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RESUMO

A familia Annonaceae destaca-se pela producao diversificada dos metabdlitos secundarios,
entretanto ¢ uma das familias de plantas pouco explorada do ponto de vista quimico e
biofarmacolégico. Portanto, a fim de colaborar com o conhecimento sobre esta familia,
estudou-se a composicdo quimica das folhas da espécie vegetal Annona exsucca DC. Esta
espécie é encontrada nas regides norte, nordeste, sul e sudeste do territério brasileiro e é
popularmente conhecida como araticum salgado, pois o seu fruto quando maduro possui um
sabor levemente salgado. Através de testes fitoquimicos e andlises por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas com fonte de ionizacao electrospray (LC-
ESI-IT-MS/MS) e analisador do tipo ion trap além de experimentos de infusao direta (FIA-
ESI-IT-MS) foi possivel determinar as classes de metabolitos secundarios presentes nas folhas
desta espécie e caracterizar algumas dessas substancias, respectivamente. Os resultados obtidos
com os testes fitoquimicos confirmaram a presenca de alcaloides, de flavondides, de esteroides,
dos taninos e das saponinas. Enquanto que os resultados obtidos pela espectrometria de massas
permitiram caracterizar alguns alcaloides.

Palavras-chave: Annonaceae; Annona exsucca DC; prospecc¢ao fitoquimica, LC-ESI-IT-MS.



ABSTRACT

The Annonaceae family is noted by the diversified production of secondaries metabolites, but
there is little studies about its chemical and pharmacological potential. Therefore, to collaborate
with the knowledge about this family, this work studied the chemical composition of
the Annona exsucca DC leaves. This is a specie found in the north, northeast, south and
southeast of the Brazilian territory and it is popularly known as “araticum salgado”, because its
fruit when ripe has a slightly salty taste. Through phytochemical tests and analysis by high-
efficiency liquid chromatography coupled to mass spectrometer with electrospray ionization
and ion trap analyzer (LC-ESI-IT-MS/MS), in addition to direct infusion experiments (FIA-
ESI- IT-MS) was possible to determine the classes of secondary metabolites present in the
leaves of this species and characterize some of these substances, respectively. The
phytochemical tests results confirmed the presence of alkaloids, flavonoids, steroids, tannins
and saponins. While mass spectrometry results allowed to identify some alkaloids.

Keywords: Annonaceae; Annona exsucca DC; phytochemical prospecting, LC-ESI-IT-MS.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-83582009000100002

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 - Exemplos de frutos da familia Annonaceae.................ccccoovueeveiiiiiniinnicniieaneenn 13
Figura 4.1 - Tlustracdes representando a altura da Annona squamosa (a), a flor da espécie
Annona mucosa (b), o fruto da Annona MuricAra (C)......ueeeeeeeeeeeeecciueeeeeeeeeeeeeciirreeeeeeeeeeeseerneeenns 17
Figura 4.2 — Estados brasileiros com ocorréncia confirmada da espécie Annona exsucca DC...19

Figura 4.3 - Ilustracdes representando a drvore (a), a folha (b), a flor (c) e o fruto (d) da espécie

vegetal Annona exsucca DC.............c..ooouiiviiiiiiiiiiiiiiiieei et 20
Figura 4.4 - Rota metabolica VEEetal...........cooviiiiiiiiiiiiiiiiecite et e 22
Figura 4.5 — Principais compostos presentes na familia Annonaceae.................cccceveeeeeeneennne. 23
Figura 4.6 — Principais estruturas encontradas nos alcaloides............cccoecveeeniieiniieiniiecniieenne 24
Figura 4.7 — Alcaloides mais comuns N0 ZENET0 ANMONG...........cccueeeeueeercueeeniiieeeieeeeieeeeee e 25
Figura 4.8 — Estrutura da cafeina............cocceiiiiiiiiiiiiiiiicceee e 25
Figura 4.9 - Acetogeninas encontradas em espécies do gEnero Annond............ccceeeecueeeneeennne. 26
Figura 4.10 - Unidade 1SOprénica dos terPENOS. .......cccuutiriiiiriieeniieeniieenite ettt 27
Figura 4.11 - Exemplos de terpenos, na parte (a) tem-se a Canfora e na parta (b) tem-se o
BOTNEOL. ...ttt 27
Figura 4.12 - EStrutura do taXOl........ooiiieiiiieiiie ettt et s 28
Figura 4.13 - Principais estruturas dos flavonides.............coecuvivriiiiniiiiiniieiniieeice e 29

Figura 4.14 - Exemplos de flavondides encontrados no género Annona, na parte (a) tem-se o
flavondide luteolina-7-O-glucosideo presente na Annona Tomentosa € na parte (b) tem-se o
flavonéide kaempferol-3-O-galactosideo encontrado na Annona crassiflora........................... 30
Figura 5.1 — Informacdes sobre a localizacao da planta, na parte (a) tem-se o local da coleta, e
na parte (b) tem-se a foto da planta no dia da coleta............coceevieriiiiiininiieneeeeec 33
Figura 5.2 - Exsicata da espécie vegetal Annona exsucca DC...............coceeveeneeeciencecnceenncnnn. 34
Figura 5.3 — Preparo da amostra em etapas, na parte (a) tem-se a secagem das folhas, na parte
(b), as folhas trituradas, na parte (c), a balanga ilustra a etapa de pesagem da amostra, na parte
(d) tem-se o processo de extracdo, na parte (e), a ilustracdo do processo de filtracdo, na parte
(f), a etapa de concentracdo do extrato e na parte (g) tem-se o extrato concentrado................... 35
Figura 5.4 — Fluxograma do procedimento experimental realizado............cccccveeerveernreeenneeennne. 36
Figura 6.1 - Resultados dos testes fitoquimicos, onde na parte (a) tem-se a presenca de taninos
flobabénicos, na parte (b), a presenca de flavonas, flavondis e xantonas, na parte (c) ha a

presenca das catequinas, na parte (d) tem-se indicativo das flavanonas, na parte (e) tem-se



flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas, na parte (f) hd presenca de esteroides, na parte
(g) tem-se indicativo de saponinas e na parte (h) hd a presenca dos alcaloides..........cccccceeuneeenn. 42

Figura 6.2 - Cromatograma de fons totais do extrato hidroalcéolico das folhas da espécie

Annona exsucca DC adquirido por LC-ESI-IT-MS.......coociieeeeceeee, 43
Figura 6.3 - Espectro de fragmentagdo da anonaina por ESI(+)-MS.........ccccooiiiniiiiiniinicenn 44
Figura 6.4 - Espectro de fragmentacdo da asimilobina por ESI(+)-MS.........ccccoiiiiniinnnnennnn 44
Figura 6.5 - Espectro de fragmentag@o da norushinsunina por ESI(+)-MS.............cocciiinin 45
Figura 6.6 - Espectro de fragmentacao da bismurrayafolina A por ESI(+)-MS..........cccceeee 46

Figura 6.7 - Espectro de fragmentacdo da liriodenina por ESI(4+)-MS.......c.cccooiiiiiniininnen 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1 - Espécies usadas na medicina popular e suas aplicagoes..........ccevveeerveeerreeenveeenne 18
Tabela 5.1 - Confirmagao para antocianinas, antocianidinas e flavondides................ 37
Tabela 5.2 - Confirmacao dos testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas............... 38

Tabela 6.1 - Resultados da prospeccdo fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas da

ANNONA CXSUCCA D C ..ot e e ee e e et e e e e etre e e e etre e e e etaeeeeaaans 41



SUMARIO

) B 10 4T L (o210 TP RPUPRRRRPPUPRR 12
B 0 o) <15 USSP 15
2.1 ObBJELIVO ZETAL....coiuiiiiiiiiieiie et ettt st st 15
2.2 ObJetiVOS ESPECTIICOS . . veeieuiiieiiiieiiteeeite ettt ettt e et e st e st e st e st e e sabeee e 15

3. MELOAOLOZIA. ¢ttt ettt ettt e bt et e bbbt sab e et e b eatean 16
4. ReferencCial TEOTICO. ..ccuueiitiiiiiiiieiie ettt ettt st e b ettt e sab e e e s aeeeaeeas 17
4.1 A familia Annonaceae € 0 ZENET0 ANNONA.........eeeriurieeriieeiieeriieeeiteesiteesiteesieeesaeeenas 17
4.2 Espécie em estudo: Annona exsucca DC..............coocoueeeeiieeiiieniieeniiieeniieesieeseveessaee s 18
4.2.1 Refer€ncias taXONOMICAS. ....coouueerureerireeriieertte et e et e ettt e sttt esbteesbteesaneeesaneeeans 20

4.3 MetabOlitos SECUNAATIOS. . ....vtiriiiiiiiieiiieeeite ettt ettt ettt sttt e s esiee e 21
4.3.1 Os metabdlitos secundarios na familia Annonaceae..................ccccceeevecuvenucnnne. 23

4.3.2 Metabdlitos secunddrios do EENETr0 ANNONA.........c..eeeevveeeciveeeiiieeniieeniieeniee e 24
4.3.2.1 ALCALOIALS......eeiiiiiieiiieeeiee ettt 24

4.3.2.2 ACELOZENINAS. .....eeeeiiiieiiieeeiie ettt ettt ettt et e et e et e st e e sanaeesabeeesaees 26

4.3.2.3 TRIPEIOS. ....eeeuereeetteeeiieeeeteeesitee ettt e eiteestteesteeessseeessseesnaseesnssesssseesnnseesns 26

4.3.2.4 FIAaVONOIAES. ......eouvieiieiieieieeeiieee ettt 28

4.4 Espectrometria de MaSSAS......cccueeeriireeriieeniienieeiteenteeteeereesreesreesreesneesenesneesaeeeneenanes 30

5. Procedimento EXPerimental..........ccoceooiieiiiiiiiiniiiiieiiieeenee e 32
5.1 Equipamentos UtIZAdOS. ......cccuvieiiiieiiiieiiieeeite ettt 32
5.2 REAZENLES € SOIVENLES. ....eieiuiiieriiieeiiieeriieeiteeetee et e eiteesbaeesbaeesssaeesaseeensseessneesnseeens 32
5.3 Coleta € 1deNtIfICACAO. ....cccuviiriiiriieiieeiteieeete ettt st et ees 33
5.4 Preparo da QIMOSIIA. ....cc..eeeiiiiiierieeiieett ettt ettt ea 34

5.5 Triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas da espécie Annona exsucca

DIC ettt et ettt et et nb e s e 37
5.5.1 Teste para fenGis € tANINOS. .......ceevterreerieiieerieeteeee et e e neeseeeeneens 37
5.5.2 Teste para antocianinas, antocianidinas € flavonoides..........c.ccceceeveerieeniceneenne. 37
5.5.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas...........ccecceeevveeenieeinnennnne. 38
5.5.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis € Xantonas............cceeceeeerveeeeneeenne. 38
5.5.5 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)...........c.cccevuneennee. 38
5.5.6 TESte PAra SAPOIINAS. .....eerureenreeririetierteereeereenteesreeteeeneesseesereesneeesneenseesareesaneenne 39
5.5.7 Teste para a presenca de alcaloides........c.veeviiriiriiieniieiiieneieeeeceee e 39

5.6 Peso seco e rendimento do extrato bruto hidroalcOoliCO......oouvummmeeeieeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeenn. 39



5.7 LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS" do extrato hidroalcéolico das folhas da Annona



12

1. INTRODUCAO

A Quimica de Produtos Naturais é uma vertente da Quimica Organica que realiza o
isolamento e a identificacdo das substancias naturais que sdo produzidas nas plantas,
microorganismos e em alguns animais por meio do metabolismo secundério que possuem. Os
estudos realizados por esta drea permitem conhecer um elevado nimero de substancias que ja
foram caracterizadas e também caracterizar novas substancias [1]. Além disso, a Quimica de
Produtos Naturais estd diretamente relacionada com a farmacologia e a biologia, visto que a
busca por novas moléculas com potenciais utilizacdes para o desenvolvimento de
medicamentos, cosméticos, pesticidas, entre outras aplicacdes, necessitam dos conhecimentos
em ambas as areas [2].

Em geral, a Quimica de Produtos Naturais ¢ comumente relacionada a Quimica das
Plantas, também conhecida como fitoquimica, a qual € responsdvel pelo estudo dos
componentes quimicos encontrados nas plantas. Entretanto, a fitoquimica € frequentemente
utilizada para revelar a presenca de um determinado componente quimico naquela espécie
vegetal [1]. Os componentes quimicos das plantas sdo classificados em metabdlitos primarios
e metabodlitos secunddrios. O primeiro refere-se a producdo de substincias que estdao
diretamente ligadas ao desenvolvimento da planta, sendo que tal processo ocorre por meio da
fotossintese. Os metabdlitos secunddrios nao apresentam relagdo direta com o crescimento da
planta, contudo garantem a sobrevivéncia e a propagacdo das plantas que os produzem, sao
eles: compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais, flavondides, alcaloides, entre outros.
Estes compostos sdo os responsaveis pelos efeitos medicinais ou téxicos das plantas em relagdo
aos animais e a outros organismos, e também possuem grande importancia ecoldgica pois eles
podem atuar tanto na atragdo de agentes polinizadores como na defesa quimica contra
predadores [3; 4; 5].

Os metabdlitos secunddrios produzidos nos vegetais podem variar de acordo com a
familia, o género e a espécie de uma determinada planta, logo ao saber a familia e/ou o género
de uma planta € possivel conhecer previamente os metabdlitos que poderdo ser explorados nela
[6]. Uma das familias de plantas que se destaca pela produgdo desses metabolitos € a
Annonaceae, sendo esta uma das familias menos estudadas. Investigacdes fitoquimicas e
farmacolodgicas, sobre as espécies desta familia, vém se intensificando nos tltimos anos [7; 8].

A familia Annonaceae € constituida por um grande numero de espécies de plantas com
alto interesse industrial, pois a maioria dessas espécies sdo frutiferas. Esta familia possui

aproximadamente 2500 espécies divididas em 130 géneros distintos. No Brasil sdo encontradas
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cerca de 386 espécies situadas principalmente, em sua maioria, nas florestas locais [9]. Dentre
os gé€neros existentes, o género Annona é considerado o mais importante desta familia devido
ao valor econdmico que possui, pois apresenta algumas espécies frutiferas que sdo amplamente
cultivadas e comercializadas no Brasil e no mundo, tanto na forma in natura quanto na forma
de sucos e sobremesas [10; 11]. A figura 1.1 ilustra trés espécies que apresentam essa finalidade,
sdo elas: Annona muricata (graviola), Annona squamosa (fruta do conde), Annona cherimola

(cherimoia), respectivamente.

Figura 1.1 - Exemplos de frutos da familia Annonaceae.

Fonte: www.dicasetutoriais.net/2015/07/diferencas-entre-anonas.html; Acesso em: Abril de 2017.

Além disso, as plantas da familia Annonaceae sio amplamente empregadas na medicina
popular no combate a diversas enfermidades, tais como: diarreia, espasmos, diabetes, tosse,
problemas respiratdrios, reumatismos e alguns tipos de cancer. Utilizam-se todas as partes das
plantas, desde as raizes até o fruto para o preparo de chds, xaropes e sucos, a fim de inibir e/ou
controlar os sintomas de uma determinada doengca. Como exemplos desta aplicagdo, pode-se
citar a Annona muricata e a Annona glabra que sdao amplamente estudadas pela medicina
convencional, através dos conhecimentos obtidos pela medicina popular [12; 13].

Entretanto, na familia Annonaceae existem intimeras espécies de plantas pouco
pesquisadas, as quais ndo se conhece todo o seu potencial medicinal, microbiolégico e
farmacol6gico. Um grande exemplo disto € a planta estudada neste presente trabalho: Annona
exsucca DC, a qual pouco se conhece sobre as suas caracteristicas gerais, composicao quimica
e funcdes medicinais, visto que ela € uma espécie encontrada com certa frequéncia na beira das
matas ciliares de diversas formagdes da Amazonia e da Mata Atlantica [14]. Assim, neste
estudo, por meio dos testes fitoquimicos e de técnicas cromatogréficas acopladas, buscou-se
conhecer as classes de substincias quimicas presentes nesta espécie, com o objetivo de
identificar as possiveis aplicacdes desta espécie que podem contribuir, futuramente, na
obten¢cdo de novos medicamentos, a fim de proporcionar melhorias para o bem-estar da

sociedade e ajudar no desenvolvimento da indudstria farmacéutica.
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Neste trabalho, a identificac@o das classes de compostos, presentes nas folhas da planta
em estudo (Annona exsucca DC), foi realizado a partir do extrato hidroetandlico das folhas, o
qual foi utilizado na execucdo de testes fitoquimicos previamente determinados na literatura. O
livro mais utilizado sobre este assunto € o “Introducdo a fitoquimica experimental”, do autor
Francisco José de Abreu Matos, que por esta razdo foi o livro referéncia para a realizacido dos
testes fitoquimicos.

Posteriormente, realizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
espectrometro de massas com fonte de ionizacdo electrospray (LC-ESI-IT-MS/MS) e
analisador do tipo ion trap além de experimentos de infusdo direta.

O presente trabalho tem como um dos principais objetivos estudar a composicao
quimica da espécie Annona exsucca DC a fim de obter-se possiveis substancias candidatas para
posteriores aplicagdes biofarmacoldgicas, garantindo assim, a melhoria e a manuten¢do da vida
humana.

Logo, este trabalho € de grande importancia para a comunidade cientifica brasileira pois
realizou-se um estudo sobre uma planta nativa pouco conhecida e deste modo, além de
contribuir para o enriquecimento dos conhecimentos cientificos gerais sobre a composicao
quimica deste género, este trabalho também colabora para o desenvolvimento cientifico

nacional e da industria farmacéutica brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
¢+ Identificar as classes de metabdlitos presentes no extrato hidroalcéolico das folhas da

espécie vegetal Annona exsucca DC.

2.2. Objetivos Especificos

¢+ Conhecer através de triagem fitoquimica, as classes de metabdlitos secundarios presentes
no extrato hidroalcoolico das folhas da espécie vegetal Annona exsucca DC.

¢ Caracterizar os compostos quimicos do extrato hidroalcdolico através da cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-
IT-MS).

¢ Colaborar para o conhecimento cientifico acerca da composi¢do quimica das espécies da

familia Annonaceae.
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3. METODOLOGIA

Como o trabalho realizado tratou-se de uma pesquisa qualitativa e experimental, assim

o método utilizado para desenvolvé-lo baseou-se primeiramente na revisao da literatura acerca
da familia e do gé€nero da planta estudada, e posteriormente na coleta e preparacdo da amostra
para realizar a identificacdo das classes de compostos por meio da triagem fitoquimica e da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O desenvolvimento do procedimento
metodoldgico deste trabalho foi realizado em vérias etapas, conforme as descri¢des abaixo:

% Pesquisa na literatura cientifica dos dltimos anos sobre a composi¢do quimica e as

informacdes bibliograficas da familia, do género e da espécie em estudo;

% Coleta, secagem, moagem e pesagem do material vegetal;

% Obtencdo do extrato hidroetandlico das folhas da espécie em estudo neste trabalho;
* Realizagao da triagem fitoquimica.
¢ Elucidacéo estrutural dos compostos quimicos presentes no extrato hidroalcéolico das

folhas da planta em questdao por LC-MS.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1 A familia Annonaceae e o género Annona

A familia Annonaceae possui aproximadamente 2500 espécies vegetais compreendidas
em 130 géneros. No Brasil existem cerca de 386 espécies distribuidas em 29 géneros. Os
géneros com maior destaque na flora brasileira sdo: Annona, Duguetia, Guatteria e Xylopia,
Entretanto, o género Guatteria é considerado o maior, visto que possui cerca de 300 espécies,
e 88 das suas espécies sdo encontradas no Brasil [9].

Em geral, as plantas da familia Annonaceae apresentam-se na forma de drvores com
alturas variando de 3 a 5 metros, ja as flores sdo compostas de duas a quatro pétalas, e os frutos
possuem as cascas dsperas e cheias de gomos [15]. Na figura 4.1(a), é possivel observar a
imagem de uma das espécies desse género, a Annona squamosa, exemplificando a altura que
vegetais desse género podem ter, a figura 4.1 (b) ilustra as pétalas das flores da espécie Annona
mucosa e a figura 4.1 (c), o fruto correspondente a Annona muricata, respectivamente. Esta

figura mostra caracteristicas, citadas anteriormente, referentes a familia Annonaceae.

Figura 4.1 - [lustracdes representando a altura da Annona squamosa (a), a flor da espécie Annona mucosa (b), o
fruto da Annona muricata (c).

() (b) (c)

Fonte: (a) dopoucoumtodo.blogspot.com.br/2015/10/ata-pinha-ou-fruta-do-conde.html; Acesso: Abril de 2017.
(b) cotram.org/taxa/index.php?taxon=Rollinia; Acesso em Abril de 2017 (c) melhorcomsaude.com/graviola-
milagre-natural-cura-cancer; Acesso em: Abril de 2017.

O género Annona é um dos géneros mais apreciados mundialmente, pois fornece frutos
comestiveis, que podem ser consumidos na forma in natura ou na forma de bolos, sucos,
sorvetes e outras formas de doces. Por esta razao, este género possui um alto valor industrial e
econdmico. Além de possuir essa finalidade, os frutos também possuem aplica¢cdes medicinais
juntamente com outras partes da planta, como por exemplo: as folhas, as raizes, as flores, as

sementes ¢ o caule [16; 17].
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Além das aplicacOes alimenticias explicitadas acima, o género Annona é também
conhecido pelo alto valor medicinal das suas espécies, sendo que todas as partes da planta,
desde as raizes até as sementes, sdo destinadas para o tratamento de doencas pela medicina

popular. Na tabela 4.1 sdo exemplificadas algumas espécies dessa familia que sdo aplicadas na

medicina popular.
Tabela 4.1 - Espécies usadas na medicina popular e suas aplicacdes.

NOME PARTE DA

ESPECIE POPULAR PLANTA INDICACAO
Ann.ona Graviola Folhas Dores‘nas costas;
muricata diabetes
A Vomitos; dores
s ::’Zzga Fruta do conde Folhas musculares; cansaco;
1 febre; doencas de pele
Annp na Araticum Sementes e folhas (ancer; picada d,e cobra;

crassiflora doengas venéreas
Am?ona Cherimoéia Sementes Inseticida; antiparasitaria
cherimola
AL Biribd Folhas Anti-inflamatério

mucosa

Fonte: Adaptada de BRUGINSKI (2016).

O género Annona possui cerca de 200 espécies [18] incluindo 44 espécies classificadas
no antigo género Rollinia, as quais foram realocadas para o género Annona por H. Rainer em

2007 [19], baseado em estudos morfoldgicos, cardinoldgicos e palinolégicos.

4.2 Espécie em estudo: Annona exsucca DC

A espécie vegetal Annona exsucca DC é popularmente conhecida pelos seguintes
nomes: araticum salgado, “do tupi — fruta mole”, araticum macho, aticum ripa, aticum
temperado, fruta do conde pequena, envira preta, envira bobd, biriba brava, entre outros nomes.
E uma espécie incomum encontrada com certa frequéncia na beira de matas ciliares da floresta
Amazonica e da Mata Atlantica. Os estados brasileiros, como pode ser visualizado na figura
4.2 (pagina 19), com ocorréncias confirmadas desta espécie sdo: Amazonas (AM), Amapa (AP),
Para (PA), Rondo6nia (RO), Roraima (RR), Ceara (CE), Maranhdo (MA), Minas Gerais (MG)
e no estado do Parana (PR) [14].
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Figura 4.2 — Estados brasileiros com ocorréncia confirmada da espécie Annona exsucca DC.

" .
AM on m '

Fonte: Adaptada de www.floradobrasil.jbrj.gov.br; Acesso em: Abril de 2017.

As arvores desta espécie atingem uma altura variando entre 4 a 7 metros, possuindo uma
copa cilindrica, a qual pode atingir de 2 a 3 metros de diametro. O tronco possui didmetro de
10 a 20 cm e sempre € encontrado reto, além disso possui casca estriada. As folhas medem de
6 a 13 cm de comprimento e 1,8 a 4,8 cm de largura. Sdo caracterizadas por serem simples, sem
pélos e com a margem ondulada. As flores apresentam-se na forma de hélice e possuem trés
pétalas que sdo desiguais entre si com 6 a 13 mm de comprimento. Os frutos sdo pequenos,
atingem de 4 a 6 cm de didmetro com casca espessa de colorac@o verde antes de amadurecer, e
amarelo pardo quando estdo maduros. E possivel observar, na pagina 20, na figura 4.3 (a), a
arvore da espécie em questdo, na figura 4.3 (b), a folha, na figura 4.3 (c), a flor e na figura 4.3

(d), o fruto [14].
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Figura 4.3 - Ilustracdes representando a arvore (a), a folha (b), a flor (c) e o fruto (d) da espécie vegetal Annona
exsucca DC.

Fonte: A autora (2017).

Os frutos quando maduros tem a polpa amarelada e um sabor levemente salgado, e por
este motivo, essa espécie recebeu o nome popular de araticum salgado. A polpa pode ser
consumida tanto na forma in natura como no preparo de doces e/ou salgados. Os frutos, apds
colhidos, podem ser consumidos no maximo até 10 dias quando conservados a temperatura
ambiente, entretanto quando sdo armazenados sob refrigeragdo podem durar por mais tempo, €

isto garante um alto valor comercial e industrial a esta espécie [14].

4.2.1 Referéncias taxondmicas
Segundo a Sistemdtica de Angiospermas do Brasil [20], a classificagdo taxondmica

desta espécie vegetal € realizada da seguinte maneira:

Reino: Plantae Divisao: Spermatophyta Classe: Magnolitae Ordem: Magnoliales

Familia: Annonaceae  Tribo: Unoneae = Género: Annona  Espécie: Annona exsucca DC
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4.3 Metabdlitos secundarios

As substincias quimicas presentes nas plantas podem ser classificadas em duas
categorias: metabdlitos primdrios e metabdlitos secunddrios. Os metabdlitos primdrios sdo
substincias que estdo diretamente ligadas com o desenvolvimento da planta e que sdo
encontradas em todas as espécies vegetais, tais como: os agicares, aminodcidos, proteinas e os
acidos nucléicos. Os metabdlitos secundérios, diferente dos primdrios, sdo substincias
encontradas de forma limitada em cada espécie vegetal, as quais garantem a sobrevivéncia da
planta, como por exemplo: prevencao de ataque de predadores, reprodugdo da espécie, e entre
outros fatores [21; 22].

O metabolismo vegetal necessita de processos fotossintéticos para produzir as
substancias do metabolismo primério que irdo dar origem aos metabdlitos secunddrios. As
reacoes fotossintéticas podem ocorrer tanto na presenga como na auséncia da luz solar. Quando
as reacOes ocorrem na presenca da luz, a energia solar € absorvida pelas moléculas de clorofila
e depois sdo transferidas para moléculas que armazenam a energia, como o ATP e NADPH. E
as reacOes que acontecem na auséncia da luz solar, utilizam as moléculas de ATP e NADPH
como fonte de energia para a fixacdo do gas carbonico (CO2), cujo principal destino € a sua
conversdo em glicose [23].

Todos os metabdlitos primdrios e secundarios sdo provenientes do metabolismo da
glicose, onde ela € convertida em moléculas do dcido pirtdvico as quais dao origem h4 duas vias
distintas. Na primeira via, as moléculas de piruvato entram na via do 4cido chiquimico e
formam os metabolitos secundérios arométicos, como por exemplo: alcaloides indodlicos,
cumarinas e taninos hidrossoltveis. Na segunda via, a oxidag¢ao do piruvato continua até formar
as moléculas de acetil-coenzima A (acetil-coA), as quais podem seguir trés vias: via do ciclo
de 4cido citrico, via do mevalonato e a via da condensagdo do acetato que forma os derivados
do acetato [23].

O ciclo do 4cido citrico forma os alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos. A via do mevalonato é a responsdvel pela formacdo dos
terpenoides e esterois € a via da condensacdo de acetato origina as acetogeninas. A produgdo
das antraquinonas, dos flavonéides e dos taninos condensados, ocorre por meio da combinagdo
de uma unidade do 4cido chiquimico com uma ou mais unidades do acetato ou dos seus
derivados [23]. A figura 4.4 mostra (pagina 22), de forma resumida, as vias de biossintese e os

seus produtos obtidos.
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Figura 4.4 - Rota metabdlica vegetal.

GLICOSE : :
i r— polissacarideos
b  heterosideos
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dcido chigquimico acetil-CoA
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alcaldides taninos dcidos graxos
inddlicos e hidrolisiveis 2 s i
W _ isoprendides et S
quinolinices antraquinonas
flavondides
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| | omitina terpendides &
lisina esterdis

protoalcaldides acido
alcoldides citdmico
isoquinolinicos e alcaloides
benzilisoquinolinicos | pirrolidinicos,
tropinicos,
fenilpropandides pirrolizidinicos,
piperidinicos e
| quinolizidinicos

lignanas e ligninas
cumarinas

Fonte: www.geocities.ws/plantastoxicas/metabolismo.html; Acesso em: Maio de 2017.

Os metabdlitos secundérios podem ser classificados de acordo com a sua estrutura e/ou
rota de biossintese. Além disso, a producdo dos metabdlitos secunddrios nas plantas é
diretamente influenciada por fatores que modificam o ambiente em que vivem, como por
exemplo: aumento da temperatura, ameaca dos predadores, queimadas, destruicao do solo, falta
de radiacdo solar, mudancas de estacOes, presenca de microorganismos, entre outros. Muitos
desses fatores apresentam ligacOes com as acdes antrOpicas no ambiente, mas também sdao
influenciados por outros fatores como estimulos mecanicos, polui¢do atmosférica, simbiose
com agentes patogénicos e fatores edafoclimaticos, os quais estdo relacionados com o clima e
o solo [24].

A quantidade e as classes de compostos que serdo produzidas pelas plantas sdo
influenciadas por estes fatores, o que pode causar mudancas no perfil quimico e na quantidade
de substéncias extraidas das plantas. E importante ressaltar que, os metabélitos secunddrios sdo

0s principais compostos que contribuem para a atividade farmacoldgica dos produtos naturais,



23

e portanto, faz-se necessario conhecer estes fatores para evitar a perda desta atividade, e também
a ndo producio de um ou mais metabdlitos que sdo importantes para a sobrevivéncia da espécie
ou que garantem a atividade farmacoldgica do extrato. Além disso, estes fatores também sao
importantes para realizar a coleta da planta no tempo correto, pois, deste modo, € possivel obter

a classe de substincias que se deseja extrair em maior quantidade [25; 26].

4.3.1. Os metabdlitos secunddrios na familia Annonaceae

A familia Annonaceae possui uma grande variedade de substincias quimicas na sua
composic¢do, isso se deve a diversidade biogenética e estrutural dos metabdlitos secundarios
que podem ser encontrados nas suas espécies. Essa familia, geralmente, € caracterizada pela
ocorréncia de alcaloides e acetogeninas, entretanto também apresenta outras classes de
compostos como por exemplo: polifendis, terpenos, compostos aromaticos, lignanas,
neolignanas, flavondides, chalconas, esteroides, lactonas e amidas. Vale ressaltar que mesmo
com essa diversidade de classes de compostos, a classe dos alcaloides ¢ mais estudada dessa
familia [27; 28; 29]. A figura 4.5 ilustra algumas substincias das principais classes de

compostos dessa familia.

Figura 4.5 — Principais compostos presentes na familia Annonaceae.

O OH 0

Liriodenina Anonaina Kaempferol

HoC OH
CH,
HsC CH,
Linalol Annonacina

Fonte: A autora (2017).
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4.3.2 Metabdlitos secundarios do género Annona

As espécies vegetais da familia Annonaceae, especialmente as do género Annona, sao
caracterizadas principalmente pela presenca de alcaloides benzilisoquinolinicos, entretanto,
também apresentam outras classes de alcaloides. Além disso, os atuais estudos quimicos
realizados com as espécies desse gé€nero revelam que, além dos alcaloides, existem outras
classes de metabodlitos secunddrios presentes nessas espécies, como por exemplo: as

acetogeninas, os terpenos e os flavonoides.

4.3.2.1 Alcaloides

Os alcaloides sao compostos organicos nitrogenados encontrados principalmente nas
plantas, mas também estdo presentes, em menor quantidade, em microorganismos € animais.
Estas moléculas podem apresentar um ou mais atomos de nitrogénio na sua estrutura, o qual
confere a alcalinidade desses compostos e, tal propriedade facilita a extracdo e a purificagao
deles, pois formam sais soliveis em dgua quando estdo em contato com 4cidos organicos e
inorganicos. Essa classe de compostos pode ser encontrada em todos as partes da planta, e a sua
principal fun¢do € garantir a protecdo contra predadores, como por exemplo: herbivoros e
patégenos [30; 31; 32].

Com relagdo a classificacdo, os alcaloides sao classificados de acordo com a sua rota de
biossintese, pois eles dependem do aminodcido precursor, o qual € o responsdvel por fornecer
o esqueleto fundamental da estrutura juntamente com o nitrogénio. Entre as principais classes
estdo: inddlicos e quinolinicos que sdo provenientes do triptofano; pirrolidinicos, tropanicos,
pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos que sdo derivados da ornitina; isoquinolinicos
e benzilisoquinolinicos que sdo oriundos da tirosina [31]. A figura 4.6 abaixo, mostra os

esqueletos estruturais basicos encontrados nos diversos tipos de alcaloides.

Figura 4.6 — Principais esqueletos encontrados nos alcaloides.

H H

Pirrol Pirrolidina Piperidina Piridina  Pirimidina Imidazol

N CD GO AR

[soquinolina Quinolina Quinolizidina Indol
Fonte: A autora (2017).
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Dentre as diversas classes de alcaloides existentes, os isoquinolinicos sd@o os mais
encontrados na familia Annonaceae, incluindo os aporfinicos e os oxaporfinicos que sdo os dois
maiores grupos dessa classe. A presenca dos alcaloides nessa familia é constante no género
Annona. A liriodenina (oxaporfinico), anonaina (aporfinico) e reticulina (benzilisoquinolinico),
como mostra a figura 4.7, sao os alcaloides mais comuns encontrados nas espécies desse género,

e por isso podem ser considerados os marcadores quimiotaxondmicos do género Annona [33].

Figura 4.7 — Alcaloides mais comuns no género Annona.

0
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Litiodenina Anonaina Reticulina

Fonte: A autora (2017).

Os estudos recentes realizados com as espécies vegetais do género Annona mostram que
existem uma grande diversidade de alcaloides aporfinicos na sua composicao, além disso
também sdo encontrados alcaloides do tipo ndo isoquinolinicos em algumas espécies desse
género, como por exemplo: a presenca da cafeina, como composto majoritario, nas sementes

da Annona cherimola (figura 4.8) [33].

Figura 4.8 — Estrutura da cafeina.
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Fonte: A autora (2017).
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4.3.2.2 Acetogeninas

As acetogeninas sdo produtos naturais que possuem uma longa cadeia carbonica,
formada geralmente com 35 a 37 dtomos de carbono ligada com um anel y-lactona terminal.
Além disso podem apresentar diferentes grupos funcionais na sua cadeia, como por exemplo:
anéis tetrahidrofurinicos e tetrahidropirinicos, grupos oxigenados e ligacdes duplas. A
presenca dos grupos funcionais na cadeia carbOnica das acetogeninas sugerem que elas sdo
derivadas dos policetideos, onde ocorre a combinacdo das moléculas por meio da via do acetil-
coA com dois ou trés carbonos lineares, como o acido etanoico e o dcido propanoico. Vale
ressaltar que as acetogeninas sdo substancias exclusivas da familia Annonaceae, sendo que o
género Annona € a principal fonte de obtencao desta classe de metabdlitos [34; 35; 36]. A figura
4.9 abaixo, mostra alguns exemplos de acetogeninas encontradas em espécies vegetais do

género Annona.

Figura 4.9 — Acetogeninas encontradas em espécies do género Annona.
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Fonte: A autora (2017).

Esta classe de substincias apresenta um grande potencial biolégico, pois possuem vdrias
propriedades bioldgicas, como por exemplo: antitumoral, antiparasitdria, antimicrobiana,

pesticida, entre outras propriedades [34].

4.3.2.3 Terpenos
Os terpenos sdo uma classe de produtos naturais de grande ocorréncia nas plantas.
Possuem uma ampla diversidade estrutural a qual deriva da jungdo cabecga-cauda de cinco

atomos de carbono, também conhecida como unidade isoprénica (figura 4.10). Os terpenos sao
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classificados de acordo com a juncdo das unidades isoprénicas, deste modo, eles podem ser
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, tritepernos e tetraterpenos, e
possuem, respectivamente, a juncio de duas, trés, quatro, cinco, seis e oito unidades isoprénicas

[37].

Figura 4.10 - Unidade isoprénica dos terpenos.

e
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Fonte: A autora (2017).

Dentre as classes de terpenos citadas anteriormente, Os monoterpenos € 0S
sesquiterpenos sao os principais componentes dos 6leos essenciais, além disso ambos possuem
importantes propriedades terapéuticas, tais como: expectorantes, anti-inflamatoérios, anti-
infecciosos, antimicrobianos, entre outras propriedades. Os triterpenos, sio uma outra classe de
terpendides, que apresentam um grande potencial de atividade bioldgica, como por exemplo:
anti-inflamatdria, antifingica, antibacteriana, antitumoral, antiviral, analgésica, antioxidante,
antidiabética, entre outras atividades [38].

Com relagdo a sua formagao, os terpenos possuem duas vias distintas de biossintese: a
primeira ocorre na via do mevalonato que tem como precursores o piruvato e o acetil-coA; e a
segunda via € a partir da via do 5S-fosfato de 1-desoxi-D-xilulose que apresenta como
precursores o piruvato e o gliceraldeido. As duas vias de biossintese formam o difosfato de
isopentenila, com cinco unidades de carbono, o qual serd convertido em difosfato de dimetilalila
para poder dar inicio a formagao dos terpenos [39].

O género Annona também possui essa classe de produtos naturais na sua composi¢ao,
isto foi observado nas folhas da espécie vegetal Annona squamosa que mostrou a presenca dos

monoterpenos canfora na figura 4.11 (a) e o borneol na figura 4.11 (b) nas folhas dessa planta

[33].

Figura 4.11 — Exemplos de terpenos, na parte (a) tem-se a Canfora e na parta (b) tem-se o Borneol.

H4C CHq HLC CH,
0 OH
H
(a) Canfora (b) Borneol

Fonte: A autora (2017).
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Os terpenos podem ser encontrados em diversas partes de uma planta, como por
exemplo: folhas, flores, raizes, caule e frutos, sendo que neste dltimo eles sdo encontrados
principalmente nas cascas e nas sementes. Os terpenos, também conhecidos como Oleos
essenciais, quando extraidos dessas partes da planta, possuem na maioria das vezes, um cheiro
muito agraddvel, o que permite a sua aplicacdo nos produtos cosméticos e nos perfumes na
forma de fragrancias [40].

Além disso, os terpenos apresentam um grande interesse econdmico a nivel mundial nas
industrias de farmacos, um grande exemplo disso € o taxol (figura 4.12), isolado da espécie
vegetal Taxus brevifolia, pois ele € o principio ativo de um farmaco no combate ao cancer, e
devido a sua complexidade de extracdo, ele possui um valor estimado em 1,8 bilhdes de dolares

[41].

Figura 4.12 — Estrutura do taxol.

Fonte: A autora (2017).

4.3.2.4 Flavonoides

Os flavondides sao uma classe de produtos naturais que estdo presentes em todas as
partes das plantas, ou seja, podem ser encontradas nas raizes, no caule, nas folhas, nas flores e
nos frutos. Muitos flavonéides apresentam coloracdo amarelada e sdo responsaveis pela atracao
dos agentes polinizadores. Essa classe de substancias possui propriedades farmacoldgicas que
apresentam acdo antioxidante, antiviral, antialérgica, anticarcinogénica, anti-inflamatdria,
antimaldrica, anestésica e antidepressiva [42; 43; 44; 45].

Os flavondides sao derivados a partir de duas rotas de biossintese: a primeira € através

da via do 4cido chiquimico e a segunda é por meio da via do acetato. Eles podem ser
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classificados de acordo com o seu processo de formacdo, logo possuem dez tipos de
classificacoes, que sdo: flavonas, flavondis, antocianinas, leucoantocianidinas, glicoflavonas,
chalconas, biflavonilas, auronas, flavanonas e isoflavonas [42; 43; 44; 45; 46; 47]. Os
flavondides sdo compostos soliveis em dgua, metanol, etanol e butanol, pois possuem média
polaridade, além disso sdo compostos levemente 4cidos. Vale ressaltar que os flavondides
podem ser degradados quando estdo na presenca do oxigénio em meio alcalino e, apesar de
apresentarem coloragcdo amarelada, o que permite a visualiza¢do desses compostos na regidao do
visivel, eles também podem ser visualizados na regido do ultravioleta, visto que possuem
grupos cromoéforos na sua estrutura [42; 43; 44; 45]. A figura 4.13 mostra algumas estruturas

basicas dessas classes de flavonoides.

Figura 4.13 - Principais estruturas dos flavonoéides.
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Fonte: A autora (2017).

Com relacdo ao género Annona, as classes de flavonoides mais encontradas nas espécies
vegetais deste gé€nero sdo as flavonas e os flavondis, os quais estdo presentes nas espécies
Annona Tomentosa e Annona crassiflora, respectivamente. Na pagina 30, a figura 4.14 (a)
mostra o flavonéide luteolina-7-O-glucosideo, presente na Annona Tomentosa e a figura 4.14

(b) mostra o flavonéide kaempferol-3-O-galactosideo, encontrado na Annona crassiflora [48].
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Figura 4.14 - Exemplos de flavondides encontrados no género Annona, na parte (a) tem-se o flavonéide luteolina-
7-O-glucosideo presente na Annona Tomentosa e na parte (b) tem-se o flavonéide kaempferol-3-O-galactosideo

encontrado na Annona crassiflora.
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Fonte: A autora (2017).

4.4 Espectrometria de massas

Com o avanco da tecnologia, tornou-se possivel o desenvolvimento de equipamentos
capazes de identificar e determinar a estrutura das substincias presentes em uma determinada
amostra com maior precisdo e rapidez que os métodos classicos de andlise. As técnicas
hifenadas foram um dos métodos de andlise que surgiram, a partir deste progresso tecnoldgico,
com intuito de facilitar o processo de identificacdo dos diversos tipos de compostos existentes
na natureza. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) constitui um tipo de técnica hifenada amplamente valiosa para a andlise de moléculas,
visto que ela consegue determinar novos compostos com a vantagem da rapidez na obtencdo
dos resultados [49].

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica em que as moléculas sdo convertidas
em fons na fase gasosa, os quais sdo separados pelo espectrometro de massas conforme a sua
razao massa/carga (m/z). A partir da remocdo ou da adicdao de um elétron ou préton em uma
molécula neutra s@o produzidos fons que o equipamento serd capaz de detectar. Assim, as
andlises realizadas nos espectrometros de massas podem ser feitas no modo de fons positivo ou
negativo [49].

O aperfeicoamento das técnicas de ionizagdo permitiu a determinacdo precisa das
massas de compostos com alto e baixo peso molecular, o que ampliou a aplicacdo da

espectrometria de massas. Uma das técnicas de ioniza¢do mais empregadas neste ambito, € a
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ionizacdo por electrospray (ESI), que consiste em produzir fons por meio de um spray da
solucdo contendo o analito em um campo elétrico. Goticulas carregadas sao formadas através
de um processo de nebulizacdo, e conforme elas adentram no espectrometro, o solvente &
removido, isto implica na diminui¢cdo do tamanho da goticula até o ponto em que sobre apenas
fons. Com a aplicagcdo de um forte campo elétrico sobre a superficie da goticula, o processo de
ionizacao € iniciado [49].

ApOs esta etapa, os fons s@o enviados para o analisador de massas. Dentre os varios tipos
de analisadores, pode-se citar o analisador do tipo ion trap que consiste no armazenamento de
ions no seu interior através da manipulacdo de corrente elétrica alternada e de radiofrequéncia,
simultaneamente. Isto permite que os fons sejam liberados de forma controlada, o que
proporciona analisar sua separacdo com uma maior resolucdo. A capacidade de captura de ions
por curtos e longos periodos permite analisar tipos de fragmentagdes incomuns, que originam
espectros de massas que nenhuma outra técnica € capaz de gerar [50].

Portanto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um espectrometro de
massas que tenha fonte de ionizacdo por electrospray e analisador de massas do tipo ion trap
permite uma analise rapida, eficiente e precisa da amostra, visto que o espectrometro de massas
consegue identificar e caracterizar os analitos separados pelo cromatdgrafo. Essa técnica
hifenada vem se tornando uma poderosa ferramenta para identificacdo de compostos em

misturas complexas sem necessidade de isolamento.



S.PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Equipamentos Utilizados

Balanca analitica analégica (HIDROMEL);
Balanca analitica digital (SHIMADZU);

Bomba de vacuo TE-058 (TECNAL);

Evaporador rotativo (Staufen, IKA-WERK);
Moinho de facas (SKYMSEN);

Cartuchos (PHENOMENEX STRATA C18);
HPLC (SHIMADZU);

Coluna (LUNA 5 um C18 100 A, 150pm x 4,6pum);
Software LC Solution (SHIMADZU);

Analisador do tipo ion trap linear (THERMO SCIENTIFIC LTQ XL)

5.2 Reagentes e Solventes

Acido cloridrico P.A. (MERCK)
Alcool etilico hidratado 700 INPM (ITAJA);
Alcool metilico P.A. (ISOFAR);
Hexano P.A (DINAMICA);
Cloroférmio P.A. ISOFAR);
Carbonato de bismutila (ISOFAR);
Iodeto de potdssio P.A. (ISOFAR)
Cloreto férrico (SYNTH);

Sulfato anidro de sédio (ISOFAR);
Anidrido Acético (SYNTH);

Acido Sulfirico (SYNTH);

Hidréxido de sédio (DINAMICA);
Iodo P.A. (VETEC);

Silica gel 60 G (MERCK);

Papel de pH (MACHEREY-NAGEL);
Fita de magnésio;

Agua destilada;

Metanol Grau Massas (MERCK).
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5.3 Coleta e identificacao

As folhas da espécie vegetal Annona exsucca DC foram coletadas proximas ao prédio
Paulo Freire na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) — Campus Bacanga (coordenadas
2°33°30.6”S 44°18°38.0”W), durante o periodo de estiagem, no dia 01 de outubro de 2015 as
9h45 min. O local da coleta pode ser visualizado na figura 5.1 (a), enquanto que a figura 5.1 (b)
mostra a foto da planta no dia da coleta. O material coletado foi destinado para o preparo do

extrato hidroalcéolico, a fim de executar os testes fitoquimicos e a corrida cromatogréfica.

Figura 5.1 — Informagdes sobre a localizacdo da planta, na parte (a) tem-se o local da coleta, e na parte (b) tem-se

a foto da planta no dia da coleta.

(a)

(b)

Fonte: (a) Google mapas (2017); (b) A autora (2017).
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A identificacdo dessa espécie foi realizada através de outra coleta do material, a qual
ocorreu no dia 04 de agosto de 2016 as 9h00. Preparou-se uma exsicata do material botanico
coletado a qual foi levada para o Herbario do Maranhdo vinculado ao Departamento de Biologia
da Universidade Federal do Maranhdo — Campus Bacanga, onde o professor Eduardo Bezerra
Almeida Junior ficou responsdvel por identificd-la. Por este motivo, a mesma estd arquivada
neste herbdrio sob o nimero de tombo 9.244. A figura 5.2 mostra a exsicata da espécie vegetal

Annona exsucca DC.

Figura 5.2 - Exsicata da espécie vegetal Annona exsucca DC.

Fonte: A autora (2017).

5.4 Preparo da amostra

Ap0s a coleta, as folhas foram submetidas a secagem em local ventilado e protegida da
luz direta do sol durante sete dias. As folhas secas foram trituradas no moinho de facas, e
resultaram em 450 gramas de material. Colocou-se esta massa em um recipiente de vidro, e
adicionou-se 1500 mL de élcool etilico hidratado 700 INPM. Agitou-se essa mistura e deixou-

se em repouso durante vinte e quatro horas para extrair os compostos quimicos, apds esta etapa,
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filtrou-se o extrato que em seguida foi armazenado, e ao residuo sélido, adicionou-se mais 1500
mL de dlcool etilico hidratado 700 INPM. No total, foram realizadas cinco extragdes, obtendo-
se um volume de 7500 mL, que foi submetido a concentracdo sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, a temperatura constante de 40°C. O volume final do extrato bruto obtido
foi de 500 mL, do qual retirou-se 100 mL para a realizacdo dos testes fitoquimicos e para a
andlise do perfil cromatogréfico.

A figura 5.3 mostra as etapas do processo através de fotos, ilustrando: a secagem das
folhas (a), as folhas trituradas (b), a pesagem do material (c), o processo de extragcdo (d), o
processo de filtracdo (e), a concentracdo do extrato no rotaevaporador (f) e o extrato bruto

concentrado (g).

Figura 5.3 — Preparo da amostra em etapas, na parte (a) tem-se a secagem das folhas, na parte (b), as folhas
trituradas, na parte (c), a balanca ilustra a etapa de pesagem da amostra, na parte (d) tem-se o processo de extragéo,
na parte (e), a ilustracdo do processo de filtracdo, na parte (f), a etapa de concentracdo do extrato e na parte (g)

tem-se o extrato concentrado.

o] o P e

Fonte: A autora (2017).

A figura 5.4, péagina 36, apresenta, de forma resumida, todo o procedimento
experimental realizado desde a coleta do material até a identificacdo dos constituintes pelas

técnicas utilizadas.



Figura 5.4 — Fluxograma do procedimento experimental realizado.

Coleta das folhas

Secagem a temperatura ambiente durante
cinco dias

Trituracio das folhas

Solugdo hidroalcéolica 70%

Preparo do
extrato hidroalcoolico

Filtragao
Cinco extracoes

Concentracdo no Descarte da torta
rotoevaporador
/\ [LC-ESLIT-MS/MS|
Testes Extracdo em SPE HPLC <
Fitoquimicos |]-'_'I":"*‘ESI‘IT‘:"IIS |

Teste para fendis e taninos

Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Testes para flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Testes para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

Teste para saponinas

Testes para a presenca de alcaloides

Fonte: A autora (2017).



37

5.5 Triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas da espécie Annona exsucca
DC

De acordo com a metodologia proposta por Matos [51], os testes fitoquimicos foram
realizados em sete tubos de ensaio enumerados, contendo 3,0 mL do extrato hidroalcéolico

cada, conforme os testes descritos abaixo.

5.5.1 Teste para fendis e taninos

No tubo de ensaio 01, adicionou-se trés gotas da solucdo alcdolica de cloreto férrico
(FeCls), e em seguida, o tubo foi bem agitado e observou-se qualquer varia¢ao na sua coloracao
ou formacdo de precipitado. Apds este procedimento, o tubo foi comparado a outro contendo
apenas agua e o cloreto férrico. Segundo MATOS [51], caso seja observada a coloracao
variando entre azul e vermelho, hd um indicativo da presenca de fendis, caso seja observada a
formagdo de precipitado de coloracdo azul escuro ou verde, hd um indicativo de taninos
pirogdlicos (taninos hidrolisdveis), para o primeiro caso, ou taninos flobabénicos (taninos

condensados ou catéquicos) para o segundo.

5.5.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides

Utilizou-se os tubos de ensaio 02, 03 e 04 para a realizacdo desse teste. O tubo 02 foi
acidificado a pH 3, enquanto que os tubos 03 e 04 foram alcalinizados ao pH 8,5 e 11,
respectivamente. Observou-se qualquer mudanca na coloracdo do extrato, visto que o
aparecimento de diversas cores, de acordo com a tabela 5.1 abaixo, indica a presenca de vérios

constituintes [51].

Tabela 5.1 - Confirmacdo para antocianinas, antocianidinas e flavonéides.

CONSTITUINTES COR EM MEIO
Acido ¥ Alcalino &> Alcalino 1V
Antoc.lan.m.as ¢ Vermelha Lilas Azul-purpura
antocianidinas
Flavonas, flavonéis e
- _ Amarela
xantonas
Chalconas e auronas Vermelha Vermelho purpura
Flavonois Vermelho puirpura

Fonte: Introducdo a fitoquimica experimental, p. 48 (MATOS, 2009).
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5.5.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

O tubo de ensaio 05 foi acidificado com 4cido cloridrico até atingir o pH na faixa de 1-
3 e o tubo 06 foi alcalinizado com hidréxido de so6dio até pH 11. Ambos os tubos foram
aquecidos com uma lampada de dlcool durante 2-3 minutos. Se for observada mudanca na
coloracdo do extrato, por comparacdo aos tubos usados no teste anterior, deve-se consultar a

tabela 5.2 abaixo para confirmar a presenca desses constituintes [51].

Tabela 5.2 - Confirmacéo dos testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.

COR EM MEIO
CONSTITUINTES
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelada
Flavanonas Vermelho-laranja

Fonte: Introducio a fitoquimica experimental, p. 48 (MATOS, 2009).

5.5.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas

Adicionou-se ao tubo de ensaio 07, um pequeno pedaco de magnésio em fita e 0,5 mL
de acido cloridrico (HCl) concentrado. Aguardou-se o fim da reagdo, o qual € indicado pelo
término da efervescéncia, e em seguida, comparou-se a mudanga na coloragdo da mistura com
o tubo de ensaio 05. Caso haja o aparecimento ou intensificagdo da cor vermelha, isto indica a
presenca de flavondis, flavanonas, flavanonoéis e/ou xantonas, caso contrdrio nao ha presenga

desses constituintes [51].

5.5.5 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

Em um béquer, colocou-se 10 mL do extrato hidroalcdolico e deixou-se em banho-maria
até secar. Em seguida, extraiu-se o residuo seco do béquer com 1-2 mL de cloroférmio (CHCl3).
Posteriormente, filtrou-se esta solu¢do, gota a gota, em um pequeno funil simples fechado com
um algodao e coberto com sulfato anidro de sédio (Na>SQOs), para um tubo de ensaio seco.

ApOs essa etapa, adicionou-se 1 mL de anidrido acético (C4HeO3) e agitou-se de forma

suave. Depois, colocou-se trés gotas de acido sulftrico concentrado (H2SO4), e tornou-se a
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agitar esta solucdo até observar mudanca de cor. A coloragdo azul evanescente seguida da
coloragdo verde permanente, vista no tubo de ensaio, indica a presenca de esteroides livres
nesse extrato. Caso a coloracdo visualizada no tubo de ensaio seja parda até vermelha tem-se

indicativo da presenca de triterpenoides pentaciclicos livres [51].

5.5.6 Teste para saponinas

No procedimento anterior, separou-se o residuo insolivel de cloroférmio e redissolveu-
o em 5-10 mL de 4dgua destilada. Depois, essa solugdo foi filtrada para um tubo de ensaio seco
e agitada fortemente durante 2-3 minutos. Se houver formacdo de uma espuma persistente e

abundante, ha presenca de saponina [51].

5.5.7 Teste para a presenca de alcaloides

Com o auxilio de um capilar, realizou-se a aplicacdo de uma pequena quantidade do
extrato hidroalcéolico sobre uma placa de vidro (10cm x S5cm) coberta com silica gel 60G da
Merck.

Desenvolveu-se um sistema de eluente composto com hexano, cloroférmio e metanol
(na propor¢ao de 3:6:1 para 10 mL) capaz de separar os compostos presentes nesse extrato. Em
seguida, borrifou-se o reagente de Dragendorff sob a placa contendo o extrato, caso a placa
apresente pigmentos de coloracdo vermelho-tijolo, o teste € positivo para a presenca de
alcaloides. O reagente de Dragendorff utilizado para a realizacdo deste teste fitoquimico €

especifico para determinar a presenca de alcaloides em um extrato hidroalcdolico.

5.6 Peso seco e rendimento do extrato bruto hidroalcéolico
Para a realizagdo do célculo de rendimento da extragdo retirou- se aliquotas de 1 ml do
extrato hidroalcéolico e transferiu-as para trés frascos de vidro com a massa determinada, e

utilizou-se corrente de ar para secar o extrato.

5.7 LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS" do extrato hidroalcéolico das folhas da Annona
exsucca DC

O extrato bruto das folhas da Annona exsucca DC foi analisado por HPLC-UV, para
isso foi realizada uma etapa de limpeza para remover quaisquer contaminantes. A solucdo
passou por uma extracdo em fase solida (SPE) utilizando cartuchos Phenomenex Strata C18
(500 mg de fase estaciondria) que foram previamente ativados com 5 mL de MeOH e

equilibrados com 5 mL de MeOH: H>O (1:1, v/v). Os compostos foram eluidos dos cartuchos
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utilizando 1 mL de MeOH: H>O (1:1, v/v) com um volume final de 5 mL. As amostras foram
entdo filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 pum e secas posteriormente. O extrato seco foi
diluido para 10 mg/mL em solvente grau HPLC. Aliquotas de 20 pL foram injetadas
diretamente no HPLC-PDA com detecc¢ao a 270 nm.

Utilizou-se um sistema HPLC modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Quioto, Japao),
constituido por um médulo de inje¢do de solvente com uma bomba bindria, e detector UV-VIS
(SPA-10A). A coluna utilizada foi uma Luna 5 pm C18 100 A (150 pum x 4,6 um). Os solventes
de eluicao utilizados foram A (4cido acético a 2% em 4gua) e B (metanol). As amostras foram
eluidas de acordo com o seguinte gradiente: 5% a 60% de B em 60 min. O fluxo foi de 1
mL/min, a temperatura da coluna foi de 20 °C. O volume de injecao da amostra foi de 20 pL
Os dados foram recolhidos e processados utilizando o software LC Solution (Shimadzu).

Para o ensaio com FIA-ESI-IT-MSn, dissolveu-se 10 mg do extrato hidroalc6olico bruto
em 1 mL de MeOH:H,O (1:1, v/v) depois de se utilizar um banho de ultrassom durante 5
minutos. As amostras foram entdo filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 pum, e aliquotas
de 20 pL foram injetadas diretamente no sistema FIA-ESI-IT-MS".

A infusdo do fluxo direto das amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap
linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizagado por eletrospray (ESI),
em modo positivo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se um tubo capilar de aco inoxiddvel
a 280 °C, uma voltagem do spray de 5,00 kV, tensao capilar de -90 V, lentes de tubo de -100 V
e um fluxo de 5 pL/min. A anélise completa da varredura foi registada na faixa de m/z de 100-
1000. As fragmentacOes em estddios multiplos (ESI-MSn) foram realizadas utilizando o
método de dissociacao induzida por colisdo (CID) contra hélio para ativacdo de fons.

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 um experimento MS/MS
realizado utilizando uma varredura de dados dependente nas moléculas [M-H] dos compostos
de interesse com energia de colisdo de 30% e tempo de ativac@o de 30 ms. Os fons produzidos
foram entdo submetidos a uma maior fragmentacao nas mesmas condi¢des, até nao serem
observados mais fragmentos. A identifica¢do dos diferentes compostos no perfil cromatografico
do extrato hidroalcéolico foi feita comparando seus tempos de retencdo e espectros UV com

dados da literatura.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Prospeccao fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas da espécie vegetal Annona
exsucca DC

A triagem fitoquimica realizada no extrato hidroalcéolico das folhas da espécie vegetal
Annona exsucca DC, permitiu identificar a presenca de diversas classes de compostos
organicos. A tabela 6.1 abaixo, mostra as classes identificadas e as nao identificadas no extrato
hidroalcéolico por meio da triagem fitoquimica. A intensidade destes constituintes foi

visualizada através da mudanca de coloracdo e formacao de precipitado.

Tabela 6.1 - Resultados da prospeccao fitoquimica do extrato hidroalc6olico das folhas da Annona exsucca DC.

CONSTITUINTES RESULTADOS INTENSIDADE
Fenois Negativo L
Taninos hidrolisaveis Negativo -
Taninos flobabénicos Positivo Alta
Antocianinas e antocianidinas Negativo -
Flavonas, flavonodis e xantonas Positivo Média
Chalconas e auronas Negativo .
Flavondis Negativo .
Leucoantocianidinas Negativo _
Catequinas Positivo Alta
Flavanonas Positivo Alta
Flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas Positivo Alta
Esteroides Positivo Alta
Triterpenoides Negativo -
Saponinas Positivo Alta
Alcaloides Positivo Alta

Fonte: A autora (2017).
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Os resultados obtidos com esses testes foram satisfatorios, pois permitiram identificar
as classes dos constituintes presentes, no extrato hidroalcéolico das folhas da planta em estudo.
Assim, como mostrado na tabela 6.1 da pédgina 41, as classes de compostos identificadas
também podem ser visualizadas na figura 6.1, visto que ela indica o resultado dos testes
fitoquimicos realizados. Portanto, na figura 6.1 (a) tem-se a presenca de taninos flobabénicos
confirmada pela formagdo de precipitado e coloracdo verde na solugdo; na figura 6.1 (b) as
flavonas, flavondis e xantonas sdo confirmadas pela formacao de colora¢do amarela em pH 11;
na figura 6.1 (c¢) a confirmacdo de catequinas ocorre por meio da colora¢do pardo-amarelada na
faixa de pH 1-3; na parte (d) a solu¢cdo com pH 11 confirma a presencga das flavanonas por meio
da coloracdo vermelho-laranja; na figura 6.1 (e) a coloragdao vermelha indica a presenca de
flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas; na figura 6.1 (f) a presenca de esteroides é
indicada pelo aparecimento da cor verde; na figura 6.1 (g) a formag@o de espuma confirma a
existéncia de saponinas e na figura 6.1 (h) o aparecimento da colora¢do vermelho-tijolo, apds
a placa cromatografica ser borrifada com o reagente de Dragendorff, indica a presenca de

alcaloides.

Figura 6.1 - Resultados dos testes fitoquimicos, onde: (a) tem-se a presenca de taninos flobabénicos, (b) a presenca
de flavonas, flavondis e xantonas, (c) a presenca das catequinas, (d) tem-se indicativo das flavanonas, (e) tem-se
flavonéis, flavanonas, flavanondis e xantonas, (f) ha presenca de esteroides, (g) tem-se indicativo de saponinas e

(h) ha a presenca dos alcaloides.

(@) (b) (c)

Fonte: A autora (2017).

Vale ressaltar que cada classe de metabdlitos secundarios possui diversas propriedades
bioldgicas. Dentre estas classes, os taninos se destacam por acelerar o processo de cicatrizagao

na pele. Outra classe que possui grande destaque bioldgico sdo os alcaloides, pois apresentam



43

algumas atividades de maior interesse, como: antitumoral, antimaldrica, antidepressiva e
anestésica. Na classe dos flavondides sdo observadas, de maneira geral, atividades antitumoral,
antimaldrica, antidepressiva e anestésica além de possuirem atividades anti-inflamatéria e
antioxidante. As saponinas, da mesma forma que os flavondides, tém atividade anti-
inflamatoéria, além de possuirem agdo antiviral e hemolitica. Além destas, outra classe de
metabolitos presentes sdo os esteroides que possuem acdo anti-inflamatéria, bem como as

saponinas e os flavondides.

6.2 Rendimento de extrato bruto hidroalcéolico
Por meio da média aritmética e da gravimetria, determinou-se o peso seco do extrato

bruto, cujo valor foi de 0,1072 g/mL, com massa total de 53,5833 g e rendimento de 11%.

6.3 Analises espectrométricas do extrato hidroalcéolico das folhas da Annona exsucca DC

No cromatograma de ions totais do extrato hidroalcéolico das folhas da Annona exsucca
DC (figura 6.2) foram identificados cinco picos cromatograficos, adquiridos através da técnica
LC-ESI-IT-MS. Foi feita a identificacdo das possiveis estruturas correspondentess aos picos da

andlise dos fragmentos gerados pela espectrometria de massas.

Figura 6.2 - Cromatograma de fons totais do extrato hidroalcdolico das folhas da espécie Annona exsucca DC
adquirido por LC-ESI-IT-MS.
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Fonte: A autora (2017).

Os ions moleculares de cada espectro foram comparados com os principais fons
moleculares presentes no género Annona encontrados na literatura. Abaixo estdo descritos os

principais fragmentos de cada espectro obtido e a estrutura equivalente a cada um deles.

I) Anonaina
Este composto orgéanico pertence a classe dos alcaloides aporfinicos, apresenta como

formula molecular C17H1502N e m/z 266,08 [M+H]*. E por meio da fragmentacdo do ion
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molecular com m/z 266,08 observou-se ions fragmentados com m/z 249 [M-NH3]*, m/z 180
[249-C4H50]", como pode ser visualizado na figura 6.3 [53].

Figura 6.3 - Espectro de fragmentag¢do da anonaina por ESI(+)-MS.
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Fonte: A autora (2017).

II) Asimilobina

Assim como a anonaina, a asimilobina também € um alcaloide do tipo aporfinico, e tem
como férmula molecular C17H1702N e m/z 268,05 [M+H]*. A partir da fragmentagado do fon da
asimilobina, foi possivel observar os fons fragmentos m/z 251 [M-NH3]", m/z 219 [251-
CH30H]* e m/z 180 [219-C=C=0]", como pode ser visualizado na figura 6.4 a seguir [53].

Figura 6.4 - Espectro de fragmentacdo da asimilobina por ESI(+)-MS.
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III)  Norushinsunina
Além da anonaina e da asimilobina, o composto norushinsunina também € um alcaloide
aporfinico, e tem como férmula molecular C17H1503N e m/z 282,14 [M+H]". Na fragmentacdo
do fon da norushinsunina observou-se o fon fragmentado m/z 265 [M-NH3]*, como pode ser

visualizado na figura 6.5 a seguir.

Figura 6.5 - Espectro de fragmentac@o da norushinsunina por ESI(+)-MS.
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Fonte: A autora (2017).

IV) Bismurrayafolina A

Outro alcaloide que foi identificado nesse extrato hidroalcéolico foi o bismurrayafolina
A, o qual € classificado como um alcaloide carbazdlico. Apresenta como férmula molecular
C28H24N202 e m/z 420,97 [M+H]*. Por meio da fragmentacdo do ion bismurrayafolina A foi
possivel observar o fon fragmentado m/z 211,09 [M- C14H12NO]. De acordo com a literatura, a
base para a identificagdo desse composto € a presenga de um pico estavel, proximo a 100% de
abundancia relativa, com m/z 210-211 que equivale a metade do ion molecular, logo conclui-se
que este composto é um dimero [49]. A figura 6.6 (pagina 46) ilustra o espectro de fragmentacao

deste composto, onde € possivel visualizar os fragmentos citados anteriormente.
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Figura 6.6 - Espectro de fragmentagdo da bismurrayafolina A por ESI(+)-MS.
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Fonte: A autora (2017).

V) Liriodenina

Além dos alcaloides aporfinico e carbazoélico identificados anteriormente, houve a
identificacdo de um alcaloide do tipo oxaporfinico, que foi a liriodenina. Este alcaloide
apresenta como férmula molecular C17HoO3N e m/z 276,26 [M+H]*. Através da fragmentacio
do fon da liriodenina foi possivel observar o fon fragmentado m/z 180 [M-CsHsNO]*, como

pode ser observado na figura 6.7 abaixo [53].

Figura 6.7 - Espectro de fragmentago da liriodenina por ESI(+)-MS.
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7. CONCLUSAO

A triagem fitoquimica do extrato hidroalcéolico das folhas da espécie vegetal Annona
exsucca DC mostrou que esta planta possui classes de metabdlitos secunddrios comuns ao
género Annona e a familia Annonaceae, tais como: taninos, flavondides, esteroides, saponinas
e alcaloides. A presenca desses metabolitos foi confirmada por meio da mudanga de coloracdo
e formacao de precipitado através da realizac@o dos testes fitoquimicos.

Os resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa (LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS) permitiram caracterizar algumas substincias
presentes no extrato hidroalcéolico. Foi possivel caracterizar cinco alcaloides nesse extrato, os
quais foram: anonaina, liriodenina, asimilobina, norushinsunina e bismurrayafolina A. Vale
ressaltar que a anonaina e a liriodenina sao marcadores quimiotaxondmicos do género Annona,
e como a Annona exsucca DC pertence a este gé€nero, ¢ comum a presenca desses alcaloides,

portanto, € um atributo que corrobora com a classificacdo botanica da planta.
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