C18, 100 A, com poros de 5um, e dimensdes
150 x 4,6 mm. A fase movel utilizada consistiu em agua + 4cido formico (0.01%) (A) e metanol
+ acido formico (0,01%) (B). Utilizou-se um gradiente de eluicdo de 10 a 100% de B em 10

minutos, com um fluxo de fase movel de ImL/min, e um volume de inje¢ao de 20uL.

Para o ensaio com FIA-ESI-IT-MS", dissolveu-se 10mg das amostras secas em ImL de
metanol, grau HLPC, e utilizou-se o banho de ultrassom durante 5 minutos para a solubilizacao
das amostras. Ao fim as amostras foram filtradas através de um filtro PTFE de 0,22um e
aliquotas de 20uL foram injetadas diretamente no LC-MS para as andlises por FIA-ESI-IT-
MS".

A andlise das amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap linear Thermo
Scientific LTQ XL, equipado com fonte de ionizacao por eletronspray (ESI), utilizando-se o
modo positivo (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Nas analises utilizou-se um tubo
capilar de aco inoxidavel. Na Tabela 5, abaixo, encontram-se os pardmetros utilizados na

analise.

Tabela 5: Parametros utilizados na analise por FIA-ESI-IT-MS". Fonte: Autor

Temperatura tubo capilar 280°C
Voltagem do spray 5,00 kV

Tensao capilar 90V

Lentes de tubo -100V
Fluxo de corrida Sul/min

A analise completa de varredura foi registrada na faixa de m/z de 100-1000. As demais
fragmentacdes realizadas em estdgios multiplos (ESI-MS") foram realizadas utilizando-se o

método de dissociacao por colisdo (CID) contra hélio, para a ativagao dos ions.

O primeiro evento de varredura foi um espectro de massa completo para adquirir dados
sobre ions nessa faixa de m/z. O segundo evento de varredura foi uma experiéncia MS/MS
realizada com uma varredura de dados dependente nas moléculas [M+H]" dos compostos de
interesse com energia de colisdo de 30%, e tempo de ativagao 30ms. Os ions produzidos foram

entdo submetidos a novas fragmentagdes obedecendo-se as mesmas condi¢des da primeira
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fragmentacao, até nao serem observados a producao de novos fragmentos. A identificagdo dos
diferentes compostos no perfil cromatografico das fracdes analisadas foi feita comparando seus
tempos de retencdo com dados obtidos da literatura, além dos dados dos fragmentos obtidos

através da espectrometria de massas.

4.13 Ensaios microbiologicos
Para os ensaios microbiologicos, utilizou-se a metodologia de difusdo microbioldgica
em meio so6lido, a técnica utilizada foi a de perfuragdo de pocos. Foram testados o extrato bruto

concentrado as fragcOoes hexanica, cloroférmica, acetato, a fracao alcaloidica total e a fragao

FCN-AL.

4.13.1 Microrganismos utilizados

Foram utilizadas cepas da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923,
e Gram-negativas Klebisiella pneumoniae ATCC 700603, Salmonela spp., Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 35218 e do fungo Candida albicans ATCC
9002.

4.13.2 Preparo das suspensdes microbianas

Os microrganismos foram inicialmente reativados a partir das suas culturas originais e
mantidas em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, as
amostras foram cultivadas em placas de Agar Nutriente a 37°C por 24 horas. As coldnias
isoladas foram entdo retiradas do meio de cultura, com o auxilio de uma alga de platina, e
ressuspendidas em 3mL de solucdo fisiologica NaCl 0.89% estéril, até atingir uma turbidez
equivalente na escala 0,5 de Mc. Farland, equivalente a 1,5 x 108 bact/mL. Os testes foram

realizados em duplicatas (CLSI, 2008).

4.13.3 Preparo das amostras utilizadas nos ensaios microbiologicos

As amostras vegetais testadas foram o extrato hidroetandlico 70% das folhas (EhF), as
fragdes hexanica (FH), cloroférmica (FC), acetato (FA), a fragdo de alcaloides totais (FAT) e a
fracdo FCN-A1 separada. Todas as fracdes foram secas, de seus respectivos solventes
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organicos, pesadas, e ressupensas com 2mL de alcool etilico a 70%, para que se mantivesse um

controle das concentragdes das amostras testadas (Tabela 6).

Tabela 6: Concentragdes das amostras avaliadas nos ensaios microbioldgicos. Fonte: Autor

Amostra Concentracao
EhF 67000 pg/mL
FH 49800 pg/mL
FC 53500 pg/mL
FA 56900 pg/mL
FAT 11000 pg/mL

FCN-A1 76300 pg/mL

4.13.4 Teste de perfuracao em meio sélido

O potencial antimicrobiano das amostras foi avaliado pela técnica de perfuracao de
pogos em meio agar Miiller Hinton, para os ensaios com bactérias, e agar Sabourad 4%

dextrose, para a amostra fungica.

Inicialmente realizou-se o semeio dos microrganismos nas placas, com o auxilio de um
swab estéril sendo em seguida o meio perfurado com cilindros de (6mm). Colocou-se em cada
um dos pogos aliquotas de 50 pL de cada um dos extratos e fragdes testados e seus respectivos
controles. Utilizou-se como controle negativo alcool etilico 70%, utilizado para ressuspender
as amostras, para que fosse possivel observar a interferéncias da utilizagdo desse solvente nos
resultados, € como controle positivo cloranfenicol (0,02mg/ml) para as bactérias e nistatina
100.000 UI/mL suspensdo para a amostra fungica. As placas foram incubadas a 37 °C por um
periodo de 24 horas. Apos incubagdo, foi medido o didmetro do halo de inibicao (mm) do

crescimento quando presente. (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

61



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Peso seco e avaliacdo do rendimento da extracao

Com a média das massas obtidas (n=3), foi possivel calcular a concentragdo do extrato

bruto, sendo esta igual a 0,0670g/mL.

A massa total do material solubilizado no extrato hidroetandlico 70% foi obtida através
de regra de trés simples, com os valores obtidos para o peso seco (0,0670g), € o volume total
do extrato bruto (500mL), obtendo-se o valor de 33,4833¢g. Em seguida com uma nova regra de
trés, entre a massa total de material solubilizado no extrato bruto (33,4833g) ¢ a massa do
material vegetal utilizada para extracao (200,8766g), obteve-se o rendimento expresso em

porcentagem sendo este valor 16,67%.

5.2 Prospeccio fitoquimica do extrato hidroetanolico 70%

A prospecgao fitoquimica do extrato foi realizada com etapa preliminar do estudo, com
o objetivo de detectar as principais classes de metabolitos secundérios presentes nessa espécie
vegetal. Além disso, por falta de dados na literatura sobre a espécies em questdo, tragar esses
metabolitos através desses testes ¢ importante na contribuicdo de dados quimicos sobre a

espécies, bem como do género e familia.

A triagem fitoquimica detectou a presenca de fenois, flavonois, flavanonas, esteroides
livres. Testes preliminares com o reagente Dragendorff revelaram a presenca de alcaloides

(Tabela 7, pagina 63)
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Tabela 7: Resultado da triagem fitoquimica do extrato hidroetandlico 70% das folhas.

(-) resultado negativo; (+) baixa concentragdo; (++) média concentragdo; (+++) alta

concentra¢ao; N — Nao especificado. Fonte: Autor

Grupos de metabolitos EhF
Fenois N
Taninos ++
Antocianinas e Antocianidinas -
Chalconas e Auronas -
Flavonéis ++
Leucoantocianidinas +
Catequinas -
Flavanonas ++
Flavanonois, Flavanonas, flavanondis, +++
xantonas
Esteroides +++
Triterpenoides -
Saponinas ++
Alcaloides +++

Devido a alteragdo de cor do extrato bruto, em algumas situagcdes a presenga de
coloragdo decorrente da presenca de uma substancia pode ser interferente na observacao de cor
de alguma outra substincia também contida no extrato. Isso comumente ocorre em extrato
brutos de matrizes vegetais, sobretudo em extratos obtidos de folhas, por conter uma mistura
grande de metabolitos. Para minimizar essas interferéncias cada ensaio € realizado varias vezes

para uma mesma classe de metabolitos secundarios, com diferentes reagdes quimicas.

A presenga de alcaloides e flavonoides ja era esperada durante a realizacdo da triagem
fitoquimica, por serem metabolitos secundarios amplamente encontrados em diversas espécies
de vegetais do género Annona. A confirmacdo de alcaloides presentes no extrato vegetal

direcionou o trabalho para o isolamento de substancias presentes nessa classe.
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53 Identificacio estrutural de substancias das fracoes FCN-A1 e FCN-A2

A corrida realizada na primeira etapa com o objetivo de adquirir dados relativos aos ions
gerados na fragmentagdo, utilizando a técnica LC-ESI-IT-MS e FIA-ESI-IT-MS", no modo
positivo, encontra-se na Figura 33 (FCN-A1), abaixo, e na Figura 34 (FCN-A2), pagina 65.

A FCN-A1 apresentou 4 picos principais, que ndo eram observados os spots em CCD
ja& que por apresentarem baixas concentragdes e ter os spots espalhados, ndo eram observados
quando revelados com vapor de i0odo, que comprovariam a presenga das outras substancias co-

eluindo com o alcaloide alvo.

RT: 0,00-8,00 SM: 7B
435 NL:
2.00E7
Base Peak

A
(=]
T

[Le]
(=]

FCN A1 L

(o]
(=

|
L=

[=7]
[=]

43

Relative Abundance
wth
(=]

6,04 609 639 653
575

388
i 548

10 398 535 ! -

085
1% 137 103 308 3Mam

0 LIL L L

0,0
Time {min)

Figura 33: Cromatograma de ions totais da fracio FCN-A1 adquirido por LC-ESI-IT-MS.
Fonte: Autor

64



RT: 0,00-8,00 SM: 7B
295 NL:
100 A491E5

] Base Peak
g0 miz=

b 32350
3 324 50

&

FCN A2 L
70

60

50

40

Relative Abundance

3
=

%]
[=

—
(=

451 466 471 532 540 614 670 729 7.48 7.93

L=

LI N P S N O ) D S A O ) S Y N O COUR S I O A 0 5 O S I O P 5 O I D O I N R S R ) O e
] 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 35 4.0 4,5 50 55 6,0
Time {min)

=

Figura 34: Cromatograma de ions totais da fracdo FCN-A2 adquirido por LC-ESI-IT-MS.
Fonte: Autor

Na segunda etapa da andlise, uma varredura MS/MS foi realizada, para que dados
estruturais fossem obtidos. Os dados obtidos através dos ions moleculares foram comparados

com dados da literatura para metabolitos isolados do género Annona.

5.3.1 Fragdo FCN-A1
A fracdo FCN-A1 isolada através de CCDP, foi pesada, obtendo-se 33,1 mg da

substancia, que tem aspecto oleoso e coloragdo alaranjada.

Através dos dados obtidos apenas por espectrometria de massas, ndo foi possivel realizar
a identificacdo das substancias contidas nessa fra¢ao ja que a analise de massas ndo foi realizada
com energia de ionizagdo suficiente para que houvesse a aquisi¢ao dos dados de fragmentacao
das estruturas. Estudos posteriores com a fragdo FCN-A1 serdo realizados para que haja a

otimizacdo da metodologia analitica utilizada.
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5.3.2 Fragao FCN-A2

Da Fracao FCN-A2 os picos selecionados encontram-se nos tempos de retengdo, em
minutos, 2,97 e 4,21, apresentando picos de substancias que poderiam ser identificadas através
dos dados obtidos por espectrometria de massas. As estruturas foram identificadas por

comparacao por dados contidos na literatura, e encontram-se nas Figuras 35 e 37, abaixo.

Na Figura 35, observa-se o espectro de massas para uma substancia com pico base de
m/z: 324 [M+H]", e demais fragmentos com m/z: 309 [M"-CH3], m/z: 278 [M"-CH,0:] ¢ m/z:
217 [M*-C3H704]. Tais dados foram atribuidos ao alcaloide N-metoxicarbonilico romucosina,
a partir de dados obtidos da literatura. O alcaloide identificado j& havia sido anteriormente
isolado de folhas da Annona cherimolia (CHEN, WU; 2001), e caule de Annona cassiflora
(EGYDIO, et al., 2013). Na Figura 36, abaixo, ¢ possivel observar uma proposta de

fragmentacao para o alcaloide isolado.

FCN_A2_LC-MS #691 RT: 2,97 AV:1 NL: 3,76ES
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Figura 36: Proposta de fragmentagao para o alcaloide romucosina. Fonte: Autor
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Na Figura 37, abaixo, tem-se o espectrograma para uma substancia com pico ion

molecular m/z: 465 [M+H]" e pico base de m/z: 255. Além disso ha também fragmentos com

m/z: 435 [M'-CH20]; m/z: 347 [M"-C4HeO4]; m/z: 301 [M'-C¢H1205]. Com os fragmentos

obtidos, e a partir de dados consultados na literatura, identificou-se a substancia isolada como

sendo o flavonoide, da classe das antocianidinas, delfinidina-3-B-O-glucopiranosideo (KOH,

YOUN, KIM; 2014). Na Figura 38, pagina 68, tem-se uma proposta de fragmentagao para o

flavonoide isolado.
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Figura 37: Espectrograma de massas para a antocianidina Delfinidina-3-p-O-

glucopiranosideo . Fonte: Autor
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54 Avaliacio da atividade antimicrobiana e antifiingica das amostras

A avaliagdo microbioldgica de extratos vegetais ¢ comumente utilizada como etapa
preliminar na procura de fragdes bioativas ou de substancias que apresentem potencial
antimicrobiano (SILVEIRA, et al. 2009), essa etapa ¢ primordial na procura de vegetais que

apresentem potencial farmacoldgico.

A avaliagdo realizada teve como objetivo o rastreio de fracdes bioativas no extrato
vegetal hidroetanolico 70% das folhas da Annona mucosa, através dos ensaios com o extrato
bruto, e com suas respectivas fragdes organicas, e também com os metabolitos isolados, para
que através dessa fosse possivel observar qual seriam as fracdes com maior atividade

microbiologica.

Os microrganismos utilizados para essa avaliagdo foram escolhidos por serem
comumente utilizados em ensaios que visam explorar a atividade microbiologica de vegetais
do género Annona, ou que apresentaram algum tipo de atividade microbiolégica, em estudos
anteriores, quando testados frente a extratos vegetais da familia Annonaceae. Além disso, tais
microrganismos foram escolhidos para os ensaios microbioldgicos por apresentam resisténcia
elevada contra medicamentos utilizados em tratamentos comuns em hospitais, € por serem
responsaveis pelos principais tipos mais graves de infecgdes hospitalares. Observando-se tais
fatores ¢ importante buscar novas formas de tratar tais infecgdes utilizando-se de novas fontes,

como os produtos naturais de vegetais.
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Tabela 8: Diametro dos halos de inibi¢ao do crescimento de bactérias e fungos avaliados pelo
teste de difusao em pocos. Fonte: Autor

Amostra / Diametro halos de inibicdo (mm)
Microrganismo EhF FAT FCN-A1
FH(2) FC@) FA®@) C+ C-
utilizado a1 5) (6)
Staphylococcus
aureus ATCC 13 7 10 10 16 16 30
25923
Klebsiella
pneumoniae ATCC NM NM NM NM 8 NM 25
700603
Salmonella spp. NM NM NM NM 7 8 30
Candida albicans
NM NM NM NM 12 9 15
ATCC 9002

Legendas: EhF — Extrato hidroetandlico 70% das folhas; FH — Fragc@o hexanica; FC — Fragao
cloroférmica; FA — Fragao Acetato; FAT — Fracdo alcaloidica total; FCN-A1 — Fragao

cloroférmica neutra, alcaloide 1; NM — Nao mensuravel. Concentragdes (em pg/mL): EhF=
67000; FH= 49800; FC= 53500; FA= 56900; FAT= 11000, FCN-A1= 76300.

Dos dados obtidos observa-se que os extratos apresentaram atividades microbioldgicas
para algumas das amostras testadas, principalmente nos ensaios realizados frente a bactéria
gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC, onde se observou halos de inibi¢do
significativos, para todas as fragdes, e os maiores halos nos pogos da fracao alcaloidica total e

para do alcaloide FCN-A1.

A ensaio realizado frente a bactéria Klebsiella pneumoniae ATCC apresentou halos para

a fragdo FAT, com um halo de tamanho ndo muito significativo (Figura 39, pagina 71).

Para o fungo Candida albicans ATCC 9002, observou-se um halo de inibi¢do pequeno

para a Fracdo alcaloidica total, e para o alcaloide FCN-A1 (Figura 39, pagina 71).

Nao se observaram atividades inibitorias, através da metodologia de difusao em pogos,
em nenhuma das amostras testadas para as bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 35218 (Figura 40, pagina 72). Além disso, observou-
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se que algumas das amostras realizadas apresentaram halos de inibi¢ao de tamanhos irregulares,

de forma que eles nao foram medidos, apresentados como NM na Tabela 8, acima.

S. aureaus
ATCC 25923

Salmonella spp.

K. pneumoniae
ATCC 700603

C. albicans
ATCC 9002

Figura 39: Placas microbioldgicas para os ensaios frente a S. aureaus, Salmonella spp., K
pneumoniae ¢ C. albicans. Fonte: Autor
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P. aeruginosa
ATCC 27853

E. coli ATCC
35218

Figura 40: Placas microbiolodgicas para os ensaios frente a P. aeruginosa ¢ E. coli. Fonte:
Autor

As atividades microbiologicas observadas ja eram esperadas, dada a presenga de
flavonoides e alcaloides, confirmadas através da prospeccdo fitoquimica, que também
apresentou resultados para outras classes de metabolitos secunddrios, na etapa inicial de
desenvolvimento do trabalho, visto que alguns tipos de flavonoides sdo capazes de formar
complexos com proteinas soluveis e a parede celular de bactérias e fungos (COWAN, 1999;
ARIF et al., 2011) inibindo assim seu crescimento, € que metabdlitos como acetogeninas,
comuns em anonaceas, ¢ os alcaloides, presentes no extrato vegetal estudado, também possuem

atividades antimicrobianas frente a diversos tipos de microrganismos.

SIMINSK, et al. (2015) ja havia observado o potencial microbioldgico da espécie
Annona mucosa frente a S. aureaus, P. aeruginosa ¢ E. coli, e os resultados obtidos nesse estudo
corroboram parte dos dados contidos na literatura e demonstram o potencial dessa espécie para
o estudo e desenvolvimento fArmacos para o controle e tratamento de S. aureaus, ja que essa
bactéria ¢ considerada um importante agente patdogeno visto sua viruléncia, resisténcia a

antimicrobianos e associacdo a doencas e enfermidades sistémicas potencialmente fatais, e

infecg¢des de diversos tipos (ARAUJO, 2011).
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6. CONCLUSAO

Através da triagem fitoquimica do extrato hidroetandlico 70% das folhas da Annona
mucosa foi possivel tracar o perfil quimico do biriba, observando-se diversos metabolitos
secundarios como alcaloides, flavonoides, terpenos e as saponinas, comumente presentes em

diversas espécies vegetais pertencentes ao género Annona.

As técnicas de cromatografia em camada delgada permitiram o isolamento de fragdes
contendo alcaloides como constituintes majoritarios, e a técnica foi aplicada como uma etapa

de separagdo de fracdes contendo tais metabolitos.

A aplicagdo de técnicas acopladas de LC-MS, e das fragmentagdes multiplas utilizadas
permitiram a identificacdo estrutural do alcaloide romucosina, comum ao género Annona, € da
antocianidina delfinidina-3-O-3-glucopiranosideo, sendo este o primeiro estudo em que houve

o isolamento e identificagdo dessa antocianidina na espécie Annona mucosa.

Os ensaios microbiologicos indicam a presenga de compostos ativos na fracdo
alcaloidica total, bem como nas demais fragcdes organicas, frente ao isolado clinico da bactéria
Staphylococcus aureus, e para as fragdes alcaloidica total e FCN-A1 frente ao fungo Candida
albicans, possibilitando a continuidade do estudo através da caracterizacdo e avaliacdo da
toxicidade desses metabolitos, afim de avaliar a possibilidade do desenvolvimento de farmacos

tendo este metabdlito como principio ativo.
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