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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados obtidos para os estudos fitoquimico e microbioldgico do extrato
hidroetandlico a 70%, suas fracfes e metabdlitos isolados a partir das folhas do Biribazeiro (Annona mucosa
Jacq.). Inicialmente realizou-se a preparacdo do extrato hidroetanolico (70%) das folhas do vegetal e uma
triagem fitoquimica em busca dos metabdlitos secundérios de estudo. Os testes confirmaram a presenca de
taninos, flavonois, flavanonas, flavanondis, 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 fracéo cloroférmica realizou-se a separacao de misturas de alcaloides
e flavonoides que foram identificados, atraves de técnicas hifenadas de LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-
MS", como o alcaloide romucosina e a antocianidina delfinidina-3-O-B-glucopiranosideo. Além do
isolamento e identificacdo de metabdlitos secundarios, esse trabalho apresenta resultados para a avaliacdo
microbioldgica através da técnica de difusdo em meio sélido de perfuracdo em pocos com amostras do
extrato hidroetandlico 70% bruto bem como de fragdes e metabdlitos isolados. Através desses ensaios foram
obtidos resultados satisfatdrios frente a bactéria Staphylococcus aureaus ATCC, ao fungo Candida albicans
e ao isolado clinico de Salmonella spp atribuindo-se essas atividades a presenca dos 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 presenca de substancias que sdo
comumente encontradas em vegetais pertencentes a essa familia e atraves da avaliagdo microbiol6gica como
importante fonte de substancias quimicas na producdo de novos medicamentos.

Palavras-chave: Prospeccdo fitoquimica, Alcaloides, Flavonoides, Atividade microbioldgica, Annona
mucosa.

1 INTRODUCAO

As anonéaceas pertencem a ordem da Magnoliales, sendo esta ordem subdivida nas familias das
Annonaceae, Magnoliaceae e Myristicaceae, compreendendo cerca de 120 espécies. No Brasil é possivel
encontrar, dessa familia, 29 géneros e cerca de 392 espécies (BARON, 2010; MAAS et al., 2011),
distribuidas em todo o territorio nacional. A familia Annonaceae apresenta distribuicdo nas regides tropicais
observando-se sua maior ocorréncia na América Central e do Sul, no continente Asiatico e na Africa
(CHATROU et al., 2012; MAAS et al., 2011). Os vegetais dessa familia sdo cultivados por apresentarem
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bom potencial comercial, na utilizacdo de sua madeira, ou na producdo de frutos, além da obtengéo do 6leo
essencial a partir de suas flores (GALASTRI, 2008; JUDD et al., 2002; LORENZI; MATOS, 2002).

Na medicina popular, diversas partes desses vegetais sdo utilizados na cura de males, sendo
atribuidas suas atividades bioldgicas a presenca principalmente de alcaloides, acetogeninas, terpenos e
flavonoides (SILVA et al.,, 2009). Estudos demonstram atividade antileishmania (RAYNAUD-LE
GRANDIC et al., 2004), antioxidante e citoprotetora (BARRECA et al., 2011), citotdxica, apresentado
potencial antitumoral (BETANCUR-GALVIS et al., 1999; FORMAGIO et al., 2013a), anti-inflamatoria
(FORMAGIO et al, 2013a, 2013b), antiviral (BETANCUR-GALVIS et al., 1999), além de
hipoglicemiante, atribuindo esses efeitos a presenca de flavonoides no extrato e fragOes avaliadas
(FORMAGIO et al., 2013Db).

O género Annona é amplamente estudado devido a presenca de diversos constituintes sintetizados
através do metabolismo secundario desses vegetais. Os principais metabdlitos estudados para essa classe de
vegetais sdo as acetogeninas, os alcaloides isoquinolinicos, os diterpenos, esteroides, monoterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, lactonas, flavonoides e cetonas (RODRIGUES, 2016). Os alcaloides de maior
ocorréncia sdo a liriodenina, reticulina e anonaina, sendo considerados marcadores quimiotaxénomicos do
género (LEBOEUF et al.,, 1980), entre as acetogeninas, exclusivas da anonaceas, anossenegalina,
xilomaticina, bulatanocina, anomontacina, anonacina, goniolaticimina e isoanonacina, isoladas de extratos
de Annona muricata, apresentam toxicidade frente a caramujos (Biomphalaria glabrata) e larvas do
mosquito da dengue (Aedes aegypti) (LUNA, 2006). Dentre os flavonoides, flavonas e flavondis e seus
derivados glicosilados sdo os mais comuns(SANTOS; SALATINO, 2000), sendo indicados como 0s
responsaveis por atividades antioxidantes (RICE-EVANS et al., 1995; ROY et al., 2022), cardioprotetora e
anti-inflamatéria (ROY et al., 2022), anticarcinogénica (LIU; JIANG; XIE, 2010) e antivirais
(MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000).

O biribazeiro (Annona mucosa sinm. Rollinia mucosa) € uma arvore de médio porte, com flores de
coloracdo verde-amarelado, sendo encontrado em varios estados do territorio brasileiro (LORENZI et al.,
2006). Na medicina popular, varias partes desse vegetal sdo utilizadas, e suas folhas, na forma de chas, séo
utilizadas como medicacao sudorifica, carminativa, estomaquica, antirreumatica e anti-helmintica, sendo
também utilizadas no tratamento de estomatites e cefaleias. Para esta espécie, os alcaloides romucosina,
anonaina, glaucina, purpureina, liriodenina, oxoglaucina, oxopurpureina, berberina, e tetrahidroberberina
foram isolados e identificados (CHEN; CHANG; WU, 1996). Estudos realizados demonstram as atividades
antiplaquetaria de alcaloides isolados(KUO et al., 2001) , leishmanicida para a fracdo diclorometano
(BARBOZA, 2013; LIMA et al., 2012) , inseticida, para extratos das folhas, galhos e semente (RIBEIRO
et al., 2013; TURCHEN et al., 2016) e citotOxica, para 0s extratos e acetogeninas isoladas da espécie (GU
etal., 1997).
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A espécie vegetal apresenta atividades bioldgicas e quimicas documentadas, para algumas classes
de compostos naturais presentes, entretanto, poucos estudos que avaliem a atividade antimicrobiana do
extrato hidroetanolico das folhas, desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar biologicamente o

extrato bruto do vegetal, e identificar compostos oriundos do metabolismo secundario presentes.

2 METODOLOGIA
2.1 COLETA, IDENTIFICACAO, OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO HIDROETANOLICO E
FRACIONAMENTO ORGANICO

Folhas de A. mucosa foram coletadas no més de agosto de 2015, em S&o Luis — MA, as partes aéreas
foram secas sob protecdo da incidéncia solar direta por cerca de uma semana. Apos esse periodo de secagem,
o material foi separado entre folhas e caules, limpo, triturado, pesado e reservado para etapa posterior.

O extrato hidroetanolico das folhas (200 g) foi obtido através de maceracdo exaustiva a frio, com
uma mistura etanol:4gua (70:30). O extrato obtido foi filtrado, e concentrado sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, para a obtencdo do extrato bruto concentrado. A determinagdo do rendimento da
extracdo foi realizada transferindo-se aliquotas de 1 mL do extrato para frascos previamente pesados. O
material foi seco em circulacdo de ar aquecido e novamente pesado, para a obtencdo da massa seca.

Do extrato bruto concentrado, uma parte foi separada para o fracionamento orgéanico com solventes
em ordem crescente de polaridade, hexano, seguido de cloroférmio e por fim acetato de etila. As fracoes

obtidas foram concentradas em evaporador rotativo e secas totalmente sob corrente de ar aquecido.

2.2 OBTENCAO DE FRACOES ALCALOIDICAS PARA ANALISE MICROBIOLOGICA

Solubilizou-se com 20mL de cloroférmio uma parte da fragdo cloroférmica (0,449), procedendo-se
a lavagem dessa fracdo, em um funil de separacdo, com 25mL de solu¢do de HCI 3%, reservando-se a fracéo
aquosa. A lavagem foi efetuada por trés vezes consecutivas, totalizando 100 mL de solucdo acida.

A fracdo aquosa &cida 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 fragéo alcaloidica foi
seca, pesada e reservada para tratamentos posteriores.

A fracdo cloroférmica foi separada através de cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP),
e separadas em duas subfracdes, FCN-Al e FCN-A2. As subfracdes foram reveladas com reagente de

Dragendorff modificado, confirmando a presenca de alcaloides, conforme Figura 01, abaixo.
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Figura 01: Fraccdes alcaloidicas separadas. Da esquerda para a direita; Cromatografia em Camada Delgada Preparativa da fracéo
cloroférmica; Fracdo FCN-AL revelada com Dragenderoof modificado; Fragdo FCN-A2 revelada com Dragenderoof modificado
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CCDP - Fragao cloroférmica CCDA - Alcaloide FCN-A1
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2.3 ANALISES DAS AMOSTRAS POR LC-ESI-IT-MS/MS E FIA-ESI-IT-MSN
2.3.1 Preparo das amostras FCN-Al e FCN-A2

Ap0s secas, as amostras foram solubilizadas em metanol e filtradas através de um filtro PTFE 0,22
pum para um vial de HPLC. A amostra FCN-A2 foi passada em um cartucho de C18 (Chromabond C18ec).
O solvente foi removido, e ap6s secas, as amostras foram novamente plagueadas para confirmar a presenca

de alcaloides nas fracGes preparadas.

2.3.2 Condicdes experimentais das analises por LC-ESI-IT-MS/MS e FIA-ESI-IT-MS"

A andlise das fracGes foi realizada num sistema de HPLC modelo SHIMADZU (Shimadzu Corp.
Quioto, Japdo), com coluna Luna C18, 100 A, com poros de 5um, e dimensdes 150 x 4,6 mm. A fase mével
utilizada consistiu em agua:acido formico (0.01%) (A) e metanol:acido férmico (0,01%) (B). Utilizou-se
um gradiente de elui¢do de 10 a 100% de B em 10 minutos, com um fluxo de fase mével de ImL/min, e um
volume de injecdo de 20uL. Para o ensaio com FIA-ESI-IT-MS", dissolveu-se as amostras secas em 1mL
de metanol, grau HLPC, e utilizou-se 0 banho de ultrassom durante 5 minutos para a solubilizacdo 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 analise das amostras foi
realizada em um analisador do tipo ion trap linear (Thermo Scientific LTQ XL), equipado com fonte de
ionizacdo por eletronspray (ESI), utilizando-se o modo positivo (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA).

A analise completa de varredura foi registrada na faixa de m/z de 100 — 1000. As demais
fragmentacOes realizadas em estagios multiplos (ESI-MS") foram realizadas utilizando-se 0 método de
dissociacdo por colisdo (CID) contra hélio, para a ativacdo 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 ativagdo 30 ms. Os ions

produzidos foram entdo submetidos a novas fragmentagdes obedecendo-se as mesmas condigdes da primeira
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fragmentacdo, até ndo serem observados a producdo de novos fragmentos. A identificagdo dos diferentes
compostos no perfil cromatografico das fracdes analisadas foi feita comparando seus tempos de retencao
com dados obtidos da literatura, além dos dados dos fragmentos obtidos através da espectrometria de

massas.

2.4 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS
Para os ensaios microbiologicos, utilizou-se a metodologia de difusdo microbiolégica em meio
solido, atécnica utilizada foi a de perfuracdo de pogos. Foram testados o extrato bruto concentrado as fracdes

hexanica, cloroférmica, acetato, a fracdo alcaloidica total e a fragdo FCN-AL.

2.4.1 Microrganismos utilizados

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

2.4.2 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 colénias isoladas foram entéo retiradas do meio de
cultura, com o auxilio de uma al¢a de platina, e ressuspensas 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.

2.4.3 Preparo das amostras utilizadas nos ensaios microbiologicos

As amostras vegetais testadas foram o extrato hidroetandlico das folhas, as fracdes hexanica,
cloroférmica, acetato, a fracdo de alcaloides totais e a subfracdo FCN-AL. Todas as fracdes foram secas, de
seus respectivos solventes organicos, pesadas, e ressuspensas com 2mL de alcool etilico a 70%, para que se

mantivesse um controle das concentracdes das amostras testadas.

2.4.4 Teste de perfuracdo em meio solido

O potencial antimicrobiano das amostras foi avaliado pela técnica de perfuracdo de pogos em meio
agar Muller Hinton, para os ensaios com bactérias, e 4gar 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 de didmetro. Colocou-se em cada um dos pocos

aliquotas de 50 puL de cada um dos extratos e fragdes testados e seus respectivos controles. Utilizou-se como
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controle negativo alcool etilico 70%, utilizado para ressuspender as amostras, e como controle positivo
cloranfenicol (0,02mg/ml) para as bacteérias e nistatina em suspenséo 100.000 UI/mL para a amostra fungica.
As placas foram incubadas a 37 °C por um periodo de 24 horas. Apds incubacéo, foi medido o diametro do
halo de inibicdo (mm) do crescimento quando presente (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

3 RESULTADOS
3.1 RENDIMENTO DE EXTRACAO E SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS

A partir das médias das massas obtidas foi possivel determinar a concentracdo do extrato bruto,
sendo esta igual a 0,0670 g/mL. Através de anélise gravimétrica, o rendimento da extragdo foi calculado
como sendo igual a 16,67 %.

3.1.1 Cromatogramas de ions totais e compostos identificados nas fracdes FCN-Al e FCN-A2
Nos cromatogramas de ion totais € possivel observar, para as amostras FCN-Al e FCN-A2 a
presenca de pouco picos, Figura 02

Figura 02: Cromatograma de ions totais no modo positivo das fragdes FCN-AL (esquerda) e FCN-A2 (direita)
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A subfracdo FCN-AL1 foi separada por CCDP, pesando 33,1 mg, apresentando aspecto oleoso e
coloracdo alaranjada. Apesar de aparecer como um unico spot quando revelada em placa cromatografica, a
subfracdo FCN-A1 apresenta cromatograma de ions totais para uma mistura de substancias quimicas. E por
co-eluirem, ndo apareciam quando revelados com o reagente de Dragendorff modificado, ou com vapores
de iodo. A partir dos espectros de massas obtidos para o sinal com tempo de retencédo (RT) 4,35, 4,31, 3,88
e 3,98, ndo foi possivel realizar a identificacdo dos compostos presentes nessa amostra.

Para a subfracdo FCN-A2, separada como um sélido amorfo marrom, pesando 16,1 mg, foi possivel
realizar a identificacdo dos compostos com sinais em tempo de retencdo 2,95 e 4,21. Na Figura 03 observa-
se 0 espectro de massas para uma substancia com pico base de m/z: 324 [M+H]*, e demais fragmentos com
m/z: 309 [M+H -CH3]*, m/z: 278 [M+H -CH.0.]* e m/z: 217 [M+H -C3H704]". Tais dados foram
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atribuidos ao alcaloide isoquinolinico romucosina, a partir de dados obtidos da literatura. A substancias ja
havia sido anteriormente identificada nos extratos de folhas de Rollinia mucosa (sinm. Annona mucosa)
(CHEN; CHANG; WU, 1996), Annona cherimola (CHEN et al., 2001) e no extrato do caule de Annona
cassiflora (EGYDIO; VALVASSOURA,; SANTOS, 2013).

Na Figura 04, abaixo, observa-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+H -CH20]";
m/z: 347 [M+H -C4H604]"; m/z: 301 [M+H -C6H1205]*. Com os fragmentos obtidos, e a partir de dados
consultados na literatura, identificou-se a substancia isolada como as antocianidina, delfinidina-3-O-
glucosideo (KOH; YOUN; KIM, 2014), sendo este o primeiro trabalho a indicar a presenga dessa

antocianidina nos extratos das folhas de Annona mucosa.

Figura 03: Espectro de massas para o composto identificado como romucosina
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Figura 04: Espectro de massas para 0 composto identificado como delfinidina-3-glucosideo

FCN_A2_LC-MS #1088 RT: 4,21 AV:1 NL: 1,37E5
T: [TMS + ¢ ESI Full ms [150,00-2000,00]
25527 OH
100
OH
90 HO. o O
OO
80 180,81 Ao
70 43586 OH o OH
3 OH
S 60
b OH OH
-
2 50
2
K 401,04
& 40 46569
27899
30
20 166,73 21694 23314
301,19 41884 503,19
N 38339 44098
10 3235 341,01 471,03 53301
0 1 il , ‘
150 200 250 300 350 400 450 500 550
mz




3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

No Quadro 01, abaixo estdo apresentados os halos de inibicdo medidos para o extrato hidroalcdolico,
fracdes e a subfracdo FCN-AL. Os resultados foram avaliados considerando como forte inibicéo, halos com
didmetro maiores ou iguais a 15 mm, média inibicdo, halos com diametros entre 10 e 15 mm, e inativos,

quando os halos observados forem menores que 10 mm (CIMANGA et al., 2002).

Quadro 01: Diametro dos halos de inibicdo do crescimento de bactérias e fungos avaliados pelo teste de difusdo de pogos

Amostra/Diametro halos de inibi¢cdo (mm)
Microrganismos testados EhF FH FC FA FAT FCN-A1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 13 7 10 10 16 16
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 NM NM NM NM 8 NM
Salmonella spp. (isolado clinico) NM NM NM NM 7 8
Candida albicans ATCC 9002 NM NM NM NM 12 9

EhF — Extrato hidroetan6lico 70% das folhas; FH — Fragéo hexéanica; FC — Fracdo cloroférmica; FA — Fragdo Acetato; FAT —
Fracdo alcaloidica total; FCN-A1 — Fragdo cloroférmica neutra, alcaloide 1; NM — N&o mensuravel. Concentracfes (em
pg/mL): EhF=67000; FH= 49800; FC= 53500; FA= 56900; FAT= 11000, FCN-A1= 76300.

Dos dados obtidos observa-se que 0s extratos apresentaram atividades microbioldgicas para algumas
das amostras testadas, principalmente nos ensaios realizados frente a bactéria gram-positivas
Staphylococcus aureus, onde se observou forte inibicdo no crescimento para as fracoes de alcaloides totais
(FAT) e FCN-AL. Ndo se observaram atividades inibitorias, através da metodologia de difusdo em pocos,
em nenhuma das amostras testadas para as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa e E, coli. Além disso,
observou-se que algumas das amostras realizadas apresentaram halos de inibi¢do de tamanhos irregulares,
de forma que eles nao foram medidos, apresentados como “NM” no Quadro 01.

A presenca de compostos bioativos nos extratos e fraces testados podem ser responsaveis pelas
atividades observadas, visto que alguns tipos de flavonoides sdo capazes de formar complexos com proteinas
sollveis e a parede celular de bactérias e fungos (ARIF et al., 2009; COWAN, 1999) inibindo assim seu
crescimento, e que metabdlitos como acetogeninas, comuns em anonaceas, e os alcaloides, presentes no
extrato vegetal estudado, também possuem atividades antimicrobianas frente a diversos tipos de
microrganismos. O potencial microbioldgico da espécie Annona mucosa frente a S. aureaus, P. aeruginosa
e E. coli ja& havia sido previamente avaliado, demonstrando a atividade do extrato frente a alguns
microrganismos (SIMINSKI et al., 2015).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram o potencial dessa espécie para o estudo e
desenvolvimento farmacos para o controle e tratamento de S. aureaus, ja que essa bactéria é considerada
um importante agente patdgeno visto sua resisténcia a antimicrobianos e associacdo a doencas e
enfermidades sistémicas potencialmente fatais, e infecgdes de diversos tipos (ARDURA, 2009; LOWY,
1998).
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As técnicas de cromatografia em camada delgada permitiram o isolamento de fragdes contendo

4 CONSIDERACOES FINAIS

alcaloides como constituintes majoritarios, e a técnica foi aplicada como uma etapa de separacéo de fracdes
contendo tais metabdlitos.

A aplicacdo de técnicas acopladas de LC-MS, e das fragmenta¢des multiplas utilizadas permitiram
a identificacdo estrutural do alcaloide romucosina, comum ao género Annona, e da antocianidina
delfinidina-3-glucosideo, sendo este o primeiro estudo em que houve o isolamento e identificacdo dessa
antocianidina na espécie Annona mucosa.

Os ensaios microbioldgicos indicam a presenga de compostos ativos na fragdo alcaloidica total, bem
como nas demais fragdes organicas, frente ao isolado clinico da bactéria Staphylococcus aureus, e para as
fracdes alcaloidica total e FCN-A1 frente ao fungo Candida albicans, possibilitando a continuidade do
estudo através da caracterizacao e avaliacdo da toxicidade desses metabdlitos, afim de avaliar a possibilidade

do desenvolvimento de farmacos.
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