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RESUMO

A Annona tomentosa R. E. Fr. (Annonaceae), conhecida no Brasil como Araticum-bravo ou Araticum de
moita, é uma arvore de pequeno porte encontrada em todo territorio brasileiro, principalmente nas areas
costeiras, sua distribuicdo é descontinua, aparecendo nos campos abertos, no cerrado de arvores arbustivas
e no cerraddo, onde a vegetacdo € mais densa. Todas as partes deste vegetal sdo utilizadas na medicina
popular, tem sido utilizada principalmente para o combate as diarreias, estomatites, cefaleia, nas nevralgias,
em furunculos, Ulceras e na erradicacdo de piolhos além de antirreumatica. Com base nos dados obtidos por
levantamento bibliografico, este trabalho buscou informagdes de naturezas quimicas, através da triagem
fitoquimica e microbioldgica pelos testes de atividade antimicrobiana. Na triagem fitoquimica foram
confirmadas a presenca de substancias pertencentes as classes dos fendis, taninos, antocianinas,
antocianidina, flavondides, xantonas saponinas, esteroides triterpenos e alcaloides. A confirmacdo para
alcaloides foi realizada por cromatoplacas. Utilizou-se para a avaliacdo da atividade antimicrobiana cepas
padrdo (ATCC) de bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus 25923, das bactérias Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 35218, Klebsiella pneumoniae 700603. Foram utilizados
nos testes microbioldgicos os isolados clinicos de Acinectobacter baumannii e o fungo Candida albicans.
O potencial antimicrobiano do extrato foi analisado pela técnica de perfuracdo em meio Miiller Hinton, os
resultados demonstraram que as cascas da A. tomentosa apresentam um potencial inibitorio de crescimento
sobre a bactéria Gram-positiva, S. aureus, e sobre os microrganismos clinicos com destaque para A.
baumanni com formacao de halo de (20mm) respectivamente.

Palavras-chave: Annonaceae, Triagem fitoquimica, Atividade antimicrobiana.

1 INTRODUCAO

A familia Annonaceae destaca-se por possuir um grande nimero de espécies de interesse industrial,
principalmente para a alimentag&o, por serem arvores frutiferas, encontradas principalmente em regides de
clima tropical e subtropical (CHATROU et al., 2012). Essa familia vegetal compreende cerca de 2500
espécies, distribuidas em 135 géneros. O género Annona L. contém cerca de 162 espécies de arvores e

arbustos, sendo 60 encontradas no Brasil, principalmente em florestas (CHATROU et al., 2012). Este géenro
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€ um dos mais estudados, principalmente por conta de suas atividades farmacoldgicas, sendo a maioria dos
representantes utilizados na medicina popular, na cura de diversas doencas (AMALA DEV; JOSEPH,
2021).

Estudos com o vegetais do género Annona demostram as atividades farmacoldgicas de extratos das
folhas, caules frutos e sementes, sendo observadas atividades anti-inflamatoria, antitumorais, anti-HIV, anti-
protozoarios, anti-parasitaria, antidiabética, analgésica, gastroprotetora, anti-hipertensiva, e
hepatoprotetoras, sendo atribuidas essas atividades principalmente a presenca de acetogeninas nos extratos
vegetais (P; VARADHARAJ, 2017).

Varias classes de compostos do metabolismo secundério séo encontrados em vegetais pertencentes
ao género, sendo identificados terpenos, como a canfora e o borneol, isolados das raizes de A. squamosa,
(LEBOEUF et al., 1980) as acetogeninas epomurinina, tucupentol e cornifolina isolados de A. muricata, A.
montana, e A. carnifolia, respectivamente (MELOT et al., 2009; SANTOS; BOAVENTURA,; PIMENTA,
2006), alcaloides das classes benzilisoquinolinicos, como a reticulina, aporfinicos, como a asimilobina e a
anonaina, e oxoaporfinicos, como a liriodenina, isolados de A. foetida, e A. salzmannii (COSTA et al., 2013,
2015; DUTRA et al., 2012). Devido a comum ocorréncia dos alcaloides anonaina e liriodenina eles podem
ser considerados marcadores quimiotaxénomicos deste género. Também sdo identificadas a presenca de
flavonoides como a quercetina e o kaempferol (SANTOS; SALATINO, 2000).

A Annona tomentosa, popularmente conhecida como araticum bravo ou araticum de moita, € uma
arvore de pequeno porte, distribuida em todo o territério brasileiro, sendo encontrados principalmente nos
biomas da Amazonia, no Cerrado e no Pantanal (ZAPPI et al., 2015), possui frutos comestiveis, e o cha de
suas folhas s&o utilizados no tratamento de inflamagdes na medicina popular (CARNEIRO et al., 2017). O
estudo realizado por Santos e Salatino (2000), demonstram a presenca de kaempferol-3-O-
ramnosilglicosideo, quercetina-3-O-ramnosilglicosideo e luteolina-7-O-glicosideo nos extratos das folhas
dessa espécie.

Por ser uma espécie vegetal com poucos estudos, o objetivo desse trabalho é o de identificar as
principais classes de compostos oriundos do metabolismo secundario desse vegetal através de uma triagem

fitoquimica, e avaliar as atividades antimicrobiana e antifingica do extrato bruto das folhas.

2 METODOLOGIA
2.1 COLETA, IDENTIFICAC}AO E OBTEN(;AO DO EXTRATO BRUTO HIDROALCOOLICO

O caule da espécie vegetal Annona tomentosa foram coletadas no campus Bacanga, da Universidade
Federal do Maranh&o em fevereiro de 2015. A identificacdo do vegetal foi feita no Herbario Rosa Mochel,

da Universidade Estadual do Maranhdo, com depdsito de exsicata sob nimero 3773. Apos a coleta, 0
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material foi limpo, seco a sobra por cinco dias e desumidificado em estufa, a 45 °C por 24 horas. Em seguida
o material foi triturado em moinho elétrico.

O extrato bruto das cascas do caule (200g) foi obtido através de maceracdo exaustiva com uma
mistura etanol:agua (70:30). O extrato obtido foi filtrado, sendo 100 mL separado para a atividade bioldgica
e o restante concentrado sob pressédo reduzida em evaporador rotativo, para a obtencdo do extrato bruto

concentrado.

2.2 DETERMINACAO DO RENDIMENTO E PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO

A determinacdo do rendimento da extracéo 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. A triagem fitoquimica foi realizada conforme metodologia proposta por
MATQOS, 2009 para os testes indicados abaixo:

2.2.1 Teste para fenois e Taninos

Adicionou-se 5 mL do extrato hidroalcoolico a um tubo de ensaio, onde foram adicionadas 3 gotas
de solucéo de cloreto férrico (FeCls). O tubo foi bem agitado e observou-se a variagdo de cor ou formacao
de precipitado escuro. Variacdo de cor entre azul e vermelho indica a presenca de fendis. A formacéo de
precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos, e se verde, a presenca de

taninos condensados ou catéquicos.

2.2.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

A trés tubos de ensaio foram adicionados 5 mL do extrato hidroalcéolico. Um tubo foi acidulado a
pH 3, e os outros dois alcalinizado a pH 8,5 e 11, respectivamente. Observou-se a mudanca da coloracéo.
Alteracdo de cor para vermelho, no tubo &cido, sugere a presenca de antocianinas e antocianidinas ou
chalconas e auronas. Aparecimento de coloracdo lilas, no tubo alcalino pH 8,5, sugere a presenca de
antocianinas e antocianidinas. Para o tubo com pH 11 o surgimento de coloracdo azul-purpura indica a
presenca de antocianinas e antocianidinas, se amarelo, indica a presenca de flavonas, flavonois e xantonas,

se vermelho purpura, chalconas e auronas, e se vermelho laranja, flavonois.

2.2.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas
A dois tubos foram adicionados 5 mL do extrato hidroalcéolico. Um foi acidulado a pH 3 e outro
alcalinizado a pH 11. Os tubos foram aquecidos por 2 minutos, e alteragdes de cor foram observadas. Nesse

teste, o aparecimento de coloracdo vermelha, no tubo &cido indica a presenca de leucoantocianidinas, e
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pardo-amarelado, a presenca de catequinas. Para o tubo alcalino, o aparecimento de cor vermelho-laranja,
indica a presenca de flavonas.

2.2.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanonadis e xantonas

A um tubo foi adicionado 5 mL do extrato hidroalc6olico, um pedaco de fita de magnésio e 0,5 mL
de &cido cloridrico (HCI) concentrado. Ao fim da reagdo observou-se alteragdes de cor. Aparecimento ou
intensificacdo de coloracdo vermelha indica a presenca de flavondis, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas

livres ou seus heterosideos.

2.2.5 Teste para confirmacéo de catequinas

Um palito de fosforo foi umedecido no extrato hidroalcdolico, sendo em seguida o solvente seco, e
novamente umedecido, apenas em uma das faces, em HCI concentrado. O palito foi aquecido por 2 minutos
em chama, e observou-se o aparecimento de coloracdo no lado acidulado do palito. O surgimento de cor
indica a presenca de catequinas.

2.2.6 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

A um béquer, foi transferido 10 mL do extrato hidroalc6olico sendo, em seguida, evaporado o
solvente. Ao residuo seco foi adicionado 2 mL de cloroférmio (CHCI5) por trés vezes. A solucéo foi filtrada
e seca com sulfato de sodio anidro (NaSOs), sendo ao fim transferida para um tubo de ensaio. 1 mL de
anidro acético foi adicionado e o tubo agitado, em seguida, 3 gotas de acido sulfarico (H.SO4) concentrado

foram adicionados. O tubo foi agitado e observou-se a formacéo de coloracéo.

2.2.7 Teste para saponinas
Do teste anterior, a parte insolivel em cloroférmio foi dissolvido em 10 mL de &gua destilada, sendo
a solucdo filtrada e transferida para um tubo de ensaio. O tubo foi agitado fortemente por 2 minutos e

observou-se a formagéo de espuma.

2.2.8 Teste para confirmacao de saponinas

Ao conteudo do tubo utilizado no teste anterior foram adicionados 2 mL de HCI concentrado, e
mantido em banho maria por 1 hora. Apos o tubo foi deixado esfriar a temperatura ambiente, neutralizado
e novamente agitado para a observacao de formacao de espuma.
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A uma terca parte do extrato hidroalcoolico restante adicionou-se hidroxido de aménio (NH4OH),

2.2.9 Teste para alcaloides

até pH 11, sendo em seguida realizada uma extracdo organica com trés por¢oes sucessivas de 30, 20 e 10
mL de uma solucdo éter:cloroférmio (3:1). A fracdo organica foi seca com sulfato de sodio anidro e em
seguida lavada com solucéo &cida de &cido cloridrico a 0,1 mol/L. A fracdo orgéanica foi descartada, e a
fracdo &cida foi dividida em trés tubos de ensaio. No tubo um adicionou-se trés gotas do reagente de Hager,
no tubo 2, trés gotas do reagente de Mayer e no ultimo tubo, trés gotas do reagente de Dragendorff. A
formacdo de precipitados indica a presenca de alcaloides. Por mim, uma corrida em cromatoplaca foi

realizada com o a fragdo orgénica (éter:cloroférmio), e revelada com reagente de Dragendorff modificado.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

Para a avaliacdo microbiologica foram utilizadas cepas padrdo ATCC de bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), e isolados clinicos de
Acinectobacter baumannii e do fungo Candida albicans.

Para a realizacao dos ensaios, 0s microrganismos foram reativados a partir de suas culturas originais
e mantidas em meio liquido BHI a 37 °C por 24 horas, para as cepas de bactérias, e 48 horas, para as cepas
fangicas. Posteriormente as cepas foram cultivadas em placas de agar nutriente a 37 °C por 24 horas, para
as bactérias e por 48 horas, para as cepas fangicas. As col6nias isoladas foram entao ressuspensas em 3 mL
de solucdo fisioldgica estéril de NaCl 0.89% até atingir a turbidez de 0,5 na escala McFarland, equivalente
a 1,5 x 108 bactérias/mL.

O potencial antimicrobiano do extrato hidroalcéolico foi avaliado através da técnica de perfuracado
de pogos em meio Muller Hinton. Inicialmente fez-se o semeio dos microrganismos e em seguida 0 meio
foi perfurado com cilindros de 6 mm de didametro. Nos pocos, adicionou-se 100 pL do extrato além dos
controles positivos cloranfenicol (0,4 pg/mL) e cetoconazol (80 mg/mL). As placas foram incubadas a 37
°C por 24 horas para cepas bacterianas e por 48 horas para as cepas fungicas. Apos a incubacao, foi medido
o diametro do halo de inibi¢ao do crescimento, quando presente (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

3 RESULTADOS
3.1 RENDIMENTO DE EXTRACAO E PROSPECCAO FITOQUIMICA
Através de analise gravimétrica determinou-se 0 peso seco do extrato hidroalcdolico, cujo valor foi

de 0,046 mg/mL, e um rendimento de 17%.
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A prospeccéo fitoquimica do extrato bruto da casca de Annona tomentosa, demonstrou a presenca
de vérias classes de compostos oriundos do metabolismo secundério. No Quadro 01, abaixo, encontram-se

indicados os compostos identificados.

Quadro 01: Prospeccéo fitoguimica do extrato bruto do araticum bravo (A. tomentosa)

Classe de compostos Resultados

Taninos condensados ou catéquicos ++
Fenois ++
Flavonoides, antocianidinas e antocianinas ++
Leucoantocianidinas, catequinas e flavononas +++
Catequinas (confirmacao) +++
Esteroides Livres ++
Saponinas (Heterosideos saponinicos) +++
Confirmacao de saponinas +++
Alcaloides +++

Forte: +++, médio: ++, fraco: +, suspeito: s, insuficiente: -

Os compostos identificados na prospeccao fitoquimica demonstram a presenca de varias classes de
compostos no extrato vegetal avaliado, dentre eles, destacam-se a presenca de taninos, flavondides,
saponinas e alcaloides nas cascas do araticum bravo. Taninos sdo amplamente empregados no curtume de
couro (ALMEIDA et al., 1998) , além de prevenirem a peroxidacao de lipideos e degradacéo de nucleotideos
(LOPES; SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999; PIETTA, 2000) e aceleram o processo de cicatrizacao
(PANIZZA et al., 1988). Compostos da classe dos flavondides apresentam atividades antioxidantes, anti-
inflamatdria e anticancerigena (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005), saponinas, capazes de formar
espumas quando presentes em extratos vegetais, apresentam atividades hemolitica, antiviral e anti-
inflamatoria (SIMOES et al., 2007). Compostos da classe dos alcaloides apresentam diversas atividades
bioldgicas, sendo observadas as atividades antitumorais, anestésica, antimalarica, e antidepressiva, sendo
assim, uma classe de compostos de grande importancia farmacoldgica (BRUNETON, 1999).

Na Figura 01 é possivel observar varios spots confirmando a presenca de alcaloides ap6s eluicdo da
fracdo éter-cloroférmio em placa cromatogréfica, revelada com o reagente de Dragendorff modificado.



\

Figura 01: Placa do extrato éter-cloroférmio utilizando como faze mével diclorometano:metanol (95:5), revelado com reagente

de Dragendorff modificado, com seus RFs= 0,08; 0,18; 0,36; 0,48; 0,58.
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3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

No Quadro 02, abaixo estdo apresentados os halos de inibicdo medidos para o extrato

hidroalcéolico. Os resultados foram avaliados considerando como forte inibicdo, halos com didmetro

maiores ou iguais a 15 mm, média inibicdo, halos com didmetros entre 10 e 15 mm, e inativos, quando 0s

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

Quadro 02: Resultados do teste de perfuracdo para atividade antimicrobiana do extrato hidroalc6olico das cascas da Annona

tomentosa

Microrganismos

Halos de inibigéo
(mm)

Extrato bruto
hidroalcoéolico

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

R: Resistente
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Figura 02: Placas do teste de perfuracdo ap6s 24 (bactérias) e 48 horas (fungo). De cima para baixo, Staphylococcus aureus,
Acinectobacter baumannii e Candida albicans, placas de frente (A) e de costas (B).

Frente aos microrganismos avaliados observa-se melhor resposta do extrato bruto da casca de A.
tomentosa para a bactéria Gram-positiva S. aureus (20 mm) para os isolados clinicos C. albicans (15 mm)
e A. baumannii (20 mm). Estudos demonstram a atividade dos extratos vegetais dos caules de Annona
crassiflora frente a bactéria S. aureus, com MIC de 1,56 mg/mL (SILVA et al., 2014), e também frente a C.
albicans com halo de inibicdo de 11 mm (AMARO et al., 2017). Extratos hidroalc6olicos da espécie A.
muricata também apresentaram atividade frente a bactéria A. baumannii, com halo de inibicdo de 16 mm
(MEAGHAN BRUSKOSKI et al., 2022).

Estudos demonstram que os patdégenos mais frequentemente isolados em hospitais brasileiros foram
S. aureus (22,8 %), E. coli (13,8 %) e a Pseudomonas aeruginosa (13,3 %) (SADER et al., 2001), entretanto,
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infeccOes flngicas também se tornaram importantes causas de infecgdes hospitalares, principalmente entre
paciente imunossuprimidos, ou com outros fatores predisponentes (MIRANDA et al., 2003).

Nos ensaios realizados, ndo se observou atividade microbioldgica frente a bactéria E. coli, e estudos
indicam que a complexidade bioquimica de bactérias Gram-negativas as torna menos suscetiveis aos agentes
antimicrobianos (TADEG et al., 2005). Bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que
confere a este grupo de microrganismos uma efetiva barreira de permeabilidade restringindo a penetragao
de alguns compostos. O entendimento dessa diferenca bioquimica, entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas € da mais alta relevancia para o estudo de mecanismos de acdo dos quimioterapicos, de
patogenicidade e de outros assuntos relacionados a composi¢do quimica e estrutura da parede bacteriana
(SCHAECHTER et al., 2002).

Com o estudo realizado, ndo € possivel associar as atividades antimicrobianas observadas a nenhum
composto presente no extrato. Estudos posteriores de isolamento e identificacdo dos compostos em
majoritarios sdo necessarios para a identificacdo dos principios ativos. Dada a boa atividade antimicrobiana
observada é possivel indicar a espécie vegetal A. tomentosa para estudos quimicos e biolgicos mais

especificos.

4 CONSIDERAC}@ES FINAIS

A partir dos dados experimentais obtidos observa-se a presenca de varios compostos oriundos do
metabolismo secundario, como taninos, flavonoides, saponinas e alcaloides, identificados através da
prospeccado fitoquimica do extrato, sendo a presenca de alcaloides também confirmados através de uma
placa cromatografica revelada com Dragendorff modificado.

Os extratos avaliados apresentam atividade antimicrobiana frente a cepa ATCC de S. aureus e ao
isolado clinico de A. baumannii com formacdo de halos de inibicdo de 20 mm nos dois ensaios. Também se
observa atividade frente ao isolado clinico de C. albicans, com halo formado de 15 mm, o que demonstra o

potencial farmacologico dos extratos hidroetandlicos das cascas do caule de A. tomentosa.
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