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BAY, Marcia. Estudo quimico-farmacolégico das folhas de Bocageopsis multiflora,
Duguetia quitarensis, Fusaea longifolia e Guatteria punctata (Annonaceae).

(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia). Universidade Federal de Mato Grosso-
UFMT — Cuiaba, 2022.

RESUMO

As Annonaceas, que sdo frequentes nas florestas tropicais, apresentam uma
diversificada producdo de metabolitos secundarios. Portanto, a fim de contribuir sobre o
conhecimento cientifico desta familia, estudou-se as espécies Bocageopsis multiflora
(BM), Duguetia quitarensis (DG), Fusaea longifolia (FL) e Guatteria punctata (GP)
comumente encontradas no Estado de Rond6nia. Espécies da familia Annonaceae sdo
conhecidas por suas citacGes etnobotanicas, apresentando uma ampla gama de
propriedades farmacoldgicas. Diante desse pressuposto foram escolhidas essas espécies
para o estudo quimico e bioldgico. As folhas foram coletadas, secas em temperatura
ambiente, trituradas e extraido os 6leos essenciais (OES) com o aparelho tipo Clevenger
modificado. Anélises por CG-EM levaram a identificacdo de 23 (BG), 20 (DQ), 21 (FL) e
23 (GP) constituintes, observando-se a predominancia dos sesquiterpenos e seus
derivados oxigenados, sendo o (E)-cariofileno um dos constituintes presentes em todas as
espécies investigadas em maior concentracdo. Nos testes bioldgicos realizados com OEs,
observou-se atividade in vitro frente ao Trypanosoma cruzi, nos quais todos mostraram-
se ativos, destacando o da G. punctata (Clso = 0,029 + 0,014 pg/mL) que foi 34 vezes
mais ativo que o benznidazol utilizado como padréo de referéncia. Destacam-se também
0s resultados promissores para a atividade antibacteriana apresentada pelos OEs, sendo o
OE de BG o mais ativo contra as cepas Gram-negativas e Gram-positivas, € o OE de FL
contra bactérias Gram-negativas. Com o0s extratos brutos etanolico e metanolico das
folhas, quando realizado os testes fitoquimicos preliminares confirmaram a presenca de
fenois e taninos para BG, FL, GP, flavonoides DQ, alcaloides para DQ, GP e esteroides e
triterpenos para FL e GP. Na determinacdo do teor de fendis totais a BM apresentou
também o melhor valor de CEsg para os extratos brutos etandlico (11,1 pg/mL +0,24) e
metanolico (4,2 pg/mL £0,75). Atraves da técnica de desreplicacdo por infusdo direta
(IES-EM) do extrato metandlico de DQ(EMDq) foi possivel identificar quatro alcaloides
aporfinicos, enquanto que no extrato da GP(EMGp) foram identificados vinte alcaloides
atraves de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(UHPLC-QTOF-MS), sendo nove do tipo benzilisoquinolinico, sete aporfinico, um
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oxoaporfinico, um isoquinolinico simples e dois de outras classes: um pirrolidinico e
outro do tipo azaantracénico. Os resultados obtidos acerca dos constituintes fixos das
espécies DQ e GP contribuem com a classificacdo destas espécies dentro da familia
Annonaceae, uma vez que os alcaloides derivados de isoquinolina estdo presentes na
maioria dos géneros pertencentes a esta familia. Os extratos brutos nas concentracfes de
1, 3, 9, 27, 81 e 243 pug.mL* apresentaram consideravel atividade antioxidante nos
ensaios realizados pelo método do DPPH, apresentando a melhor atividade para BM. A
atividade antibacteriana dos extratos brutos etandlicos e metanolicos quando avaliada
pelo método de difusio em Agar — técnica do poco, todas as amostras testadas foram
inativas frente aos microrganismos testados: Escherichia coli enterohemorragica,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica subsp. Typhimurium, Staphylococcus

aureus, Staphylococcus sumulans.

Palavras-chave: Oleo Essencial; Extrato Bruto; Alcal6ides; HRQTOF-ESI/MS



BAY, Marcia. Chemical-pharmacological study of the leaves of Bocageopsis
multiflora, Duguetia quitarensis, Fusaea longifolia and Guatteria punctata
(Annonaceae). (Doctorate in Biodiversity and Biotechnology). Federal University of
Mato Grosso-UFMT — Cuiaba, 2022.

ABSTRACT

Annonaceae are frequently found in tropical rainforests, and present a wide variety of
secondary metabolites. Therefore, in order to contribute with the scientific knowledge of
this family, we studied the species Bocageopsis multiflora (BG), Duguetia quitarensis
(DQ), Fusaea longifolia (FL) and Guatteria punctata (GP), commonly found in the state
of Ronddnia. Species of the family Annonaceae are known by their ethnobotanical
studies, presenting a wide variety of pharmacological activities. Within this context, these
species were chosen for Chemical and biological investigations. The leaves were
collected, dried at room temperature, crushed, and their essential oils (EO’s) were
extracted with a modified Clevenger apparatus. GC-ME analysis lead to the identification
of 23 (BG), 20 (DQ), 21 (FL) and 23 (GP) constituents, observing the predominance of
sesquiterpenes and their oxygen derivatives, where (E)-caryophyllene was present in all
investigated species at a higher concentration. In the biological experiments carried out
with the EO’s, we observed in vitro activity against Trypanosoma cruzi, for which all
extracts were active. Among the investigated extracts, the EO from G. punctata stands
out (ICso = 0.029 £ 0.014 pg/mL), being 34 times more potent than benznidazole, used as
reference drug. Antibacterial acitivity was also observed, with the EO from BG being the
most active compound against Gram-negative and Gram-positive bacteria, and the EO
from FL being active agaisnt Gram-negative bacteria. For the methanol and ethanol
extracts from the leaves, preliminary phytochemical screening detected the presence of
phenols and tannins for BG, FL, GP, flavonoids for DQ, alkaloids for DQ and GP, and
sterols and triterpenes for FL and GP. When determining the total phenol content, BM
also presented the best ECso value for the ethanolic (11.1 pg/mL +0.24) and methanolic
(4.2 pg/mL £0.75) crude extracts. Through dereplication by direct infusion (ESI-IT-MS),
it was possible to identify four aporphinic alkaloids in the methanol extract from DQ
(MEDQq), while for GR(MEGp), 20 alkaloids were identified through mass spectroscopy
coupled to ultra performance liquid chromatography (UHPLC-QTOF-MS): nine from the

benzylisoquinoline class, seven aporphine alkaloids, one oxoaporphine alkaloid, one
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simple isoquinoline alkaloid, and two of other classes: one pyrrolidine alkaloid and the
other belonging to the azaanthracene class. The results obtained for the fixed constituents
of DQ and GP contributed with the classification of these species within the Annonaceae
family, once the isoquinoline-derived alkaloids are presente in most genera belonging to
this family. Crude extracts at concentrations of 1, 3, 9, 27, 81 and 243 pg.mL™ showed
considerable antioxidant activity in the assays performed by the DPPH method, with BM
showing the best activity. The antibacterial activity of ethanolic and methanolic crude
extracts when evaluated by the Agar diffusion method - well technique, showed that all
samples tested were inactive against the microorganisms tested: enterohemorrhagic
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica Serovar

Typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus sumulans

Keywords: Essential Oil; Crude Extract; Alkaloids; HRQTOF-ESI/MS
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1 INTRODUCAO

A importancia dos produtos naturais na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos é um tema bem documentado (NEWMAN et al., 2000; BUTLER, 2004,
PATRIDGE et al.,, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2020; ATANASOV et al., 2021). E
comum na literatura encontrar relatos de dificuldades associadas a triagem, isolamento,
caracterizacdo, otimizacdo e obtencdo de quantidades suficientes de material purificado
para realizacdo de ensaios biologicos (ROUHI, 2003a; ROUHI, 2003b; KOEHN,
CARTER, 2005; CARLSON, 2010; KRAUSE, TOBIN, 2013; ATANASOV et al.,
2021). E mesmo diante de tantos desafios, os produtos naturais tem histdrica contribuicao
para a farmacoterapia (ATANASOQV et al., 2021).

Uma das grandes contribuicdes dos produtos naturais foi reconhecida em 2015
com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina aos pesquisadores William C. Campbell,
Satoshi Omura e Tu Youyou, pioneiros na descoberta de farmacos usados para o
tratamento de doencas parasitarias, especialmente a ivermectina Bia/Bip, isolada de
culturas de Streptomyces e utilizada no tratamento de filariose, e a artemisinina, isolada
de Artemisia annua L., utilizada no tratamento da malaria (MCKERROW, 2015).

Os avancos cientificos e tecnoldgicos recentes tem contribuido com a superacao
dos desafios na descoberta de farmacos baseados em produtos naturais (KOEHN,
CARTER, 2005; NAHARA, SARKER, 2020).

Newmann e Cragg em seu artigo de revisdo, discutem a natureza e os tipos de
farmacos aprovados de 1981 até 2019. Neste trabalho, fica evidente que uma porcao
significativa de farmacos que chegaram ao mercado, sdo compostos encontrados em
plantas e outras fontes. Os produtos naturais ainda se destacam como sendo as melhores
opcbes de inspiracdes para novos compostos com acdo farmacoldgica, e oferecem
potencial de descoberta de novas estruturas que podem servir como farmaco6foros base
para varios medicamentos para inimeras doencas humanas (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Embora a importancia conferida aos produtos naturais extraidos de plantas, seja
grande, a exploracdo de seu potencial no Brasil, por exemplo, ainda € considerada baixa
(SANTOS; LIMA; OLIVEIRA, 2014). De uma maneira geral, a fitoterapia vem
aumentando no pais a medida que Orgdos governamentais a implementam em
comunidades carentes (BRASIL, 2006; SANTOS; LIMA; OLIVEIRA, 2014).

Na flora Amazonica, dentre as diversas familias estudadas, destaca-se a familia

Annonaceae que possui espéecies de interesse industrial e econdmico. Além disso,
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algumas dessas espécies possuem potencial farmacoldgico. Desta forma, tendo em méos
0 recurso de produtos naturais que a Regido Amazonica oferece, é imprescindivel a
realizacdo de estudos a fim de levantar dados acerca dos constituintes quimicos e
atividades bioldgicas das espécies pertencentes a esta familia (SOARES, 2014).

Diante desse pressuposto, foi realizado um levantamento de espécies endémicas
da familia Annonaceae na regido de Porto Velho-RO. Neste sentido visando com a
pesquisa envolvendo plantas medicinais da flora amazonica, foram escolhidas quatro
espécies: Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E.Fr., Duguetia quitarensis Benth, Fusaea
longifolia (Aubl.) Saff. e Guatteria punctata (Aubl.) R.A. Howard. Por serem de
localizagdo conhecida e facil acesso para coleta. Todas estdo catalogadas no Herbario
Rondoniense Jodo Geraldo Kuhlmann, da Universidade Federal da Rondonia (UNIR).

O uso popular de plantas medicinais tem o importante papel de determinar
algumas espécies com potencial terapéutico, porém, ndao foram encontrados relatos do
uso popular na medicina tradicional das espécies citadas pela populacdo local. Somado
a isso, foram localizados poucos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos envolvendo as
espécies Guatteria punctata, Bocageopsis multiflora e Fusaea longifolia.

SANTOS (2019) descreveu o potencial ansiolitico do extrato metandlico das
folhas da espécie Guatteria punctata em camundongos. OLIVEIRA et al. (2014)
descreveu os constituintes quimicos dos 6leos essenciais (OEs) de folhas frescas da
espécie Bocageopsis multiflora; e TAVARES et al. (2005) relataram o isolamento de
dois alcaloides inéditos e a analise da composi¢cdo quimica do dleo essencial do caule
para a espécie Fusaea longifolia.

Até o presente, 0s Unicos relatos na literatura dos constituintes quimicos volateis
e avaliagdes bioldgicas para a espécie Duguetia quitarensis sdo os trabalhos de BAY et
al., (2019) e BAY et al., (2020).

Diversos estudos reportam atividades biolégicas com OEs e extratos brutos de
diversas partes de plantas pertencentes a familia Annonaceae, como atividade
espasmolitica, tripanocida, anti-inflamatdria, antimicrobiana, neuralgia, reumatismo,
anti-hipertensiva, entre outras (BRAGA et al., 2000; FERRAZ et al., 2013; ISHOLA, et
al., 2014; SOLANKI, MANDALIYA, GEORGE, 2020).

A potencialidade quimica das espécies da familia Annonaceae apresentada no
referencial tedrico desta tese, bem como relatos de estudos in vitro e in vivo,

direcionaram a escolha para avaliacdo das atividades biologicas antioxidante (LIMA et
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al., 2010), antimicrobiana (VELIKOVA et al., 2000; COSTA et al., 2008), e tripanocida
(VIEIRA et al., 2002; COSTA et al., 2011).

Desta forma, neste momento de pesquisa basica, o objetivo deste trabalho foi
analisar a composicéo quimica e o potencial biolégico dos Extratos brutos e dos 6leos
essenciais das folhas das espécies Bocageopsis multiflora, Duguetia quitarensis,
Fusaea longifolia e Guatteria punctata, buscando novos agentes com potencial

antioxidante, antimicrobiano e antiparasitario.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Annonaceae

A familia Annonaceae é a que mais se destaca em numero de géneros e de
espécies dentro da ordem Magnoliales junto com outras familias como Degeneriaceae,
Eupomatiaceae, Himantandraceae, Magnoliaceae e Myristicaceae. Tem cerca de 2.500
espécies descritas em todo o mundo, divididas em cerca de 130 géneros (LUCIO, 2015).
Outros pesquisadores acreditam que existem 107 géneros, com aproximadamente 2.400
espécies (GUO et al., 2017), destes, 29 géneros e 385 espécies ocorrem no Brasil, com
consideravel riqueza de espécies principalmente na Floresta Amazbdnica e Mata
Atlantica (BFG, 2015).

A classificacdo boténica da familia Annonaceae Juss. estd representada no
Quadro 1, baseado na classificagdo APG 1V, 2016 (BYNG et al., 2016).

Quadro 1 - Classificacdo botanica da familia Annonacea

Classificacéo botanica
Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Magnolidae
Ordem Magnoliales
Familia Annonacea

Annonaceae é uma familia de plantas pantropicais que ocorre na América do Sul
e Central, Africa e Asia. A Figura 1 mostra em destaque onde se encontra a maior
concentracdo de Annonacea, estando mais presentes espécimes na América do Sul. De
acordo com SILVA (2020), no Brasil, o centro de diversidade esta no bioma Amazonia,
que abriga ¥ da diversidade das espécies, sendo uma das dez familias mais
representativas, com 27 géneros e 268 espécies (LOPES & MELLO-SILVA, 2014a;
BFG, 2015; Flora do Brasil 2020, em construgéo).



Figura 1 - Distribui¢do da familia Annonaceae (representada em verde) no mundo em zonas

pantotropicais e temperadas.

Fonte: Adaptado de www.tropicos.org/name/42000007?tab=maps (acesso em 03 de maio 2021).

A titulo de exemplificacdo, a Figura 2 mostra quatro espécies, de uso popular,

pertencentes a familia Annonacea.

Figura 2 - Xylopia aromatica Mart (A), Anaxagorea dolichocarpa Sprague & Sandwith (B), Phaeanthus
viethamensis Ban (C) e Annona squamosa, L (D).
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Fonte- https://pt.wikipedia.org/wiki/Annonaceae (acesso em 14 de julho 2021).

Os frutos de Xylopia aromatica Mart. sdo usados na medicina popular pelas suas
propriedades carminativas (melhora da digestdo), estimulantes e afrodisiacas
(OLIVEIRA et al.,, 2014). As folhas, raizes e cascas do caule da Anaxagorea
dolichocarpa Sprague & Sandwith, s&o utilizadas para tratamento de cefaleias (MAAS et al.,
2013). Phaeanthus vietnamensis Ban ¢ uma conhecida planta medicinal que tem sido
utilizada no tratamento de vérias doengas inflamatdrias na medicina tradicional
(NHIEM et al., 2017). A espécie Annona squamosa L. tem usos relacionados a malaria
e outras doencas transmitidas por insetos, como repelente contra mosquitos (FRAUSIN
etal., 2014).

Espécies de diversos géneros tais como Annona, Guatteria, Unonopsis e Xylopia
tém sido utilizadas na medicina popular, algumas das quais no tratamento de doencas
negligenciadas, tais como a malaria (TSABANG et al., 2012; FRAUSIN et al., 2014). A
busca de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos pela pesquisa de fontes
naturais tais como extratos de plantas, levou a descoberta de drogas Uteis clinicamente,
que desempenham papel importante no tratamento de doencas humanas.

No Quadro 2 sdo apresentados exemplos de espécies da familia Annonaceae

utilizadas na medicina popular tradicional

Quadro 2 - Usos medicinais tradicionais de algumas espécies de Annonacea.

Espécie Uso popular Referéncias

Annona muricata L. Malaria e febre (FRAUSIN et al., 2014).

Annona muricata L.

artrite, reumatismo e neuralgia

(CERCATO, 2015).

Annona exsucca DC.

Febre e prevencdo de aborto
espontaneo

(VAN ANDEL, 2000).

Annona exsucca DC.

Febre e prevencdo de aborto
espontaneo

(VAN ANDEL, 2000).

Rollinia mucosa Jacq.

Eliminacg&o de pulgas e outros
insetos infestantes de animais
domeésticos

(DOS SANTOS, 2009)

Ununopsis stipitata Diels

Doencas cognitivas

(ADAMS et al., 2007).

Xylopia aethiopica A.

Bronquites, disenterias e malaria

(BOYOM et al., 2003)

Rich. (FRAUSIN et al., 2014).
Xylopia parvifolia Ulceras gastrointestinais e (ATTIQ; JALIL,;
Spruce inflamacdes HUSAIN, 2017)

Xylopia frutescens Aubl.

Analgésico e anti-inflamatorio.

(DI STASI e HIRUMA-
LIMA, 2002)



https://pt.wikipedia.org/wiki/Annonaceae

11

Considerando o uso tradicional medicamentoso de muitas dessas especies,
salienta-se que muitas das propriedades terapéuticas atribuidas a familia ja foram

confirmadas cientificamente em ensaios pré-clinicos (Quadro 3).

Quadro 3 - Atividades farmacoldgicas de algumas espécies de Annonacea

Espécie Parte da planta Atividades Referéncias
Estudada biologicas
Resultados in vivo
Rollinia leptopetala com red_ugoes (COSTA et al.,
g Folhas significativas em
RE Fries. , 2012).
células do sarcoma
180
. Propriedades (AFROZ et al.,
Annona muricata L Frutos antidiarréicas
2020).
potente
Annona coriacea Folhas Efeitos ansioliticos | (MONTEIRO et al.
Mart. e antidepressivos 2020).
Xylopia vielana . Alividade |n|b|to~r|a (GUO et al.,
. Raiz contra a producao
Pierre . 2018a).
de NO nas células
i i Atividade
Uvaria c_herreven5|s Raiz antimal4rica contra (LEKPHROM et
Pierre Plasmodium al., 2018).
falciparum
- Casca da raiz Inibi¢do da
Annona. reticulata inflamagao (KANDIMALLA
L neuronal e a dor etal., 2017).
neurogénica
Xylopia ser.icea Folhas Atividade (GONTWO et al.,
A.St-Hil antiplasmadica. 2020).
Atividade in vitro
. . contra a cepa K1
Uvaria klaineana Galhos finos resistente a (AKENDENGUE,
Engler and Diels cloroquina de et al., 2002).
Plasmodium
falciparum.

2.1.1 A Fitoquimica da Familia Annonaceae

Os metabolitos secundarios, ao contrario dos metabolitos primarios, sao
compostos encontrados em grupos especificos de organismos, que S380 expressos
individualmente em cada espécie, como por exemplo, vegetais, fungos e alguns animais.

Os metabolitos secundarios podem ser classificados de acordo com a sua rota de


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00752/full#B108
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2017.00752/full#B108
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biossintese e estrutura, as principais classes estudadas sdo os alcaloides, os terpenos, 0s
policetideos, os flavonoides e compostos esteroidais (FUMAGALI et al., 2012).

Quimicamente, a familia Annonaceae é constituida por diversas classes de
metabolitos primarios e secundarios, dentre elas: substancias aromaticas, acidos
fenolicos, taninos, flavonoides, catequinas, proantocianidina, 6leos essenciais, terpenos,
esteroides, acetogeninas, carboidratos, lipidios, proteinas, lactonas, vitaminas,
carotenos, saponinas, entre outros (DOS REIS NUNES, et al., 2012).

2.1.1.1 Oleos Essenciais

Na familia Annonaceae, € comumente observado que o0s principais constituintes
dos OEs sdo monoterpenos em frutas e sementes, e 0s sesquiterpenos em folhas e
cascas de raizes (FOURNIER; LEBOEUF; CAVE, 1999).

Os sesquiterpenos (Figura 3) o6xido de cariofileno (1) e o espatulenol (2), ja
foram descritos em OEs de folhas de espécies dos géneros Annona, Duguetia,
Guatteria, Hexalobus e Xylopia, podendo ser considerados marcadores
quimiotaxondmicos desses géneros (DUTRA, 2012).

O espatulenol também foi identificado nas espécies de Unonopsis duckei (19,10-
40,20%), as menores gquantidades em Unonopsis guatterioides (4,80%), enquanto as
maiores concentracbes de Oxido de cariofileno foram registradas em Unonopsis
rufescens (15,95%) e as menores em Unonopsis guatterioides (4,80%) no estudo
realizado por (SILVA, 2016).

Figura 3 - Estruturas éxido de cariofileno (1) e o espatulenol (2)

!

(1) (2)

Ensaios farmacologicos realizados com os OEs de Annonaceaes revelaram
propriedades interessantes, tais como antitumoral, antioxidante, larvicida, tripanocida,
antimicrobiana e antileishmania (COSTA et al., 2009, 2011, 2013; QUINTANS et al.,
2013).
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Os OEs de diversas espécies do género Annona como Annona vepretorum,
(COSTA et al., 2012), Annona pickelii e Annona salzmannii (COSTA et al., 2013),
foram eficientes contra formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi. Também ha relatos
que os OEs de Xylopia frutescens e Xylopia laevigata foram eficazes contra formas
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi em concentragdes ndo citotoxicas para
macrofagos murinos (SILVA et al., 2013).

Referenciando outros autores, BORGES et al., (2012) destacam que 0s
constituintes terpénicos sdo responséveis pela caracteristica hidrofbica dos o6leos
essenciais, 0 que permite que eles permeiem livremente as membranas celulares e
eliminam os parasitas, afetando seu metabolismo citoplasmatico vias ou organelas.

O ensaio realizado com o Oleo essencial da Annona coriacea mostrou
inatividade contra bactérias gram-positivas. Porém, o dleo fixo extraido das sementes da
espécie apresentou 84% de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (DE SOUSA et al.,
2021).

O Oleo volatil de folhas da espécie Annona foetida apresentou atividade
leishmanicida, se mostrado mais ativo contra formas promastigotas de Leishmania
guyanensis. Neste estudo, a atividade leishmanicida é atribuida a mistura de

sesquiterpenos oxigenados presentes na sua composicao (COSTA et al., 2009).

2.1.1.2 Biossintese de 0leos essenciais

Os terpendides compreendem o maior grupo de produtos naturais, com mais de
35.000 membros conhecidos, muitos outros produtos naturais contém terpendides em
suas moléculas, em combinacdo com esqueletos de carbono derivados de outras fontes,
como as vias acetato e shikimato (DEWICK, 2001; DEWICK, 2009).

Terpeno é uma classe de metabolitos secundarios, derivados de unidades do
isopreno: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40). Um novo tipo de
terpeno ciclico foi obtido e identificado a partir de trés espécies ndo patogénicas de
Mycobacterium sp. classificado como sesquaterpeno (C35), este foi o primeiro exemplo
de biossintese de um triterpeno natural através da ciclizacdo de um isoprenoide linear
(SATO et al., 2008).

Existem ao menos duas vias envolvidas na biossintese de terpenos: a rota do
mevalonato, que opera no citoplasma e mitocdndrias e a rota do 5-fosfato de 1- desoxi-

D-xilulose (DXP), que opera no plastidio. As duas rotas convergem para a producao dos
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isbmeros do isopreno, o difosfato de isopentinila (IPP) e o difosfato de dimetilalila
(DMAPP), os quais sdo as unidades isoprénicas bioquimicamente ativas na biossintese
dos terpenos (BARROS et al., 2009; DEWICK, 2009).

No Esquema 1 é representada a rota biosintética simplificada dos terpendides.

Esquema 1 - Rota biossintética simplificada das unidades isoprenoides precdes precursoras dos
terpenoides.
glicolise
glicose --------5

gliceraldeido-3-fosfato ¢
piruvato

lpiruvato < :

i Mevalonato

0 OH

p Acetil-Coa
)J\I/'\/O 2 x Acetil-Coa ¢

OH
OH

deoxi-xilulose-5-fosfato(DXP) HOO C/Yv
“OH

acido mevalonico

metil-eritritol-4-fosfato \‘ | 4

/‘\/\Q
‘ )\/\O\PP ‘ PP

IPP DMAPP

Fonte: Adaptado de BARTRAM et al. (2006).

Independentemente de sua origem, uma molécula de IPP e uma de DMAP sdo 0s
precursores na biossintese dos terpenos. Eles combinam-se, também, por meio de
reacbes de condensacdo para formar moléculas maiores. Na formacdo dos
monoterpenos o IPP e o DMAPP se juntam para formar o geranil difosfato (GPP),
formado por 10 atomos de carbono (BARROS et al., 2009; DEWICK, 2009). O GPP,
por sua vez, pode reagir com outra molécula de IPP e formar o farnesil difosfato (FPP),
composto formado por 15 atomos de carbono e precursor dos sesquiterpenos, e assim
sucessivamente até formar os politerpenos, como observado no Esquema 2 (AVALOS
E PEREZ, 2009)
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Esquema 2 - Biosintese de terpenos e sua classificacdo de acordo com as unidades de isopreno
)\/\O\ — > )\/\
PP l O<pp

DMAPP

)\W_PP ——» Monot erpenos ( Gyg)

Geranil dif osfat o (GFP)

LlIPP
)\A)\/\/K/\/_O_PP ——> Sesquiterpencs (Css)
AN AN \

Farnesil difosfato (FPP) 2x Triterpenos (Csq)

LllPP

“ ~ __ PP ——» Diterpenos (Cy)

X N \
2X X Tetraterpenos (Cag)
Geranilgeral difosfato (GGPP)

|

Politerpenos

Fonte: Adaptado de AVALOS E PEREZ (2009).

2.1.1.3 Flavonoides

Entre os metabdlitos secundarios isolados de espécies da familia Annonaceae
podem-se destacar os flavonoides, considerados de grande interesse econémico e
farmacoldgico, possuem atividades antitumorais, antiinflamatérias, antioxidantes,
antibacteriana, antivirais, dentre outras (SHIRWAIKAR et al., 2004; SIMOES et al.,
2017).

Os flavonoides s@o capazes de estabilizar os radicais livres, prevenindo que eles
causem danos as biomoléculas das células. Essa funcéo é extremamente importante nas
plantas, uma vez que esses seres estdo expostos constantemente aos raios ultravioletas
(UV) do sol durante a fotossintese (PIETTA, 2000).

HUONG et al. (2005) isolaram e caracterizaram do extrato de folhas e ramos

finos (fracdo metanol-agua (95:5)) da Anonnacea Miliusa balansae seis flavonas:
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ombuina (3), chrysosplenol (4), miliufavol (5), pachypodol (6) e chrysosplenol C (7).

Na Figura 4 estdo relacionados as estruturas desses flavondides isolados.

Figura 4 - Flavonoides de Milusa balansae

®)

OH

CH, CH,

|| OH
OH

©)

(4)

(6)
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2.1.1.4 Acetogeninas

As acetogeninas constituem uma classe de produtos naturais promissora como
prototipos de agentes antitumorais e pesticidas, que sdo encontradas exclusivamente em
plantas da familia Annonaceae. Essas substancias apresentam uma variedade de
propriedades bioldgicas, tais como atividades citotdxica, imunossupressora, pesticida,
antiparasitaria e antimicrobiana (BERMEJO et al., 2005).

O crescente nimero de substancias com caracteristicas estruturais semelhantes
extraidas das espécies desta familia levou a denominar comumente este grupo de
produtos naturais de “acetogeninas de Annonaceas” (CAVE et al., 1997; FANG et al.,
1993).

No trabalho realizado por TAMFU et al. (2021) € descrito o isolamento e a
identificacdo da acetogenina asimicina (8) a partir de sementes da espécie Annona
senegalenis. No estudo de COLMAN-SAIZARBITORIA et al. (2009) com o extrato
etandlico da Xylopia emarginata foi isolada a ximarginatina (9). Da Annona cornifolia
(LIMA et al., 2012), foram isoladas algumas acetogeninas, como exemplo, a
esquamocina L (10). Na Figura 5 sdo apresentadas as estruturas das acetogeninas

assimicina, Xximarginatina e a esquamocina L.

Figura 5 - Acetogeninas de Annona segenaloes, Xylopia emarginata e Annona cornifolia

®)
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37

36

©)

(10)

Foi relatado que as acetogeninas podem inibir seletivamente o crescimento de
celulas cancerosas e também de inibir o crescimento de células tumorais resistentes a
maultiplos farmacos, demonstrando extraordinaria seletividade entre certas linhagens
celulares, especificamente, contra cancer prostatico (FAGUNDES et al., 2005).

Em relacdo ao perfil citotoxico um estudo in vitro mostrou efeito preferencial
sobre células neoplasicas em comparacdo com as células saudaveis, sugerindo um
potencial antitumoral destes agentes (ALVAREZ-GONZALEZ et al., 2008).

2.1.1.5 Alcaltides

Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabolitos que exercem poderosos
efeitos fisiologicos no organismo dos mamiferos. Com grande diversidade estrutural,
muitos alcaloides, por exemplo: atropina, morfina, quinina e vincristina, tem efeitos
terapéuticos importantes e sdo utilizados no tratamento de vérias doencas (DAHMER,
2013). No Quadro 4 estdo disposotos alguns exemplos de medicamentos com

alcaloides em sua formulacéo.
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Quadro 4 - Alguns alcaloides ou derivados empregados como farmacos

- Farmaco L A
Protdtipo natural Indicagéo terapéutica
descoberto
Paclitaxel Abraxane Cancer do ovario, da mama, do pulméo
Galantamina Coglive® Deméncia do tipo Alzheimer
. . Cancer, entre eles leucemia, cancer de
Vincristina Oncovin x
pulméo e de mama
. . Varios tipos de cancer, entre eles o de
Vimblastina Velban P . .
mama, dos rins e dos testiculos
Ergometrina Ergotrate Hemorragias pos-parto
. . Vasoconstritor, broncodilatador e
Efedrina Efedrina .
descongestionante
Pilocarpina Pilocarpina Diminuicao da pressdo intraocular
. . Estimulante do sistema nervoso
Atropina Atropion .
parassimpético
Nicotina Niquitin Auxiliares a cessacdo tabagica
Colquicina Colcichimil O tratamento de crises de gota
- - Antitérmicas, antimalaricas e
Quinina Quinina -
analgésicas.
Cafeina Cafeina Estimulante do sistema nervoso central
Papaverina Papaverina Espasmolitico

Fonte: (CABRAL; PITA, 2015).

Os alcaloides sdo metabdlitos secundarios que tém trés caracteristicas em
comum: sdo sollveis em agua, contém pelo menos um atomo de nitrogénio na molécula
e exibem atividade biol6gica. A maioria sdo heterociclicos, embora alguns sejam
compostos nitrogenados alifaticos (ndo ciclicos) (AVALOS, 2009).

Segundo HENRIQUES et al. (2004), os alcaloides sdo classificados em trés
grupos amplamente aceitos: alcaloides verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides.
Os alcaloides verdadeiros derivam de aminoécidos, e possuem um anel heterociclico
com um atomo de nitrogénio. Podem ocorrer em plantas no estado livre, como sais e
como N-6xidos e em numero limitado de espécies e familias. Os percursores primarios
dos alcaloides verdadeiros sdo aminoécidos como a L-ornitina, L-lisina, L-fenilalanina /
L-tirosina, L-triptofano e L-histidina.

Os protoalcaloides sdo compostos em que 0 4&tomo de nitrogénio derivado do
aminoéacido, ndo faz parte do anel heterociclico. Alguns deste tipo de alcaloides incluem
compostos derivados da L-tirosina e L-triptofano. Possuem um anel, sendo uma minoria
quando se considera o grande conjunto de alcaloides (DEWICK, 2009)

Os pseudoalcaloides sdo compostos em que 0 esqueleto base de carbono nao
deriva de amino&cidos. S&o derivados de precursores da biodegradacéo de aminoacidos.

Podem também resultar de reagdes de aminacdo e transaminacdo de diferentes


https://www.libbs.com.br/wp-content/uploads/2016/07/Coglive_Paciente-ampliada.pdf
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precursores de aminoacidos, ou de outros precursores que ndo de aminoacidos
(SOUZA, 2014).

Os alcaldides séo bases organicas nitrogenadas, encontradas em muitas plantas
superiores. Nestas moléculas podem ser encontrados um ou mais atomos de nitrogénio,
sendo possivel observar a formacdo de aminas primarias, secundarias ou terciarias.
Estas estruturas conferem propriedades basicas aos alcaloides, facilitando a extracédo e a
posterior purificagdo devido a sua capacidade de formar sais sollveis em agua na
presenca de &cidos inorganicos e organicos (DEWICK, 2001; SIMOES et al., 2001).

As espécies pertencentes as Annonaceae sdo ricas em alcaloides, sendo
recorrente na literatura registros de alcaloides derivados do esqueleto isoquinolinico
(LEBOEUF et el., 1980). As Annonaceaes tem como efeitos bioldgicos a
citotoxicidade, propriedades antimicrobianas e atividade antiparasitaria; essas
bioatividades sdo atribuidas a presenca de terpenos e alcaloides presentes em espécies
dessa familia (HUSEIN, 2016).

Os alcaloides isoquinolinicos sdo os mais comuns da classe nos vegetais e estdo
relacionados com a biossintese de diversas outras classes, como (Esquema 3):
tetraidroquinolinicos, benziltetraidroquinolicos, aporfinico, proaporfinicos,
bisbenzilisoquinolinicos, dibenzopirrocolinicos, protoberberinicos e
benzofenantridinicos (HUSEIN, 2016).

Entre os alcaloides isoquinolinicos, existem os aporfinoides (também conhecidos
como alcal6ides aporfinicos) sdo os mais comumente encontrados, seguido do grupo
dos oxaporfinicos. Ha registro de grupos menores como o0s fenantrénicos,
benziltetrahidroisoquinolinicos e bisbenziltetrahidroisoquinolinicos (LUCIO, 2011;
DOS SANTOS E VAZ, 2019).

Esquema 3 - Classificacdo das principais classes de alcaloides isoquinolinicos de Annonacea

ALCALOIDES

S N

Protoberberinos Benziltetraidroisoguinolinico

Aporfindides

| l l

Tetraidroprotoberberino Aporfinos e oxoaporfinos Benzilisoquinolinicos
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Fonte: Esquema adaptado de acordo com (DOS SANTOS; VAZ, 2018).

Existem varias subclasses de alcaloides isoquinolinicos, no entanto, sua origem
biossintética é Unica. Apesar da diversidade das vias metabolicas, as modernas técnicas
de triagem tém contribuido significativamente para a descoberta e compreensdo dos
alcaloides pela biossintese (DEWICK, 2001).

2.1.1.5.1 Benzilisoquinolinas

Segundo DEWICK (2009) a rota biossintética do  esqueleto
benziltetraidroisoquinolinico tem inicio a partir do aminoacido L-tirosina. Duas
moléculas de L-tirosina paralelamente sofrem reacdo, uma é descarboxilada para formar
a dopamina e a outra sofre uma reacdo de transaminacdo dando origem ao &cido 4-
hidroxifenilpiravico.

Posteriormente, os produtos das duas reacdes sofrem condensacdo através da
reagdo de Mannich, formando assim o benziltetraidroisoquinolinico (S) norcoclaurina.
Reac0es seguintes de metilacdo e oxidacdo levam a formagéo de (S)- reticulina, sendo
precursora dos alcaloides aporfinicos e protoberberinicos (Esquema 4) (DEWICK,
2009)

Esquema 4 - Biossintese da (S)-reticulina, precursora do ntcleo aporfinico



22

HyN OH
\/\@: OH
OH

HN ] dopamina

HO
HO 0 ‘ NH
OH
s \ \/©/ Ho
0%

(R) ou (S) coclaurina

p hidroxifeilacetaldeido

m N/ <« (R)ou(S) N -metil coclaurina

(R) ou (S) reticulina (R) ou (S) 3 hidroxi N~ metilcoclaurina

Aporfinicos Protoberberinicos

Fonte: adaptado de Dewick (2009).

2.1.1.5.2 Aporfinicos

Os alcaloides aporfinicos sdo biossintetizados em plantas por meio de um
acoplamento oxidativo intramolecular na (S)-reticulina, através de um mecanismo
radicalar entre as bisdienonas. A rota simplificada para a biossintese dos aporfinos
envolve o acoplamento oxidativo direto da (S)-reticulina na forma do radical bis-
dienona que consequentemente os dois radicais podem ser orto-orto ao ser iniciado nos
anéis A e D contendo o grupamento fenol em que nesse caso resultaria em um padrdo de
substituicdo nas posigdes 1,2, 10 e 11 ou orto-para resultando em um aporfino “com
substituicdo nas posi¢des 1, 2, 9 e 10 (PELLETIER, 1996) (Esquema 5).

Esquema 5 — Biossintese dos alcaloides aporfinicos
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(S) —reticulina

—_
CYP80G,

acoplamento
oxidativo

CYP80G2

(S)—corituberina

H3CO.

acoplamento
oxidativo

HO

H3C

(S) —isoboldina

Fonte: adaptado de Dewick (2009).

2.1.1.5.3 Oxoaporfinicos

Os alcaloides oxoaporfinicos sdo considerados uma subclasse dos alcaloides

isoquinolinicos outra maneira natural das quais os alcaloides podem ser metabolizados

(PHILLIPSON et al., 1989). Esta subclasse de alcaloides € normalmente encontrada nas

cores amarelo, laranja ou

laranja-avermelhado, devido ao seu alto grau de

aromaticidade, e quase sempre na presenca de alcaloides aporfinicos (COSTA, 2009).

No Esquema 6 é apresentada a biossintese dos alcaloides oxoaporfinicos.

Esquema 6 - Biossintese de alcaldides oxoaporfinicos
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OO SO0
N [Q] N [0l
R0 ‘ \CH3 R ‘ \CH3 —— R~

Dehidroaporfina

I
R\O = N N desmetilagéo
S

Oxoaporfinico

Aporfinico

salde N-metooxoaporfina

Fonte: Adaptado de acordo com Dos Santos e Vaz (2018).

2.2 Género Bocageopsis e Fusaea: uso popular, constituintes quimicos e atividades
bioldgicas

2.2.1 Género Bocageopsis

O género Bocageopsis (R.E.Fr.) é constituido por quatro espécies: B. canescens
(Benth.) R.E.Fr, B. mattogrossensis (R.E.Fr.) R.E.Fr., B. multiflora (Mart.) R.E.Fr.
Figura 6 e, mais recentemente a espécie B. pleiosperma Maas (MAAS; WESTRA,;
VERMEER, 2007). A maioria das espécies concentra-se na Floresta Amazénica, porém

ha algumas que sdo endémicas da Mata Atlantica.

Figura 6 - Bocageopsis multiflora (Mart.) R.E.Fr

Fonte: Elaborado pela autora

Bocageopsis multiflora (Mart.) € a espécie mais comum do género. Sua
distribuicdo ocorre na Amazonia boliviana (Beni, Pando), Brasil (Amazonas, Mato
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Grosso, Ronddnia, Roraima), Colémbia, Venezuela, Guiana e Suriname (MAAS;
WESTRA; VERMEER, 2007). E uma das espécies mais procuradas para se queimar na
torragem da farinha e, segundo diferentes informantes, “cla pega fogo até molhada”
AMMANN (2014). Em relagdo ao uso medicinal tradicional ndo foram encontrados
relatos para este género (SOARES et al., 2019).

SOARES e colaboradores (2019) ao estudar a espécie B. canescens isolou 0s
flavonoides glicosilados (11) e (12), Figura 7. A partir da fracdo alcaloidica dos galhos
grossos de B. multiflora, foram isolados os alcaloides salsolina (13), isosalsolina (14) e

pronuciferina (15), Figura 7.

Figura 7 - Estruturas dos flavonoides e alcaloides isolados de espécies pertencentes ao género
Bocageopsis
OH

HO

HO O

11)

No estudo da espécie B. pleiosperma Maas (folhas, galhos e cascas), € evidente a
presenca de sesquiterpenos e auséncia de monoterpenos, e o principal constituinte
identificado foi o S-bisaboleno (16) da Figura 8. Apesar de apresentar fraca atividade
antimicrobiana, a este constituinte, € atribuida uma atividade bioldgica importante, a
antimalarica (SOARES et al., 2015).

Figura 8 - Estrutura do constituiente - bisaboleno e espatulenol
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No Quadro 5 sdo apresentadas as composi¢Ges quimicas de compostos

majoritarios encontrados nos OEs, descritos na literatura. E possivel observar a

presenca do S-bisaboleno (16) nas duas espécies, B. multiflora e B. pleiosperma.

Quadro 5 - Composi¢do quimica majoritaria dos OEs e atividades biol6gicas de espécies do género

Bocageopsis

Constituintes

L Parte e Atividades Anci

Espécies | i 4agq | Principais dos 1OEs biolégicas Referéncias

analisados
¢ I_Espatulenql (.2) Atividade contra o
8 Oxido de cariofileno Enterococcus .

- (1), , (ALCANTARA
multiflora Folhas p-bisaboleno (16) faecalis e etal., 2017)
(Mart) Staphylococcus. : '

aureus

. O 6leo essencial

p-bisaboleno (16) obtido das cascas

trans- a-bergamoteno exibiu um efeito

(22)
moderado contra
B. _ Folhas, (E)-p-farneseno (23) Staphylococcus (SOARES et

pleiosperma | cascas e o-cadineno (24) epidermidis ' al., 2015)
Maas galhos. B-selineno (25) P ’ ) '

a-selineno (26)
criptomeriona (27)
(2Z, 6Z)-farnesol (28)

enguanto 0s outros
6leos ndo exibiram
atividade
antimicrobiana.

O estudo sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial da espécie B. multiflora

descrito por OLIVEIRA et al. (2014) mostrou que na estagdo chuvosa o p-bisaboleno

(16) foi o constituinte principal e os sesquiterpenos foram a classe de metabdlitos

secundarios majoritaria, enquanto o principal componente do 6leo coletado na estacédo

seca foi o espatulenol (2), Figura 3.

SOARES et al. (2015) ao estudar folhas, galhos e cascas da espécie Bocageopsis

pleiosperma Maas, descrevem bons resultados para a atividade antibacteriana contra S.

aureus, S. epidermidis e E. coli.
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O dleo essencial das folhas frescas da espécie B. multiflora, investigada por
OLIVEIRA et al. (2014) apresentou inibicdo significativa contra as formas

promastigotas de L. amazonensis.

2.2.2 Género Fusaea

Fusaea (Baill.) Saff. é outro género da familia Annonaceae que foi encontrado
por Safford em 1914. A espécie F. longifolia (Aubl.) Saff. foi, originalmente, descrita
por AUBLET (1775) como Annona longifolia que, posteriormente, foi colocada no
género Duguetia separada do resto do género sob o nome seccional de Fusaea.
Atualmente, o género Fusaea é constituido por trés espécies: F. longifolia, F. decurrens
e F. peruviana (FLORES, 2018).

A F. longifolia ¢ conhecida popularmente como “envira”, ‘“araticum”,
“envireira” e “espitana”. Tem boa distribuicdo na América do Sul, presente na
Colémbia, Venezuela, Suriname, Bolivia, Equador, Peru, Brasil e nas Guianas. No
Brasil, ocorre nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato grosso, Para,
Rio de Janeiro, Ronddnia e Roraima (CHATROU, 1998)

O fruto, Figura 9, de F. longifolia exala um odor forte e agradavel quando
maduro e os indios Urubu-Kaapor utilizam-no como comestivel, sendo uma importante
fonte de proteinas para quem habita a selva, a espécie também tem uso como remédio

(R1OS E PASTORE, 2011).
Figura 9 - Fruto da F. longifolia

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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A fitoquimica desse género € pouco explorada e apenas dois estudos foram
encontrados na literatura sobre F. longifolia.

Um dos alcaloides isolados por TAVARES et al. (2005) foi do tipo
tetraidroprotoberberinico, a estefolidina (17), Figura 10. Este alcal6ide ja foi
anteriormente descrito em espécies da familia Annonaceae como Annona cherimolia e
Alphonsea sclerocarpa (VILLAR et al., 1985; TADIC et al., 1987).

No estudo realizado por TAVARES et al. (2005) com os caules finos, foram
isolados alcaloides e extraido o 6leo essencial das folhas. A composi¢do quimica dos
OEs obtidos a partir do caule da espécie F. longifolia (Aubl.) Saff foi relatado
principalmente sdo os sesquiterpenos: espatulenol (12,0%) (2) Figura 3, a-cadinol
(12,5%) (29), 6-elemeno (4,2%) (30), p-elemeno (3,8%) (31), germacreno D (3,7%)
(32) e germacreno B (2,9%) (33), Figura 8 e Quadro 6.

Quadro 6 - Composi¢do quimica majoritaria dos OEs e atividade biol6gica da espécie F. Longifolia

Parte Constituintes principais

estudada dos OEs analisados® Referéncias

Espécies

a-cadinol (29)
espatulenol (2)
F. Caule o-elemeno (30) (TAVARES et al.,
longifolia (Aubl.) Saff S-elemeno (31) 2005).
germacreno B (32)
germacreno D (33)

No estudo desenvolvido por MORALES (2019) com F. longifolia com extratos
de acetato de etila, foi verificada a atividade antiviral promissora para Herpes Simplex
Virus tipo 1 (HSV-1). A anélise cromatografica do extrato por UPLC-MS/MS, revelou a
presenca dos compostos: taxifolina (18), luteolina (19), quercetina—3-B-D-glicosideo
(20) e quercetina (21) (Figura 10).

Figura 10 - Estrutura dos constituintes isolados da F. Longifélia
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(31) (32) (33)

2.3 Género Duguetia: uso popular, constituintes quimicos e atividades bioldgicas

O género Duguetia A. St.-Hil. compreende 100 espécies, das quais 89 ocorrem
em regides Neotropicais e 4 na Africa. No Brasil, o género é um dos mais
representados. A espécie D. quitarensis Figura 11 (sinonimias: Aberemoa quitarensis
Benth. R.E.Fr., D. ibonensis Rusbhy, e D. tessmannii R.E.Fr.) é a espécie mais comum
do género e esta distribuida na regido Amazobnica e da Venezuela até a Bolivia
(ALARCON, 2007).

Figura 11 - Duguetia quitarensis Benth

Fonte: Elaborada pela autora

Este género abrange cerca de 100 espécies, e € um dos mais abundantes da
familia Annonaceae. Ha estudos que relatam o uso tradicional de algumas espécies
desse género como alternativas medicinais para o tratamento de diversos problemas de
salde dos habitantes de diferentes regides tropicais do mundo onde essas plantas estdo
distribuidas (FUENTES, 2020).
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Para o género Duguetia sdo encontrados alguns usos tradicionais, como
exemplo, o cha das folhas de D. furfuracea ¢é indicado para combater dismenorreia,
metrorragia e diarreia (SANGALLI; VIEIRA; HEREDIA, 2008). Segundo
RODRIGUES; CARVALHO (2001) e CAROLLO et al. (2006) as folhas sdo
anti-reumaticas e podem ser usadas na forma de infusdo. O cha da casca do caule de D.
staudtii também é utilizado na medicina popular para o tratamento de dores no peito,
bronquite, problemas gastrointestinais, edemas e cancer.

Além disso a espécie D. staudtii, pode ser adicionada a mistura de veneno de
flecha e é considerada um excelente vermifugo (NGOUONPE et al., 2019). A infusao
de pequenos ramos e folhas dessa espécie € indicada para reumatismo (VALTER et al.,

2008). No Quadro 7 sao apresentados alguns estudos de cunho cientifico com o género

Duguetia.
Quadro 7 - Atividades bioldgicas para o género Duguetia.
Espécies Estudadas Partes Atividades Bioldgicas Referéncias
Estudadas
D. furfuracea (A.St.-Hil.) Folhas Atividade antioxidante e (PINHO et al.,
Saff. antifungica 2016).
D. furfuracea (A.St.-Hil.) Folhas combate a metais pesados, (FERNANDES et
Saff. apresentando-se como al., 2014)
protetora de seres procariontes
D. lanceolata A. St.-Hil Casca-tronco Atividade inseticida para (ALVES et al,
Spodoptera frugiperda 2020).
D. pycnastera Sandwith Casca Atividade citotoxica (DE SOUZA et.
al., 2021).

O género Duguetia ndo esta entre 0s géneros mais estudados quimicamente,

sendo precedido pelos géneros Annona, Goniothalamus, Monodora, Uvaria e Xylopia

(CUNHA, 2009).

CAROLLO e colaboradores (2006) trabalhando com a espécie D. furfuraceae

isolaram o flavonoide isoramentina (34) que apresentou atividade tripanocida Figura

12.
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Figura 12 - Estrutura do flavonoide Isoramentina

No entanto diversas substancias, principalmente alcaloides, ja foram isolados de
suas espécies (GONCALVES et al., 2017, OLIVEIRA, 2017). Entre os alcaloides mais
comuns encontrados no género Duguetia destacam-se aqueles derivados do esqueleto
isoquinolinico.

BONOTTO (2005) relata o estudo quimico da espécie D. lanceolata. O extrato
etandlico e os alcaldides totais (100 pg/mL) da espécie, demonstraram niveis de
atividade (percentual de morte de cerca de 100% e 66%, respectivamente) contra as
formas tripomastigotas de T. Cruzi. Desse extrato foi obtido o alcaldéide majoritario

aporfinico N-acetilanonaina (35) Figura 13.

Figura 13 - Estrutura do Alcaloide N-acetilanonaina

(35)

Na Figura 14 e Quadro 8 sdo apresentados alguns alcaloides que foram

isolados do género Duguetia.



Figura 14
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- Alcaloides isolados da espécie da D. furfuracea

(39) (40)
Quadro 8 - Alcaloides encontrados no género Duguetiae
Alcaloide Tipo de esqueleto Espécie Referéncia
Isopilina anorfinico D. vallicola (PEREZ et al.
P P J.F.Macbr. 2004).
Discretamina rotoberberinico D. moricandiana (ALMEIDA etal.,
P Mart 2011).
. . . D. Vallicola (PEREZ et al,
Cleistofolina Azaantracénico J'E Machr. 2004)
Duauetina aorfinico D.furfuracea (A. (SILVA et al.,
g P St.-Hil.) 2009).
Liriodenina Oxoaporfinico D. stelichantha (LUCIO et al.,
P Diels. 2015).
Hadranthina aporfinico D. hadrantha Diels (MUHAMMAD et
al., 2001).
Sampangina Azaoxoaporfinico | D. hadrantha Diels (MU;A%('\)/{')A‘D ot
. . - D. furfuracea (A. (MIGUEL et al.,
S-(+)-dicentrina oxoaporfinico St.-Hil.) 2016).
Lisicamina aorfinico D. pycnastera (DE SOUZA et al.,
P Sandwith 2020).
Dicentrinona oxoaaporfinico D. furfuraqea (A (SANTOS etal,
St.-Hil.) 2018).
Oliverolina 7-hidroxi- D. odorata (Diels) | (BRASTIANOS, et
aporfinico J.F. al., 2007).
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No Quadro 9, estdo descritos alguns alcaloides isoquinolinicos isolados de

algumas especies de Duguetia e suas respectivas atividades bioldgicas.

Quadro 9 - Atividades Bioldgicas de Alcaloides Isoquinolinicos de Duguetia

Alcaloide AFIVI,da.Ide Espécie Referéncias
Biologica
. . - . MONTR HIO,
S-(+) Dicentrina (A) Analgésica D. surinames (MO 201%:(: ©
. i Anti-inflamatdria D. furfuracea (DE SOUZA,
Dicentrinona (O)
2013).
. . Carcinoma . (SILVA et al.,
O-metilmoscatolina (A) de laringe D. glabriuscula 2007).
Atividade
antimalarica in
. . MUHAMMAD
Hadrantina (P) vitro contra D.hadrantha (MU et
. al., 2001).
Plasmodium
falciparum

Legenda: (O) oxoaporfinico, (A) aporfinico, (P) protoberberinico.

No Quadro 10 e Figura 15 sdo apresentados alguns componentes volateis de

algumas espécies de Duguetia e suas respectivas atividades bioldgicas.

Quadro 10 - Composi¢do quimica majoritaria dos OEs e atividades bioldgicas de espécies do género

Duguetia

Constituintes

Duauetia Parte rincipais dos OEs Atividades Referéncias
g estudada | P bal 1 bioldgicas. bibliograficas
analisados
Cipereno (42) N
D. p-bisaboleno (16) | Fotencial citotdxico | poppaiEs
gardneriana | Folhas . e antitumoral
M elemicina(41) et al., 2015).
art
germacreno D (33)
Ativo contra
D. a-pineno (44) Staphylococcus
moricandiana Folhas S-pineno (45) aureus e Candida | (ALMEIDA et
Mart. E-cariofileno (46) albicans na al., 2011).
germacreno D (33) concentracgdo de
100%

D. - (DE
glabriuscula | Folhas Aromadendrano (43) A,E;/t:edni?:z;ﬁgga SIQUEIRA et
(R.E.Fr.) al., 2003).

Inibigdo do (SOUSA et
D. lanceolata Cascas S-elemeno (31) gtrgsf]"?s:;gc?g al., 2012).
A.St.-Hil 6xido de cariofileno() phy

aureus,Streptococcus
pyogenes,
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Escherichia coli e
Candida albicans

Duguetiae
lanceolata
A.St.-Hil

Ramos

o-elemeno (30)
S-elemeno (31)
E-cariofileno (46)
p-selineno (31)
o-cadineno(24)
Oxido de cariofileno
1)
humulenoepdxido Il
(47)
[-eudesmol(48)
cadina-1,4-dien-3-ol
(49)
cadaleno(50)

Propriedades
antinociceptivas,
anti-inflamatorias e
antioxidante.

(DE SOUSA
et al., 2016).

No estudo do o6leo essencial das folhas da Duguetia gardneriana Mart.
RODRIGUES et al. (2015) foram obtidos o p-bisaboleno (16), a elemicina (41), o
germacreno D (33) e o cipereno (42). No 6leo essencial das folhas de D. glabriuscula, a

presenca dos sesquiterpenos do tipo aromadendrano (43) predominou em 61,3% e
59,0%, das folhas frescas e secas, respectivamente (DE SIQUEIRA et al., 2003).

Na extracdo do Oleo essencial das cascas da espécie D. lanceolata os

sesquiterpenoides representaram o maior numero de constituintes detectados no 6leo

essencial. O p-elemeno (31) e 6xido de cariofileno (1) como sendo os principais, para

duas e quatro horas de hidrodestilagdo, respectivamente (SOUSA et al., 2012). Outro

estudo realizado por DE SOUSA et al. (2016) com a Duguetia lanceolata apresentou

uma variedade de constituintes, prevalecendo os sesquiterpenos hidrocarbonetos (40%)

e 0s oxigenados com (44,9%).

Figura 15 - Estruturas dos constituintes volateis majoritarios do género Duguetia
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H
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(44)
(45) (46)

HO

(47) (48) (49)

(50)

N&o foram encontrados relatos na literatura de estudos quimico-farmacoldgicos
para a espécie D. quitarensis, sendo este trabalho o primeiro a reportar os constituintes

quimicos para esta espécie.

2.4 Género Guatteria: uso popular, constituintes quimicos e atividades biologicas

Guatteria Ruiz et Pav. € um dos géneros mais antigos da familia Annonaceae
aceitos no Novo Mundo, sendo distribuido do sudeste do México & Bolivia e sul do
Brasil, sendo a maioria encontrada na floresta amazdnica (LOBAO et al., 2012). No
Brasil, sdo registradas 88 espécies, das quais 47 sdo endémicas (LOBAO et al., 2012).

Guatteria € o maior género da familia Annonaceae com cerca de 300 espécies, e
é 0 Unico membro da tribo Guatterieae. E exclusivamente neotropical ERKENS et al.
(2007), e 88 espécies ocorrem no Brasil (MAAS; RAINER; LOBAO, 2013).
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Espécies do género Guatteria sdo utilizadas popularmente como antiparasitarias,
vermifugas, inseticidas e odoriferas (RABELO, et al., 2014). A Guatteria foliosa é
utilizada pelo povo indigena como repelente de insetos (PAREDES, 2001). Da
Guatteria modesta Diels a infusdo da casca durante a menstruagcdo Serve como
contraceptivo (RIOS e PASTORE, 2011).

Em relacdo a estudos fitoquimicos e de suas propriedades bioldgicas ha um
estudo desenvolvido para a Guatteria punctata (Figura 16) por ALMEIDA (2018), que
cita seu poder ansiolitico, apresentando um possivel efeito ansiolitico na dose 400mg.

Figura 16 - Guatteria punctata (Aubl.) R.A Howard

Fonte: Elaborada pela autora

No trabalho desenvolvido por COSTA et al. (2011), com o cerne da Guatteria
blepharophylla (Mart.), foram isolados dois alcaloides, sendo um deles 0 majoritario a
isocoreximina (51) (Figura 17), onde foi atribuido a atividade antitumoral observada,

uma vez que ja possui atividade antitumoral comprovada.

Figura 17 - Estrutura do alcaloide isocoreximina

HO
()
H,CO

(51)
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As espécies pertencentes ao género Guatteria, tém mostrado que suas

caracteristicas quimicas sdo semelhantes as demais dos géneros da familia Annonaceae,

sendo assim, caracterizadas, em geral, pela ocorréncia de alcaloides, embora outras

classes de substancias como os terpenos sejam de frequente relato no género (DOS
SANTOS et al., 2017).

Os principais metabolitos secundarios encontrados no género Guatteria sdo 0s

alcaloides, com destaque para a classe dos isoquinolinicos, como mostrados no
levantamento realizado por (SANTOS, 2015).

No Quadro 11 sdo apresentados alguns estudos com o género Guatteria.

Quadro 11 - Atividades bioldgicas para espécies do género Guatteria

Guatteria Partes Atividades Bioldgicas Referéncias
Estudadas
G. pogonopus Folhas Atividades citotoxicas e forte (SANTOS et al.,
Mart atividade contra leucemia 2018).
promielocitica humana
G. latifolia Galhos, Atividade leishmanicida (FERREIRA et al.,
R.E.Fr. folhas e 2017).
frutos
G. Casca Mostrou atividade significativa | (COSTA, et al,
blepharophylla contra linhagens celulares de 2011).
Mart mama
G. boliviana H. Caule Atividade in vitro (100 ug/mL) | (MAHIOU et al,
Winkl. contra Leishmania braziliensis | 2000).
Guatteria Cascas Atividade antimalérica in vitro | (MUNOZ et al.,
schomburgkiana (4pg/ml) 2000).
Mart .

No Quadro 12, estdo descritos alguns alcaloides isoquinolinicos isolados da

espécie Guatteria e suas respectivas atividades bioldgicas.

Quadro 12 - Atividades Bioldgicas de Alcaloides Isoquinolinicos da espécie Guatteria

Alcaloide Atividade Biologica Espécie Referéncias
- Atividade citotoxica e . (COSTA et
Aterospermidina (O) tripanocida G. friesiana al. 2013),
(-)-3- . . - (LUCIO et al,
Hidroxinornuciferina (A) Tripanocida G. latifolia 2015).

Isocoreximina (P) Atividade antifangica G.blepharophylla (Coggﬁ)et al,
. Reduc&o do indice mitético (RODRIGUEZ

oxostefanina (O) das células tumorais G.calva et al., 1999).
Liriodenina (O) Citotoxica G. friesiana (Coggg;t al,

Legenda: (O) oxoaporfinico, (A) aporfinico, (P) protoberberinico.
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No levantamento feito na base de dados Web of Science utilizando as palavras

Guatteria, alkaloid, dos resultados estdo apresentados, alguns exemplos de alcaloides

isoquinolinicos encontrados no género retirados de alguns artigos mais recentes

(Quadro 13).

Quadro 13 - Exemplos de alcaloides encontrados no género Guatteria

Alcaloide Tipo de esqueleto Espécie Referéncias
Guatteria friesiana (W. A.
Guadiscina oxoaporfinico Rodrigues) Erkens & (Z%SlS)TA et al,
Maas '
Guatteria friesiana (W. A.
guadiscidina aporfinoide Rodrigues) Erkens & g%g)lS)TA et al,
Maas '
. . (DE  SOUZA
Asimilobina aporfinico antterla olivacea R. E. ARAUJO et al.,
Fries 2020).
. . (DE  SOUZA
Puterina aporfinico antterla olivacea R. E. ARAUJO et al.,
Fries 2020)
i . - Guatteria pogonopus | (SANTOS et
(+)-roemerina Aporfinico Mart. al.2018).
r . - Guatteria pogonopus (SANTOS et al.
(+)-isocorydina aporfinico Mart. 2018)
3-hidroxi aorfinico Guatteria ferruginea | (DOS SANTOS
nornuciferina P A.St.-Hil et al, 2017).
isomoschatolina oxoaporfinico Guatteria ferruginea (DOS SANTOS
P A.St.-Hil et al, 2017).
Liriodenina oxoanorfinico Guatteria citriodora | (RABELO et
P Ducke al.2014).

3-metoxioxoputerina

aporfinico

Guatteria citriodora
Ducke

(RABELO et al.
2014).

O estudo da Guatteria citriodora RABELO et al. (2014) levou ao isolamento de

oito alcaloides pertencentes a quatro importantes tipos de derivados isoquinolinicos:

liriodenina (52), lisicamina (53), O-metilmoschatolina (54), oxoputerina (55), palmatina

(56), e guattescidina (57), evidenciando a diversidade estrutural caracteristica do género

Guatteria.

Para demonstrar a diversidade de alcaloides, na Figura 18 estdo dispostas

estruturas de alcaloides isolado do estudo feito com a Guatteria citriodora.
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Figura 18 - Alcaloides isolados da espécie Guatteria citriodora

(55) (56) (57)

Os sesquiterpenos oxigenados, contendo 53,9% de espatulenol (2) como
componente principal e também uma quantidade consideravel de dxido de cariofileno
(1) foram encontrados na Guatteria elliptica (RAJKA FERREIRA et al., 2018). Estes
dois sesquiterpenos oxigenados sdo comumente encontrados em OEs de Guatteria,
geralmente em grandes quantidades. O espatulenol (2), como principal constituinte, foi
identificado no 6leo de G. juruensis 77,1% (MAIA et al., 2005). O 6xido de cariofileno
(1) também foi encontrado em grandes quantidades nos OEs da espécie Guatteria spp.,
e também na espécie G. microcalyx onde foi responsavel por 44,2% da composicdo do
6leo (MAIA et al., 2005).

No estudo realizado por MEIRA et. al. (2017) com a espécie Guatteria friesiana
e Guatteria pogonopus os sesquiterpenos foram mais abundantes nos OEs investigados,
compreendendo 93,0% e 88,4%, respectivamente. Os principais compostos
identificados para o 6leo essencial de G. pogonopus foram: espatulenol (2), y-amorfeno
(10) e para a especie G. friesiana o s-eudesmol (11) e o y-eudesmol (12).

No estudo realizado por SANTOS et al. (2017) os constituintes presentes para as
espécies G. australis, G. latifolia, G. ferruginea e G. sellowiana, foram encontrados os
sesquiterpenos oxigenados em maior concentragdo seguidos pelos monoterpenos

oxigenados: O espatulenol (2) como constituinte majoritario de G. australis e 0 6xido
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de cariofileno (1) o constituinte majoritario nas espéecies G. latifolia (31,45%) e G.

ferruginea (40,13%) e encontrado como um dos constituintes majoritarios de G.
sellowiana (13,36%).

No Quadro 14 e Figura 19 sdo apresentados alguns constituintes quimicos

volateis e atividades farmacologicas encontrados para algumas especies do género

Guatteria.

Quadro 14 - Constituintes quimicos volateis e atividades bioldgicas de espécies do género Guatteria

Constituintes

Guatteria Partes principais dos OEs AF'V',d"?ldes Referéncias
estudadas . 1 bioldgicas
analisados
Espatulenol(2)
y-muuroleno(58) : .
G. Megglophylla Folhas biciclogermacreno(59) Potencial anti (COSTA et
Diels leucemia al.,2020).
[- elemeno ( 31)
o-elemeno(30)
(FERRAZ et
G Capacidade de al., 2014).
blepharophylla Folhas oxido de cariofileno (1) |_n|b|r§1
proliferacdo de
Mart. , -
celulas tumorais
G. hispida [S-pineno (45) Cap_ac.ld.ade de
. inibir a (FERRAZ et
(R.E.Fr.) Erkens Folhas a-pineno (44) roliferacio de al. 2014)
& Maas E-cariofileno (46) P ¢ao dg g :
celulas tumorais
Atividade
- antitumoral (RAJCA
G. e”::eﬂacsa RE Folhas 6xi dgsg):?a:fig?ill(ezrzo (1) contra células | FERREIRA,
de cancer de 2016).
mama e préstata
Demonstraram
G. pogonopus Folhas Espatulenol (2) potentes (MEIRA et.
Mart. y-amorfeno (60) tripanocidas e al., 2017).
antimaléricos
Demonstraram
G. friesiana (W. potentes
A. Rodrigues) Folhas p :gﬂgg:mg: ((gg atividades (Z/IIEIZ%'???L
Erkens & Maas Y tripanocidas e N '
antimal&ricos
Atividades
germacreno B (32) antiproliferativa,
G. australis Folhas germacreno D (33) antileishmanial, | (SIQUEIRA
A.St.-Hil. E-cariofileno (46) antibacteriana, | etal.,2015).

espatulenol(2)

antifangica e
antioxidante



https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/Guatteria%20friesiana
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Figura 19 - Estruturas dos constituintes volateis majoritarios de espécies do género Guatteria

H
Y
) —
OH
(58) (59) (60) (61)

Apds revisdo da literatura constatou-se que ha um maior nimero de estudos
fitoquimicos de algumas espécies do género Bocageopsis, Duguetia, Fusaea e
Guatteria, concentrados na identificagdo dos constituintes quimicos volateis e no

isolamento de alcaloides, metabolitos secundarios de grande importancia farmacoldgica.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Contribuir para ampliacdo do conhecimento quimico-farmacoldgico de espécies
da familia Annonaceae da regido através da obtencao do perfil quimico, bem como do

potencial de atividades bioldgicas.

3.2 Especificos

a) Proceder a coleta e ratificacdo taxonémica das espécies Bocageopsis
multiflora, Duguetia quitarensis, Fusaea longifolia e Guatteria punctata

b) Identificar e quantificar os constituintes quimicos volateis dos OEs das
folhas;

c) Avaliar a atividade, in vitro, dos OEs frente as formas amastigotas e
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi;

d) Avaliar a atividade antibacteriana, in vitro, dos OEs frente aos
microrganismos Gram-negativos: Escherichia coli enterohemorrégica,
Pseudomonas aeruginosa e Gram-positivos: Streptococcus mutans,
Streptococcus pyogenis e Staphylococcus resistente a meticilina;

e) Peparar os extratos brutos etandlicos (EBFE) e metandlicos (EBFM) das
folhas de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata e
caracterizar as suas principais classes de metabdlitos secundarios por meio
de andlises quimicas por via Umida (triagem fitoquimica);

f) Avaliar o potencial antioxidante e o teor de fendis totais dos EBFE e
EBFM,;

g) Avaliar a atividade antibacteriana, in vitro dos EBFE e EBFM contra a E.
coli, P. aeruginosa, S. mutans, S. pyogenis e Staphylococcus resistente a
meticilina.

h) Elucidar as substancias presentes no extrato metanolico das folhas de D.
quitarensis (EMDq) através de desreplicacdo utilizando técnicas
espectrométricas ESI-MS;

i) Elucidar as substancias presentes no extrato metanolico das folhas de G.
punctata (EMGp) por UHPLC-QTOF-MS.
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4 MATERIAS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Equipamentos

— Balanca analitica (Shimadzu);

— Balangas analiticas (Mettler, modelos H6 e AE-50) ;

— Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1800;

— Espectrometro de massas ESI-MS, triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum
Access (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA)

— Espectrometro de massas UFLC-DAD (Shimadzu) acoplado a um
espectrometro de massas ESI-gtof microtof-Q 111 (Bruker Daltonics).

— Estufa (Fanem de secagem, modelo 315 SE);

— Liquidificador JBM 58 - Profissional - Copo Inox - Motor: 800 w;

— Manta aquecedora (Fisatom, modelo 52);

— Pipeta automatica (P100, P1000, P5000);

— Rotaevaporador Fisatom 802 ;

4.1.2 Solventes, reagentes e material cromatografico

— Acido ascorbico (Sigma-Aldrich);

— Acido galico monohidratado (Fluka);

— Carbonato de s6dio a 7 % (Merck);

— Cloroférmio deuterado — Sigma Aldrich

— DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (Sigma-Aldrich);
— Etanol (Neon);

— Hexano (Neon);

— Metanol (Neon);

— Reagente de Folin-Ciocalteau (Merck);

— Silica coluna; silica CCD; sephadex? etc.

4.1.3 Material botanico
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As folhas de B. multiflora e F. longifolia foram coletadas em julho de 2018 na
Floresta Nacional do Bom Futuro na cidade de Porto Velho/RO ([lat: -8.393611 long: -
63.585833 WGS84] [lat: -9.454722long: -64.390111WGS84]) e uma amostra de cada
espécie foi depositada no RON (herbario)da UNIR e registrada sob os nimeros RON
11518 e RON 8392, respectivamente. As espécies foram identificadas pela botanica
Ingrid Mendes da Silva.

As folhas de D. quitarensis foram coletadas em junho de 2018 as margens do
Rio Jaci Parana na cidade de Porto Velho/RO ([lat: -9.357778 long: -64.4125 WGS84])
e uma amostra esta depositada no RON (herbario) da UNIR e registrada sob o nimero
RON 648, identificada por Eduarda A. Dias.

As folhas de G. punctata foram coletadas em setembro de 2018 em um
fragmento de mata as margens do campus da UNIR, BR 364 ([ lat -8,8355739 WG-
63,9376764]) e uma amostra foi depositada no Herbario da Universidade Federal do
Acre e registrada sob o nimero UFACPZ 20683. D. quitarensis e G. punctata foram
depositadas e catalogadas pelas botanicas Eduarda A. Dias e Adriana Q. Lobdo,
respectivamente.

O material fresco foi limpo de impurezas e depois seco em temperatura ambiente
durante trés semanas. Posteriormente, o material foi moido usando um moinho de facas,

tipo Croton.
4.1.4 Extracdo dos OEs

O material botanico (30 g) foi moido, pesado e submetido a hidrodestilacéo,
segundo a recomendacdo da Farmacopeia Brasileira (2010), utilizando extratores do
tipo Clevenger modificado até esgotamento total do 6leo essencial, sendo a extracdo
realizada em triplicata para cada espécie. O 6leo obtido foi seco com sulfato de sédio
anidro, unidos e estocado no congelador da geladeira até a analise. O calculo do

rendimento foi realizado pela formula abaixo:
(%) = 100 + (1)

Onde, n: é o volume do oleo essencial destilado em mL; P: massa, em gramas,

da planta.
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4.1.5 Andlise e determinacédo de OEs por CG-EM e CG-FID

As anélises das composi¢oes quimicas dos OEs foram realizadas no Laboratorio
de Cromatografia do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Foi empregado um cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de
massas Shimadzu GCMS-QP 2010 ULTRA, coluna capilar Rxi-1MS (apolar, 100%
dimetil polisiloxano 30m x 0.25mm x 0.25 um — Restek). Hélio foi utilizado como gés
de arraste com quociente de vazdo de 3 mL/min. A temperatura programada foi de 50°C
para 5 minutos aumentada em 3°C/min até 220°C. A temperatura do injetor foi de 220°C
split (1:50) e a temperatura do detector MS (impacto eletrénico a 70 eV) a 230°C. O
volume de injecdo foi de 1 pL.

Analises quantitativas dos constituintes quimicos foram realizadas por
cromatografia de alta resolucdo (CG) usando um cromatdgrafo a gas HP7820 (Agilent)
equipado com detector de ionizacdo de chama (CG-FID), coluna capilar Rxi-1MS
(apolar, 100% dimetil polisiloxano 30m x 0.25mm x 0.25um - Restek). Hidrogénio foi
utilizado como gés de arraste com quociente de vazdo de 4 mL/min. A temperatura
programada foi de 50°C para 5 minutos aumentada em 3°C/min até 220°C. A
temperatura do injetor foi de 220° C split (1:50) e a temperatura do detector foi de
230°C. O volume de injecdo foi de 1 L.

A quantificacdo de cada constituinte foi estimada por normalizacdo da area (%).
As concentracdes dos compostos foram calculadas a partir da area do pico e eles foram
organizados em ordem de eluicdo. Os componentes dos OEs foram identificados
comparando seus espectros de massa com 0s espectros disponiveis no banco de dados
do equipamento (NIST11). Além disso, a medida dos indices de retencdo foi comparada
aos da literatura (ADAMS, 2007).

Indices de retencio experimentais (R1) foram determinados usando a equac&o de
Van den Dool e Kratz e um padrdo da série homologa de n-alcanos (C10 — C18) foram

injetadas nas mesmas condic¢des cromatogréaficas descritas acima.

4.1.6 Preparo dos Extratos Brutos Etanélico (EBFE) e Metandlico (EBFM) das Folhas
de B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata
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Os EBFE e EBFM das folhas de B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G.
punctata foram obtidos a partir de folhas secas e moidas, através de extracdo por
maceracdo. O Esquema 6 mostra as etapas realizadas para a primeira etapa do trabalho.

Apos trituracdo de 200g do material vegetal, de cada espécie, este foi transferido
para um recipiente apropriado onde se acrescentou hexano (1000 mL) até a completa
submersdo do material. Apds trés dias a temperatura ambiente, o material foi filtrado e
evaporado em rotaevaporador até completa evaporagdo do solvente.

Ao residuo foi adicionado etanol 96% (500 mL) ou metanol (500 mL). A
extracdo em sete ciclos, onde a cada 24 hs a mistura foi filtrada, o solvente
rotaevaporado e reintroduzido no macerador. Desta forma, foram obtidos os EBFE e
EBFM das folhas de B multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata.

ApOs a obtencdo dos extratos e evaporacdo do solvente, 0s mesmos eram
deixados em capela para evaporacdo total dos solventes.

Esquema 7 — Resumo da metodologia utilizada desenvolvimento da primeira etapa do trabaho.

Material Vegetal Secagem, Trituragdo e Pesagem
Extraca Oleos Extratos
xtracio Essenciais Brutos
L - - -

Extracio do Extrato Bruto Etanolico (EBFE)
Metanolico (EBFM)

Y
Triagem Fitoquimica Atividade Fenois Totais

Analise Composigdo A
Quimica Antioxidante (DPPH)

-

ATIVIDADE BIOLOGICA

Fonte: Elaborada pela autora

Célculo rendimento dos extratos brutos obtidos

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a férmula:

Re = —=_ % 100 )

- Pfolhaz
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>
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Onde: Re = Rendimento total do extrato (%);
Pext = Peso do extrato seco (g);

Pfolhas = Peso das folhas frescas ou secas (Q).
4.1.7 Obtengdo dos EMDq e EMGp das folhas das espécies D. quitarensis e G. punctata

As folhas secas (200g) de D. quitarensis e G. punctata depois de trituradas
foram submetidas a extragdo exaustiva por maceracdes, em temperatura ambiente,
inicialmente com hexano (500 mL), seguido por etanol a 96% (500 mL) e finalmente
com metanol (500 mL). Apds filtracdo e remogdo do solvente extrator, por destilacdo a
pressdo reduzida, e secagem em capela para para a remocdo do solvente residual,
obtiveram-se os EMDq e EMGp.

Um esquema do trabalho desenvolvido para obtencdo dos extratos pode ser

observado no Esquema 8.
Esquema 8 - Preparo dos Extratos Brutos: EMDq e EMGp

Folhas trituradas do material
vegetal I

Maceragdo com hexano (2x500 mL).
Concentragdo do extrato bruto em rota-

evaporador.
1
Torta
Extrato Hexanico
» Maceracao com etanol 4x500 mL.
» Concentragdao do extrato em
rotaevaporador .
Extrato Etanolico
T Torta
»  Maceragdo com metanol 4x500
mL.
»  Concentragdo em rotaevaporador.
Residuo (solvente destilado e reutilizado).

Torta desprezada. |

Extrato metanolico

4.1.8 Triagem fitoquimica
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Os testes fitoquimicos foram realizados segundo metodologia proposta por
BARBOSA et al. (2004). Os extratos obtidos foram submetidos aos testes de: fendis,
taninos, flavonoides e esteroides/triterpenoides. Todos os testes acima citados foram
realizados em todos os extratos etandlicos (EBFE) e metandlicos (EBFM).

4.1.9 Determinacdo dos fendlicos totais

A determinacdo do teor de fenois totais presentes nas amostras dos extratos
etandlicos (EBFE) e metandlicos (EBFM) das espécies estudadas foi realizada por
espectroscopia na regido visivel através do método de Folin-Ciocalteau conforme
descrito por SANTI et al. (2014). Os extratos brutos foram diluidos em etanol para obter
solugBes com concentragdes de 10 pg.mL™. A uma aliquota de 0,1 mL de cada solugdo
foram adicionados 7,0 mL de agua, 0,8 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:3 de
agua) e 1,2 mL de solugdo aquosa de Na,COz a 20%. Apds 2 horas, as absorbancias das
amostras foram medidas a 760 nm.

Para tanto, é necessario realizar uma curva de calibracdo com o padrdo &cido
galico a fim de interpolar os valores de absorbancia das amostras a partir da equacao de
regressdo linear gerada pela curva de calibracdo, possibilitando calcular o teor de fendis
totais em mg equivalente de &cido galico (EAG)/g de amostra. Para gerar a curva
utilizaram-se as concentracdes de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg.mL™* Os valores dos teores
de fendis totais foram expressos em termos de equivalente de acido galico (mg EAG/g
de extrato bruto).

A equacio obtida foi y = 0,004057 — 0,01924; R? = 0,9975) e o contetido total de
constituintes fendlicos dos extratos alcoolicos usando o reagente de Folin-Ciocalteau foi

expresso em termos de equivalente de acido galico /g de extrato vegetal (Figura 20).

Figura 20 - Grafico da Curva de calibragio do Acido Galico

Y =0.004057*X - 0.01924
0.30- R%=10,9975

0.254
0.20

0.154

Absorbancia

0.10

0.05

0.00 I I I I I I I 1
0 10 20 30 40 5 60 70 8

Concentragdo 70 mL™
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4.1.10 Analises por Espectrometria de massa (infuséo direta) do EMDq

As analises exploratorias foram utilizando a espectrometria de massas com a
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) para inferir sobre a composicdo quimica dessas
espécies. As analises foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia e
Espectrometria de Massas (LABCEM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM)
pelo Dr. Felipe Moura Araujo da Silva.

O EMDq foi ressuspenso em metanol (grau HPLC), criando solug6es estoque (1
mg.mL?1). As solugbes estoque foram posteriormente diluidas para 5 pg.mL? e
analisadas por infusdo direta no espectrometro de massa. Um espectrometro de massa
triplo quadrupolo, modelo TSQ Quantum Access (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA) com interface de ionizacdo por electronspray (ESI) e funcionando no modo
positivo e negativo foi usado para realizar analises ESI-MS e ESI-MS / MS. Condicdes
analiticas MS: voltagem de pulverizacdo, 5 kV; gas de bainha, 10 unidades arbitrarias
(arb); gas auxiliar, 5 arb; gas de varredura, 0 arb; temperatura capilar 200° C; tensao
capilar, 40 V; lente tubular, 115 V; faixa de massa, m / z 100 a 1000. Sendo o argonio
usado como gés de colisédo, e os espectros ESI-MS / MS foram obtidos usando energias

de colisdo variando de 25 a 30 eV.

4.1.11 Anélises do EMGp por UHPLC-qTOF-MS/MS

O perfil gquimico do extrato foi analisado utilizando o cromatografo a liquido do
modelo Nexera 2 da Shimadzu e o espectrdmetro de massa com analisador de massa
hibrido: quadrupolo e tempo de voo da Bruker Daltonics, modelo Impact 1, equipado
com fonte de ionizacdo: ESI (lonizagdo por eletrospray), disponivel no Laboratdrio de
Técnicas Cromatogréaficas acopladas a espectrometria de massa do 1Q — UFRGS. A
separacdo dos compostos foi feita em uma coluna cromatografica Kinetex C-18. A fase
movel utilizada foi agua ultrapura (A) e acetonitrila (JTBaker®) acidificada [0.1% acido
férmico (v/v)] (B). O gradiente de eluicdo sera de 0-27 min de 5-95% (B); 27-28min
95-5% (B); 28-30 min 5% (B). O fluxo foi de 0.3 mL.min™!, a temperatura do forno em
40 °C e o volume de injecdo da amostra de 1 pl, com o espectrometro de massas
operando no modo positivo e negativo (m/z 120-1200). Os solventes utilizados foram

todos, grau HPLC com pureza (99,9%) e agua ultrapura.
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4.2 Ensaios Bioldgicos
4.2.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-pricrilhidrazil
(DPPH)

Os ensaios de atividade antioxidante dos extratos brutos etandlico (EBFE) e
metandlico (EBFM) das espécies vegetais B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e
G. punctata foram avaliados através do método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) conforme descrito por TORRES et al. (2018).

As solucdes estoques foram preparadas dos extratos e do padrdo &cido ascorbico
na concentracdo de 1 mg.mL™. A partir dessas solucdes foram realizadas dilui¢des nas
concentragdes finais de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 pg.mL™ em etanol absoluto. Uma solugdo
do radical DPPH foi preparada em etanol, na concentracéo de 50 pg.mL™. Em seguida,
foi adicionado 1 mL desta solucdo a 2,5 mL de cada uma das diluicdes dos extratos. A
mistura reacional foi mantida em repouso a temperatura ambiente e ao abrigo de luz
durante 30 minutos e, posteriormente, foram realizadas as leituras das absorbancias em
espectrofotobmetro em 518 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em

percentual de atividade antioxidante através da equacéo 3:

ﬁl}l[[}{}] — 1ﬂﬂI:ﬂAbsx1DD:l (2)

Abscontrole

Onde:

AAbs ¢ a diferenca entre as absorbancias da amostra ¢ do branco e AbScontrole
representa a absorbancia do controle negativo (1 mL da solucdo de DPPH + 2,5 mL de
etanol absoluto).

Como branco foram utilizadas solucdes de etanol (1 mL) com as amostras (2,5

mL). As medidas foram realizadas em triplicatas.

4.2.2 Avaliacéo da atividade anti-Trypanosoma cruzi in vitro dos OEs contra formas

Amastigotas e Tripomastigotas.

Os experimentos in vitro foram realizados no Centro de Pesquisas René Rachou,
Fundacéo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular de
Belo Horizonte-MG, sob supervisdo do pesquisador Dr. Policarpo Ademar Sales Janior

e pela pesquisadora Profa. Dra. Silvane Maria Fonseca Murta.



52

A atividade in vitro, anti-T. cruzi foi realizada utilizando-se o ensaio da beta-
galactosidase desenvolvido por BUCKNER et al. (1996), com modificacdes
ROMANHA et al. (2010) como mostrado no Esquema 8.

Esquema 9 - Para avaliacdo da atividade anti T. cruzi

Ensaio da B-Galactosidase

4.000 L929/ 40.000 tripomastigotas Tul--Gal
pogo
“Overnight”
37°C, 5% CO,
Absorbance a 570nm 2h
- ﬂ 37°C, 5% CO,

SUBSTITUICAO DO MEIO DE
CULTURA

16a20h
37°C 48h
ﬂ 37°C, 5% CO,
)
37°C, 5% CO,
96 h
CPRG Compostos

Este ensaio utilizou a cepa Tulahuen de T. cruzi que expressa 0 gene da beta-
galactosidase de E. coli. Resumidamente, para a realizacdo dos ensaios, fibroblastos de
camundongos da linhagem L929, célula hospedeira; foram semeados em placas de 96
pocos e incubados por 24 horas a 37°C para a adesdo e, infeccdo com 10
parasitas/célula. Apds 2 horas, o meio contendo os parasitas extracelulares foi
substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37°C por 48 horas. ApGs esse
periodo 0 meio de cultura foi substituido por meio novo, além dos OEs em
concentracgdes decrescentes, (5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,15; 0,078 pg.mL™). Apds 96
horas de incubagdo, foi adicionado o composto galactopiranosideo vermelho - D -
clorofenol (CPRG) substrato da beta -galactosidase, a placa incubada a 37°C, e a leitura
realizada ap0s 16-20 h em espectrofotdometro utilizando um filtro de 570 nm. O
benzonidazol foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como

a porcentagem de inibicdo do crescimento parasitario.



53

4.2.3 Ensaio de Citotoxicidade sobre células L929 de vertebrado com os OEs

Os OEs ativos contra o T. cruzi foram testados sobre as células L929 para
determinacdo da citotoxicidade (ROMANHA et al., 2010). A viabilidade das células
submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando-se o indicador de viabilidade
celular alamar Blue TM. As amostras foram testadas em concentragdes crescentes a
partir da Clso encontrada sobre o parasita; as seguintes condi¢fes foram idénticas as
utilizadas no ensaio da beta-galactosidase: numero de células, tempo de
desenvolvimento celular e tempo de exposicdo aos OEs. Apos a adic¢do do alamar Blue
TM, a placa foi incubada em um intervalo de 4 a 6 horas e a leitura foi realizada a 570 e
600 nm. Os resultados foram expressos como a diferenca na porcentagem de reducéo

entre células tratadas (CT) e células ndo tratadas (CNT), através da seguinte equacao 4:

(117.216)(Abss7,CT) — (80.586)(Absg,CT) X 100

(117.216) (Abss;,CNT) — (80.586)(Absgy, CNT) ®)

Onde:
células tratadas (CT);

células ndo tratadas (CNT).

4.2.4 indice de Seletividade

A partir da anélise da citotoxicidade dos diferentes OEs sobre as células L929
foi determinado o indice de seletividade (IS), o qual indica o quanto cada 6leo é téxico
para estas formas em relacdo as células de mamiferos. O IS foi calculado dividindo o

Clso do OE sobre as células L929 pelo Clso encontrado sobre T. Cruzi.

4.2.5 Ensaio da Atividade antibacteriana dos OEs através da Concentracdo Inibitoria
Minima pelo Método de Microdiluicdo em caldo contra microrganismos

Os OEs foram avaliados frente as linhagens bacterianas pertencentes a
bacterioteca da Plataforma de Bioensaios Biotecnoldgicos (RPT11H), do Instituto
Lednidas e Maria Deane (ILMD) — Fiocruz, Manaus/AM, Brasil. Para 0s ensaios foram
utilizados cepas Gram-negativas: E. coli enterohemorragica (EHEC — CDC-EDL933-
171-0157:H3) e P. aeruginosa (ATCC 29336) e Gram-positivas: S. mutans (ATCC
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25175), S. pyogenis (ATCC 19615) e S. resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 33591).
Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos OEs foram preparadas soluc6es estoque
onde 150 pL da amostra a ser analisada foram solubilizadas em 50 pL de
dimetilsulféxido 100%. Ao orificio foi adicionado 40 pL desta solugdo estoque.

A determinacdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difuséo,
pela técnica do poc¢o, segundo GROVE e RANDALL (1955), com modificacGes.
Utilizou-se o meio de cultura Agar Mueller Hinton (AMH) (Himedia, Mumbai, india)
para a realizagdo dos testes. Como controle positivo foram utilizadas as drogas
TIENAM (imipenem + cilastatina sédica) na concentracdo de 500 pg/mL devido a
excelente atividade apresentada contra as cepas de MRSA (SA et al., 2014).

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e entdo foi adicionada, as
placas, 10 mL de uma solucdo corante de cloreto de trifenil tetrazolio (CTT) a 0,01%
acrescido de 0,1% de &gar bacterioldgico, ocorrendo uma reincubacdo por 30 minutos.
Apbs a conversdo de coloracdo na sobrecamada foi feita a medicdo dos halos de
inibicdo. A atividade antibacteriana foi avaliada medindo o didmetro da zona de

inibicdo em milimetros.

4.2.6 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em Agar — técnica do

Poco

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de difusdo em &gar foram
realizados frente as bactérias Gram-negativas: E. coli enterohemorragica — EHEC
(CDC-EDL 933-171-0157:H3), P. aeruginosa (ATCC CDC-EDL 1284), S. entérica
subsp. Typhimurium (ATCC 13311-084) e Gram-positivas: S. aureus (ATCC 80958) e
S. sumulans (ATCC 27851).

As linhagens bacterianas utilizadas foram da bacterioteca da Plataforma de
Bioensaios Biotecnologicos (RPT11H), do Instituto Lednidas Marques e Maria Deana
(ILMD) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Manaus, AM, Brasil. Os EBEBM,
EBMBM, EBEDQ, EBMDQ, EBEFL, EBMFL, EBEGP e EBMGP foram
solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) 10% e a concentracdo inicial da amostra foi
de 5 mg/mL no poco. As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (HIMEDIA). As culturas microbianas foram, entdo, diluidas em meio de
cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A determinacdo da atividade
antibacteriana pelo método de difusdo em &gar, pela técnica do poco, foi realizada
conforme descrito por GROVE e RANDALL (1955), com modificagdes. Foi utilizado o
meio de cultura Agar Mieller Hinton (AMH)(HIMEDIA) para a realizagdo dos testes.
Como controles positivos foram utilizadas as drogas TIENAM (imipenem + cilastatina
sodica) na concentracao de 500 pg/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas,
e entdo foi adicionado as placas uma solugdo corante de cloreto de trifenil tetrazélio
(CTT)a 0,01% acrescido de 0,1% de agar bacteriolégico, ocorrendo uma reincubagéo
por 30 minutos. Apds a conversdo de colaracdo na sobrecamada foi feita a medicdo dos

halos de inibicéo.

4.2.7 Ensaio da atividade antibacteriana pelo método de Concentracéo Inibitoria
Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antibacteriana pelo método de Concentracdo Inibitora
Minima (CIM) foram realizados para as mesmas amostras e linhagens microbianas
testadas no método de difusdo em agar. As amostras foram inicialmente solubilizadas
em dimetilsulfoxido (DMSO) em solucdo aquosa a 10%, sendo que a concentracgdo final
nos pocos foi de 2,5%. Oito concentragdes foram avaliadas que variaram de 5 pg/mL a
0,039 pg/mL no pogo.

As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion
(BHD(HIMEDIA). As culturas microbianas foram diluidas em meio de cultura
conforme a escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os valores de CMI foram
determinados utilizando o método de microdilucdo em placa de 96 pogos, de acordo
com CLSI - Manual (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2012), com modificagdes. Cada orificio recebeu o inoculo bacteriano padronizado, as
quais foram avaliadas em concentragdes que variaram de 5 pg/mL a 0,039 pg/mL. Em
seguida foram acrescidos 50 puL de Mueller Hinton Brother (MH)(HIMEDIA) em todos
0s 96 orificios, sendo que nos primeiros orificios, foram adicionados mais 50 pL do
extrato, completando um volume de 100 pL, em seguida foi feita uma diluicdo 1:2, apds
foi retirado e descartado 50 pL.

Para completar um volume final de 100 pl/poco foi adicionado 20 pL de inoculo

bacteriano, 30 uL de MH e, em seguida, as placas foram incubadas a 37° C por 24
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horas, apos foi adicionado 10 puL de resazurina a 0,01% e reincubada por 2 horas. Como
controle negativo foi utilizado como solugédo aquosa 0 DMSO a 2,5% e o inoculo
bacteriano foi utilizado como controle positivo. A droga controle TIENAM (imipenem
+ cilastatina sodica) foi testada nas mesmas concentragdes das amostras teste. Em
seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A CIM foi definida como a
menor concentracdo das amostras capaz de inibir o crescimento bacteriano indicado

pela permanéncia da coloragéo azul da resazurina.

4.3 Andlises Estatisticas

Através do teste t de Student para as atividades antioxidantes foi verificado que
0s experimentos realizados com cada extrato sdo, estatisticamente, equivalentes. A
eficiéncia antiradicalar foi estabelecida utilizando a anélise de regressdo nao linear no
intervalo de confianca de 95% (p < 0,05) e os resultados foram expressos através do
valor de CEsg, que representa a concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50%
dos radicais de DPPH. Para o teor de fendlicos totais foi utilizado ANOVA e as
comparagfes multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Todas as anélises
estatisticas e a determinacdo dos valores de CEso foram realizadas no software
GraphPad Prism versio 8® Enquanto que no ensaio da atividade anti-
Trypanosomacruzi in vitro foi usado oteste ANOVA Tukey- sendo utilizado o teste de

comparag6es multiplas de Kramer para comparar o CI50 de OEs sobre 0 parasita.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo quimico das folhas de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G.

puncata

5.1.1. Constituintes volateis

Os OEs de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G. puncata foram
extraidos por hidrodestilacdo, tendo apresentado, respectivamente, 0s seguintes
rendimentos: 0.12; 0,11; 0,18; 0,39%.

Ha dificuldade em relatar o que ocorre no metabolismo vegetal em condicdes de
campo, visto que ndo podemos controlar as inUmeras interacdes entre um organismo e
seu ambiente. Segundo SCHINDLER et al. (2018), muitos fatores exercem influéncia
tanto no rendimento, quanto na variabilidade da composi¢do quimica dos OEs, como
fatores ambientais, edaficos e climaticos, poluicdo atmosférica, bem como aqueles
inerentes a propria planta, como ciclo vegetativo, idade e 6rgao vegetal.

Os OEs apresentaram coloracdo amarelada e odor caracteristico e, apos analise
por CG-EM, levaram a identificacdo de 87 terpenoides, conforme a Tabela 1. Neste
estudo foram identificados 23 constituintes para a espécie B. multiflora, 20 constituintes
para a espécie D. quitarensis, 21 constituintes para a espécie F. longifolia e 23
constituintes para a espécie G. punctata, correspondendo a 79,3 — 97,3% da composicao
quimica dos OEs.

Embora haja diferencas qualitativas e quantitativas, os OEs das quatro espécies
apresentaram em suas composi¢Ges 0s compostos 4-heptanol (0,1 — 33,8%), pentanoato
de etila (0,4 — 3,9%), a-copaeno (0,9 -5,3%), p-elemeno (1,0 — 2,2%), (E)-cariofileno
(0,4 -14,4%), p-selineno (0,4 — 19,3%), a-selineno (1,3 -2,5%), o~cadineno (1,0 — 4,8%)
e germacreno B (0.9 — 4,5%).
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Tabela 1 - Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de B. multiflora, D. quitarensis, F.

longifolia e G. punctata por CG-EM.

Constituintes RI2  RIP B. D. F. G. punctata
multiflora quitarensis longifolia [%0]
[%0] [%0] [%0]
4-Heptanol 888 889 0.2 33.8 0.1 11
Etil-pentanoato 900 901 3.9 0.6 0.7 0.4
a-Thujeno 928 930 - 18.4 0.1 -
a-Pineno 929 939 - - - 0.6
a-Fencheno 947 952 - 0.8 - -
Canfeno 949 954 - 0.7 - -
S-Pineno 985 979 - 1.3 - -
6-Metil-5-hepten- 987 985 0.4 - - 1.3
2-ano
trans- 989 993 - 2.5 - -
Oxidodihidroxi
Linalool
cis-Oxido linalool 1074 1072 331 - - -
(furanoide)
a-6xido pineno 1098 1099 2.8 - - -
o-Elemeno 1339 1338 0.4 - - 0.5
a-Cubebeno 1352 1348 - 0.6 1.0 0.7
dihidro-Eugenol 1368 1369 0.6 - - -
a-Copaeno 1373 1376 0.9 5.3 1.1 2.6
S-Patchouleno 1377 1381 1.9 - - -
S-Bourboneno 1383 1388 - - - 0.7
S-Elemeno 1392 1390 1.2 1.7 2.2 1.0
a-Gurjuneno 1410 1409 - - - 1.2
(E)-Cariofileno 1416 1419 0.6 14.4 7.1 8.4
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Continuacdo da Tabela 1-Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de B. multiflora, D.

a-Humuleno
E-f-Farneseno

allo-
Aromadendreno

D - Germacreno

cis-Eudesma-6,11-
dieno

S-Selineno
a-Vetispireno
o-Selineno
cis-p-Guaieno
Valenceno
a-Selineno
S-Bisaboleno
(2)-ao-Bisaboleno
o-Cadinene
(2)-Nerolidol
10-epi-Cubebol
Hedycaryol

B- Germacreno
(E)-Nerolidol
Spathulenol
Oxido Cariofileno
1-epi-Cubenol

Caryophylla-4(12),
8(13)-dien-54-ol

a-Cadinol

quitarensis, F. longifolia e G. punctata por CG-EM.

1448

1454

1460

1474

1475

1478

1482

1488

1489

1494

1495

1506

1509

1516

1526

1528

1543

1559

1569

1576

1587

1632
1640

1653

1454

1456

1460

1485

1489

1490

1490

1492

1493

1496

1498

1505

1507

1523

1532

1535

1548

1561

1563

1578

1583

1628
1640

1654

0.8

1.3

2.5

2.2

4.5

1.5
0.8

2.1

16.6
3.9

1.1

1.7

6.3

0.4

0.3

3.9

1.3

0.9

1.4

3.1

1.8

11

1.4

3.0

19.3

3.9

18.3
1.8

2.3

12.0

34

2.8

2.0

1.7

1.6

19.8

1.8

5.5

2.0

1.8
4.5
9.9
4.7

2.7
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Continuacdo da Tabela 1-Composicao quimica dos 6leos essenciais das folhas de B. multiflora, D.

quitarensis, F. longifolia e G. punctata por CG-EM.

Hidrocarbonetos 4.5 344 0.8 2.8
oxigenados

Monoterpenos - 21.2 0.1 0.6
Monoterpenos 36.5 2.5 - -
Oxigenados

Sesquiterpenos 22.7 37.8 85.6 56.8
Sesquiterpenos 23.9 1.4 2.0 19.1
Oxigenados

Total 87.6 97.3 88.5 79.3

identificados

2 Indice de Retengéo na Coluna Rxi-1MS;? Indice de Retengéo na Coluna de acordo com Adams (2007)

5.1.1.1 Bocageopsis multiflora

Para a B. multiflora verificaram-se 23 constituintes, sendo 0s monoterpenos
oxigenados a classe majoritaria presente na espécie, dentre os quais destacam-se o0 6xido
cis-linalool (furanoide) (33,1%) (62), o 1-epi-cubenol (16,6%) (63) e o o&-cadineno
(4,5%) (20) (Figura 21). De acordo com o estudo realizado por OLIVEIRA et al.
(2014) o p-bisaboleno (13,2%) (16) foi encontrado como constituinte majoritario
quando a planta foi coletada na estacdo chuvosa, enquanto o espatulenol (16,2%) (2) foi
0 majoritario quando coletada na estacdo seca.

Estes mesmos constituintes foram identificados como constituintes majoritarios
no estudo de B. multiflora descrito por (ALCANTARA et al., 2017). No presente
estudo, a presenca de p-bisaboleno (2,2%) e a auséncia de espatulenol foram
observadas, e essas diferencas podem estar relacionadas a fatores abidticos como
temperatura, luminosidade, sazonalidade, estagio de desenvolvimento da planta, estacéo

de coleta, hidratacdo e nutri¢cdo dentre outros fatores.
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Figura 21 - Constituintes volateis majoritarios do OE de B. multiflora

o A [ = / PN
iy Qﬂ .

1-epi-cubenol (16,6%) delta-cadineno (4,5%)
(62) (63) (24)

cis-6xido de linalool (furandide) (33,1%)

5.1.1.2 Duguetia quitarensis

Para o0 OE D. quitarensis foram identificados 20 constituintes, sendo a
predominancia dos sesquiterpenos. Para essa espécie ndo foram encontrados na
literatura, até 0 momento, estudos relacionados a composicdo quimica de constituintes
volateis e fixos, sendo reportado neste trabalho pela primeira vez.

Os constituintes majoritarios encontrados nesse trabalho foram o 4-heptanol (64)
(33.8%), a-tujeno (18,4%) (65) e (E)-cariofileno (14,4%) (46) (Figura 22).

Figura 22 - Constituintes volateis majoritarios do OE de D. quitarensis

H
W \
OH W
4-heptanol (33,8%) alfa-thujeno (18,4%) (E)-cariofileno (14,4%)
(64) (65) (46)

5.1.1.3 Fusaea longifolia

O OE de F. longifolia, apresentou 21 compostos, com a predominancia dos
sesquiterpenos, onde os principais constituintes foram f-selineno (19,3%) (25), cis-g-
guaieno (18,3%) (66)e (Z)-a-bisaboleno (12,0%) (67) (Figura 22).

Um estudo prévio realizado por TAVARES et al. (2005) em que foram
investigados os constituintes volateis isolados do caule de F. longifolia relata que os
principais constituintes desta espécie foram o a-cadinol (12,5%) (29) e o espatulenol
(12,0%) (2), no entanto, somente o espatulenol foi identificado no nosso estudo. A
diferenca nos constituintes encontrados pode ser pelo fato que para o estudo de Tavares

foi com caules finos, enquanto nesse estudo foi obtido das folhas da F. longifolia.
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Figura 22-Constituintes volateis majoritarios do OE de F. longifolia

H
ﬁQ ESW
beta-selineno (19,3%) cis-beta-guaieno (18,3%)

25 (66) (2)-alfa-bisaboleno (12,0%)
(25) o)

5.1.1.4 Guatteria punctata

Os sesquiterpenos constituem o grupo predominante em G. punctata. Para a
espécie ndo foi encontrado na literatura, até o momento, estudo relacionado a
composicdo quimica de constituintes volateis e fixos, sendo reportado neste trabalho
pela primeira vez. Os constituintes majoritarios para G. punctata foram germacreno D
(19,8%) (33), (E)-nerolidol (9,9%) (68) e (E)-cariofileno (8.4%) (46) (Figura 23).

Figura 23 - Constituintes volateis majoritarios do OE de G. punctata

H
_ HO N\
= x x = |
£
Germacreno D (19,8%) (E)-Nerolidol (9,9%) (E)-cariofileno (8,4%)
(33) (68) (46)

A presenca do sesquiterpeno (E)-cariofileno p6de ser observada no estudo
prévio de B. multiflora, assim como nas folhas de Duguetia furfuraceae, Duguetia
gardneriana e Duguetia moricandiana e nas folhas de G. ferruginea e Guatteria
pogonopus DA SILVA ALMEIDA et al. (2010); FONTES et al. (2013); OLIVEIRA et
al. (2014); SANTOS, 2014; VALTER et al. (2008), assim como em outros géneros da
familia Annonaceae, por exemplo, nas folhas, galhos e caules de Onychopetalum
amazonicum, Annona squamosa e nas folhas de Xylopia frutescens (FERRAZ et al.,
2013, DA SILVA et al., 2013, VERMA RS et al., 2016). A presenca do composto (E)-
cariofileno nas quatro espécies estudadas e, em outros géneros desta familia, sugere que
este composto poderia ser considerado um marcador quimiotaxondmico da familia

Annonaceae.
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5.1.2 Constituintes fixos

Os extratos brutos etanolico e metandlico das folhas de B. multiflora, D.
quitarensis, F. longifolia e G. punctata foram preparados por processo de maceracao a
t.a.,, obtendo-se, respectivamente, o0s seguintes rendimentos: EBFEBM (12,5%);
EBFMBM (11,5%); EBFEDQ (12%); EBFMDQ (14%); EBFEFL (11%); EBFMFL
(14%); EBFEGP (13%) e EBFMGP (15%).

5.1.3 Triagem Fitoquimica

A andlise quimica por via Umida dos extratos obtidos mostrou a presenca de
fenois e taninos, alcaloides, esteroides e triterpenos. Os resultados estdo mostrados na
Tabela 2.

As analises realizadas nos extratos brutos etanélico e metandélico de B. multiflora
(EBFEBM e EBFMBM) evidenciaram a presenca de fendis e taninos, enquanto o
extrato EBFEBM mostrou resultado positivo para esteroides e triterpenos. EBFEDQ e
EBFMDQ mostraram a presenca de flavonoides e alcaloides que sdo metabdlitos
secundarios caracteristicos de espécies pertencentes a este género (CAROLLO et al.,
2006).

Os ensaios para 0s EBFEFL e EBFMFL mostraram a presenca de fendis,
taninos, esteroides e triterpenos. A presenca de alcal6ides, muito comuns em espécies
da familia Annonaceae, ndo foi verificada nos extratos desta espécie e essa auséncia foi
corroborada através de andlise dos extratos brutos por cromatografia em camada
delgada analitica utilizando o reagente de Dragendorff como revelador. Os extratos
alcoolicos da espécie G. punctata foram os que apresentaram maior diversidade de

metabolitos secundarios.
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Tabela 2 - Constituientes fitoquimicos dos extratos vegetais das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F.

longifolia e G. punctata

Teste Fendis e Flavonoides Alcaloides Esteroides e

Taninos triterpenos
EBEBM + - - +
EBMBM + - - -
EBEDQ - + + -
EBMDQ - + + -
EBEFL + - - +
EBMFL + - ] +
EBEGP + - + +
EBMGP + - + +

5.1.4 Determinacdo de fenois totais (FT)

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo um grupo de compostos naturais
com caracteristicas estruturais fendlicas. Trata-se de um termo coletivo para varios
subgrupos de compostos fenolicos, levando a existéncia de uma nomenclatura variada,
pois estes apresentam significativas diferencas estruturais (SILVEIRA,2013).

Este grande grupo é dividido em classes de acordo com o numero de anéis
fenolicos que possuem e das estruturas que ligam estes anéis entre si. Deste modo,
distinguem-se cinco classes de fendis: os acidos fenolicos, flavonoides, lignanas,
estilbenos e outros compostos fendlicos (NEVEU et al., 2010).

O ensaio Folin-Ciocalteu SINGLETON et al. (1999) é um dos mais antigos
métodos de quantificacdo de fendis em uma amostra, portanto também conhecido como
ensaio de fendis totais. No que concerne a determinacdo dos fendis totais, de uma forma
geral, a mesma pode ser realizada pelos métodos espectrofotométricos de Folin-
Ciocalteau ou do azul da Pruassia modificado, que se baseiam em reacGes de oxidacéo-
reducdo entre os compostos fenolicos e ions metalicos (SILVA et al., 2010).

O método colorimétrico segundo Folin-Ciocalteau é o mais utilizado neste tipo
de determinacdo, sendo o ensaio de fenois totais por esse método, conveniente, simples
e reprodutivel.

Na Tabela 3 sdo apresentados os teores de fendis totais para os extratos brutos

alcoolicos das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata.
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Tabela 3 - Teor de fendlicos totais (mg de AG/g de extrato) dos extratos brutos etanodlico e metandlico

das folhas das espécies B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata

Extratos Fendis Totais (mg EAG/g Extrato)
EBEBM 9,77+0,112

EBMBM 31,89+1,04%

EBEDQ 28,45+0,07°

EBMDQ 15,16+0,10°

EBEFL 13,04+0,02°

EBMFL 26,15+0,54°

EBEGP 16,02+0,31¢

EBMGP 28,50+1,77¢4

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3); médias seguidas de letras diferentes
na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p< 0,05)

Todos os extratos avaliados apresentaram algum teor de compostos fendlicos
(FT), que poderia estar relacionado com a atividade antioxidante (AA) que é
apresentada no item 5.2.1. Entretanto, a analise dos dados ndo mostrou correlacdo direta
entre AA e FT, o que pode ser explicado por duas razdes:

1. Considerando a complexidade dos extratos, é possivel que contenham
substancias que atuam sinérgica ou antagonicamente aos fendis quando a AA é medida
pelo método empregado;

2. Como sugerem os resultados para os EBMBM e EBEBM - enquanto o
primeiro apresentou o maior teor de FT (31,89 + 1,04 mgAG/g) e a maior AA (CEsp =
4,2+0,75 mg/mL) de toda a série, o EBEBM apresentou o menor teor de FT
(9,77+0,75 mgAG/g) e, no entanto, a segunda maior AA (11,+0,24 mg/mL). De toda a
maneira a atividade antioxidante de um extrato ndo pode ser explicada apenas com base
em seu teor de fendlicos totais, sendo necessaria também, a caracterizacdo da estrutura
do composto ativo, em virtude de o grupo hidroxila presentes em outras classes de

compostos favorecerem um resultado falso-positivo.
5.1.5.Alcal6ides de D. quitarensis e G. puncata
Em razdo das espécies vegetais D. quitarensis e G. punctata terem apresentado

resultados promissores nos ensaios bioldgicos preliminares com os OEs e pelo fato dos

testes qualitativos apresentarem positividade para alcal6ides, decidiu-se aprofundar os
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estudos nessas especies, por meio de andlises por espectrometria de massas com a ESI-
MS e LC/MS, com posterior interpretacdo manual dos espectros de MS/MS e LC/MS
em comparacdo com a literatura de artigos consultados manualmente disponiveis no
portal de periddicos da Capes, na qual a busca usada foi a fragmentacdo de alcaloides e
dos ions moleculares encontrados nos espectros.

Para os experimentos de desreplicacdo que serdo descritos abaixo, as folhas de
D. quitarenses e G. puncata, previamente secas e trituradas, foram desengorduradas
com hexano, seguido de extragdo com etanol e finalmente com metanol, produzindo
desta forma os extratos metandlicos de D. quitarenses (EMDq) e de G. puncata
(EMGp).

Sabe-se que os alcaloides possuem estrutura quimica diversa, porém devido a
presenca de nitrogénio, se ionizam melhor no modo positivo, onde se exploram
propriedades como densidade de carga, potencial eletrostético entre outras, que auxiliam
no melhor entendimento da ionizagdo desta classe de metabdlitos (STEVIGNY, 2004).
Assim, para as analises efetuadas nos EMDq e EMGp foram selecionados os espectros
de massas no modo positivo.

A espectrometria de massas é uma técnica rapida e seletiva de andlise para
deteccdo, diferenciacdo e elucidacédo estrutural de produtos naturais em diferentes partes
da planta, tais como folhas, flores THUNIG et al., (2011) e sementes IFA et al. (2011),
bem como de fungos JAEGER et al. (2013), atendendo requisitos de sensibilidade e
especificidade.

Desreplicacdo (do inglés, dereplication, que significa “ndo replicar”) ¢ um
processo analitico de identificacdo in situ de substancias em misturas complexas,
através do uso de técnicas cromatograficas modernas aliadas a técnicas espectrométricas
e espectroscopicas, com o objetivo de evitar o isolamento e a determinacéo estrutural de
substancias ja conhecidas e assim permitir racionalizar as etapas de purificacdo e
isolamento na busca por novas moléculas bioativas (KONISHI et al., 2007; FUNARI et
al., 2013).

As técnicas de desreplicacdo incluem a utilizacdo rotineira de técnicas
cromatograficas hifenadas, as quais sdo poderosas ferramentas para a analise preliminar
de extratos brutos. Dentre estas, aquelas que utilizam cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sao as mais comumente utilizadas.

Ap0s analises, os ions com boa intensidade foram selecionados para obtencdo da

fragmentac&o, visando identificar ions caracteristicos das classes presentes nos extratos.
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A desreplicacdo dos compostos, principalmente alcaloides conhecidos, foi realizada
pela interpretacdo manual dos espectros de MS/MS e comparagcdo com artigos ja

publicados em periddicos.

5.1.6. Estudos de desreplicacdo do EMDq (ESI-MS)

O estudo de desreplicacdo empregando a ESI-MS e injecdo direta foi utilizado
para se obter o perfil quimico do EMDq nos modos positivo e negativo. Ao se comparar
0s espectros de massas foi observado que no modo positivo houve uma maior variedade
de ions e com boa intensidade.

Os experimentos de ESI(+)-MS/MS, onde as fragmentaces observadas sdo
tipicas de unidades de alcaldides, sendo varios ions com valores de m/z par indicando
substancias nitrogenadas (alcaloide protonado), dos quais os de maior intensidade foram
selecionados e submetidos & fragmentacdo em MS/MS.

Como mostrado abaixo (Figura 24) os espectros obtidos dos ions de m/z (282,
292, 314, 326 e 342), foram comparados com os dados da literatura (Tabela 4) e os
padroes de fragmentacdo foram propostos baseados na fragmentacdo de alcaldides
aporfinicos. O pico de m/z 326 [M+H]" foi detectado com maior abundancia relativa,
demonstrando que a guatterina é o alcal6ide majoritario no EMDq.

Calculos por DFT ( Density Functional Theory ) demonstram que, em qualquer
situacdo, a protonacdo se da no atomo de nitrogénio (até mesmo em imino compostos),
levando em geral a ions quasi-moleculares intensos. Incialmente ocorre a perda de
NHRR’, levando a ions resultantes [M+H-NHR’R]* também bastante intensos
(STEVIGNY, 2004; QING, 2020)
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Figura 24 - Perfil LC-MS da amostra EMDq no modo positivo (+)
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Na Tabela 4 estdo apresentados os fragmentos observados para cada [M+H]".

Os padroes de fragmentacdo observados permitiram-nos sugerir tratarem-se de

alcaldides aporfinicos, conforme seré detalhado abaixo.

Tabela 4 — Principais ions observados no EMDq por ESI-MS/MS no modo positivo e ions fragmentos

observados a partir do ion precursor

COMPOSTOS [M + H]* MS/MS REFERENCIAS
Nornuciferina(69) 282,60 265, 250, 235, 207 (SILVA et al., 2012)
[281]
Guatterina(70) 326,36 308, 295, 265, 247 --
C19H19NO4
[325]
Lisicamina(71) 292,30 277, 260, 248, 220 (DA SILVA, et al.,2017)
[291]
Oxido de 342,46 324, 295, 265 (DE SOUZA, et al.,
guaterina(72) 2021)
[341]
N&o identificado 314,37 299, 265, 237, 193 -

[313]

Assim, foi possivel anotar a estrutura para quatro dentre os cinco alcaldides

majoritarios do EMDq com sendo a nornuciferina (aporfinico), guatterina, (o0 6xido de
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guatterina (N-etil-N-6xido) e a lisicamina (oxoaporfinico), respectivamente, conforme
Figura 25.

Foram observadas ainda as fragmentacdes da molécula protonada em m/z 314;
no entanto, o perfil de fragmentacdo apresentado ndo possibilitou a sua identificacdo de
acordo com dados da literatura, o que indica que pode ser composto gque ainda nao tenha
sido identificado por esse método, ou mesmo composto inédito que precisa ser isolado e
identificado por outras técnicas de cromatografia, como a espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear que é uma poderosa ferramenta para a elucidacéao estrutural.

Figura 25 - Alcaloides aporfinicos identificados no EMDq por ESI-MS/MS

H;CO

2 5
‘ NH
H4CO ‘ 7

Nornuciferina
[M+H]": m/z282,60 Da

Guatterina
[ M + H]*: m/z 326,36

(69) (70)

Lisicamina Oxido de guatterina
[M + H]" : m/z 292,30 Da [ M+ H]" m/z 342,46 Da
(71) (72)

Para a anotacdo de alcaloides aporfinicos, a fragmentagdo inicial (MS/MS) é
fundamental para identificar se ao nitrogénio do grupo amina estdo ligados a
hidrogénios ou grupamentos metila. Quando estdo ligados a hidrogénios ocorre a perda
de 17 Da relativo a perda de NHz (aménia) e quando h& a presenca de grupos
metilaminos (CH3NH>) ocorre a perda de 31 Da ou 45 Da (Me2NH).
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No caso de alcaloides aporfinicos € comum a perda radicalar em MS? de 31 Da
(CH30°) quando nos C-1 e C-2 estdo ligados metoxilas e a perda de 32 Da (MeOH)
quando em C-1 ou C-2 estdo ligados grupos metoxila e hidroxila. O fragmento MS?
referente a perda neutra de 28 Da ocorre pela perda de CO em alcaloides aporfinicos
que apresentam metoxilas e hidroxilas ligados em C-1 e C-2, enquanto para alcaloides
que possuem metoxilas adjacentes em C-1 e C-2, o fragmento MS? corresponde & perda
de 15 Da, referente a um radical metila (CONCEICAO et al., 2020).

Para alcaloides aporfinicos contendo ponte metilenodidxi ligada no Anel A, o
fragmento MS? é observado pela perda de 30 Da referentes ao grupo CH20 e o
fragmento MS? é resultante da perda de 28 Da referentes a perda de CO (SOARES,
2015). Para alcaloides do tipo N-metil-N-Oxidos o fragmento em MS? corresponde a
perda de 47 Da referentes ao grupo (CH3NHOH). Essas perdas estdo associadas a
existéncia de grupos N-6xidos do anel B e também a presenca de grupos OH em
sistemas aporfinicos. A perda inicial de —47 Da é associada ao grupo NHOCH3 (PAZ,
2019).

Diferentemente dos alcaloides aporfinicos em que ha um padrdo de
fragmentacdo bem estabelecido e descrito na literatura, alcaloides da subclasse
oxoaporfinicos podem ter fragmentacdes especificas de acordo com o0s grupos
periféricos ligados no esqueleto isoquinolinico. SILVA et al. (2016), descrevem a
fragmentacdo de uma série de padrdes de oxoaporfinicos através da dissociacao
induzida por colisdo (do inglés, Collision Induced Dissociation — CID), por
espectrometria de massas eletrospray ion trap (ESI-IT/MS), buscando o conhecimento
acerca da fragmentacao dessa subclasse de alcaldides isoquinolinicos. Neste estudo, foi
verificado que os alcaldides oxoaporfinicos quando analisados no modo positivo
[M+H]" apresentam dois possiveis sitios de protonacdo, ou seja, a protonacdo pode
ocorrer no nitrogénio iminico e também no oxigénio da carbonila ligada em C-7.

Entretanto, através de estudos tedricos (Teoria da Densidade Funcional) foi
observado que do ponto de vista energético, a protonacdo é favoravel que ocorra no
nitrogénio iminico do anel B. Outra observacédo importante descrita neste trabalho € que
os alcaloides oxoaporfinicos ndo possuem um padrdo de fragmentacdo Unico e que a
presenca de substituintes periféricos, normalmente, metoxilas e pontes metilenodioxi,
assim como as posices que se encontram ligados, sdo determinantes para o tipo de
fragmentacdo(DUARTE, 2001)..
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De acordo com este estudo, para a lisicamina (70), m/z 292 [M + H]", também
encontrada no extrato da D. quitarensis, foi observada apenas uma fragmentacdo com
MS/MS em m/z 277 referente a perda radicalar de um grupo metil (15 Da) e que
através do célculo de energias eletrénicas corrigidas para as energias livres de Gibbs
(AQG) foi possivel identificar a posicao preferencial em que ocorre a perda da metila (C-
1 ou C-2). O fragmento de ion com o radical colocado em C-1 mostrou ser
energeticamente mais estavel do que a outra possibilidade (AGC-1 = 51,87 kcal mol™* e
AGC-2 = 63,78 kcal.mol-t). A explicagdo apresentada para essa observacio é que a
preferéncia pela posicdo C-1 pode estar relacionada a possibilidade de uma ligacao de
hidrogénio intramolecular com o hidrogénio H-11, o que estabiliza o ion formado, como
na estrutura (70).

O ios com relagio m/z 282 ([M+H]") (Figura 26) identificado como
nornuciferina (69), apresentou padrdo de fragmentacdo com perdas iniciais de 17 Da e
30 Da (nornuciferina: 282—265, 265—235), relativos a perda de amonia e CH20 de 30
Da, (235—207) relativo a perda de 28 Da referente a perda de CO para a nornuciferina
(69) como o esquema 10.

Figura 26 - Espectro de MS/MS (+) do ion m/z 282 (nornuciferina)
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Esquema 10 - Proposta de fragmentacdo do ion precursor da nornuciferina

" CH Ha&
- H he
GH30 ST ow ‘ﬂ — )
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15 Da
[M* H 20 pDas
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CH3
HiC
CH c
o OCH; miz 20
31 Da
CHy
miz 232

espectro de massas dos ions totais do EMDq indicou também a presenca do ion
m/z 292 ([M+H]* (Figura 27) que foi identificado como lisicamina AVULA, et al.
(2018), conforme demonstrado no esquema 11 . RAJCA FERREIRA et al. (2017)
identificou a lisicamina da espécie G. latifolia.

Figura 27 - Espectro de MS/MS (+) do ion 292 (Lisicamina)
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Esquema 11 - Proposta de fragmentacéo do ion molecular da Lisicamina

-CH;
—_—
15 Da

m/z 277

N

a anélise de sua fragmentagio observou-se o ion MS? com m/z 277, referente a perda
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inicial de 15 Da do grupo metila ligado em C-1, conforme discutido por DA (SILVA et
al., 2017).

Para o ion precursor em m//z 326 ([M+H]") (Figura 28) a formacédo do ion
produto com a perda neutra de 31 Da foi atribuida ao grupo metilamino (326 — 295) -
CHsNHo>, seguidos da saida do grupo -CH20 30 Da (295—265) ,finalizando com 28 Da
com a perda de CO(265—237). Com os fragmentos encontrados foi possivel propor
como sendo a guatterina utilizando a ESI-MS/MS. Baseado nos dados de (DE
SOUZA, et al., 2021) o qual identificou a N-Oxido de guatterina, 0 que sugere a
presenca do precursor como sendo a guatterina, o qual possivelmente tenha sofrido
uma oxidacdo no Anel B, sendo plausivel a formacdo do N- Oxido de guatterina

produto da oxidacao da guatterina.

Figura 28 - Espectro de MS/MS (+) do ion 326 (guatterina)
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Esquema 12 - Proposta de fragmentacdo do ion molecular da guatterina

mi= 237

m'z 308 ‘

m=293 |

O espectro [M + H]" referente ao ion precursor em m/z 342 (Figura 29),

identificado como o alcaldide do tipo aporfinico N-0xido de guatterina (72) Figura 22,
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apresentou fragmento MS? referente a perda de -(CHsNHOH) 47 Da (342— 295),
seguido da perda de CH2O (295—265). Os dados obtidos sdo semelhantes aos da
literatura (DE SOUZA et al., 2021). A perda inicial de 47 Da est& de acordo com uma
estrutura de N-6xido metil aporfinico. Além disso, a perda subsequente de 30 Da é

consistente com a presenca de um grupo metilenodioxi no anel A.

Figura 29 - Espectro de MS/MS (+) do ion 342 (N-6xido de guatterina)
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Esquema 13 - Proposta de fragmentagdo da N-Oxido de guatterina

OCH;
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NHCH:0H _
i < m CH20
\CH —_— H\ “uopa 0 —
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18 [\ ‘

[MTH]: 342,46 ~

miz 324

Adaptado de DE SOUZA, et al., 2020

Como mencionado anteriormente, o pico com m/z 314 (Figura 30) ndo foi
identificado pela auséncia de dados na literatura. Pela fragmentagdo observada, pode-se
predizer que segue do ion precursor: (314—299) se referindo a perda de -CHg,
(299—267), (267—237) referente a -CH20 e finalmente (237—209) uma perda de 28

Da, mesmo assim n&o possibilita montar a provavel estrutura.



Figura 30 - Espectro de MS/MS (+) do ion 314
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5.1.7 Estudos de desreplicagcdo do EMGp (UHPLC-qTOF-MS/MS)

A fim de investigar o perfil alcaloidico da espéecie G. punctata, o extrato bruto

metandlico das folhas foi submetido a analise por UHPLC-qTOF-MS/MS. A partir dos

dados espectrométricos obtidos, selecionou-se 0s principais ions para a fragmentacdo e

dessa forma realizar a confirmacdo de suas estruturas por meio de comparacdo com

dados da literatura. Os dados principais podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Propostas de Identificacdo dos metabdlitos secundérios do EMGp por HPLC-ESI-TOF-

MS/MS
Substancias  Formula m/z m/z Tempo de Referéncias
Propostas  paraoion medido tedrico retencdo/min  Bibliogréaficas
(A/ppm)
4-hidroxi-N-  CeH12NOs 146,0815 146,0812 0,7 (SCHMEDA-
metilprolina 21 HIRSCHMANN
(-2.1) et al., 2020)
Picnarrina CuuHu4NO2 192,1019 192,1021 1,0 (AVULA et al.,
201
(0) -
Geovanina  Ci7H17NO4 300,1230 300,1230 1,6 (DE OLIVEIRA
tal., 1987
©00) etal. 1987
Higenamina CieHi7NOs 272,1279 272,1254 1,8 (WANG, et al et
(-8.9) al., 2020)
N-metil- C17H1eNOs 286,1438 286,1438 1,9 (LI etal, 2015)
higenamina (:0.1)
Lotusina C19H23NOs 314,1750 314,1589 2,9 (LIN et al., 2014)
0,1)
Oblongina C19H23NO3 314,1748 314,1751 3,9 (BAJPAI, et al.,
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(0.8)
Coclaurina  C17H19NOs 286,1435 286,1438
(0.8)
Juzifina C1sH2:NO3z 300,1589 300,1594
(0,9)
Isobaldina  Ci9H2:NOs 328,1538 328,1543
(1.4)
Anolobina  Ci7H1sNOz 282,1121 282,1119
(1.3)
Reticulina ~ CisH23NO4 330,1700 330,1700
(-0.1)
N-metil- Ci1gH21NO3 300,1591 300,1594
coclaurina (1.0)
CigH1s0NO4 312,1230 312,1228
Nandigerina 0.7)
Norushinsunina ~ Ci7HisNOs 282,1122 282,1125
(-0.1)
Xylopina Ci18H17NO3 296,1280 296,181
(0,5)
N,o-dimetil- CioH2sNO3z 314,1754 314,1751
coclaurina (0.4)
Nornuciferina Ci1oH19NO2 282,1487 282,1489
(0.4)
N&o identificado ~ CigH20NO4 326,1395 326,1387
(-2,6)
Oxido_de C1oH190NOs 342,1336 342,1336
guatterina 0.0)
Lanuginosina C1sH1:NOs 306,0756 306,0761

(1.3)

2,8

2,9

3,2

3,3

3,5

4,0

4,2

4,9

5,0

5,4

5,6

6,0

6,6

9,5

2016)

(QING et
al.,2020)

(SHANGGUAN
etal., 2018)

(LI et al., 2015)

(CARNEVALE
NETO et al.,
2020)

(QING et al.,
2020)

(SHANGGUAN
etal., 2018)

(YAN, et al.
2013)

(LIMA et al.,
2020)

(CARNEVALE
NETO et al,.
2020)

(LIMA, et al.,
2020)

(SILVAetal.,
2012)

(DE SOUZA et
al., 2021)

(DANTAS et
al,. 2020a)
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Para essas analises, os principais ions precursores observados no extrato foram
fragmentados e os perfis de fragmentacdao foram confrontados com dados da literatura.
A partir dos perfis de fragmentagdo obtidos foram sugeridos nove alcaloides do tipo
benzilisoquinolicos (Figura 31 e Tabela 6), sete aporfinicos (Figura 32 e Tabela 7),
um oxoaporfinico (Figura 33), um alcaloide pirrolidinico (Figura 34), um alcaloide
simples isoquinolinico (Figura 35) e um do tipo azaantracénico (Figura 36),
totalizando 20 alcaloides apresentados a seguir.

Alcal6ides benzilisoquinolinicos

Semelhante aos alcaloides aporfinicos, os alcaloides de benzilisoquinolina
possuem ions caracteristicos, exibindo um comportamento de fragmentacdo bastante
simples. A etapa inicial é a formacdo do ion correspondente a perda de nitrogénio como
amoOnia ou metilamina, fazendo a abertura do anel B. Geralmentos 0s espectros
apresentam perdas de massa comumente altas (m/z 192 e m/z 107) relacionados aos
anéis A/B e C respectivamente (SCHMIDT et al., 2005).

Figura 31 - Alcaloides identificados no EMGp
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Tabela 6 - alcaloides benzilisoquinolinicos das folhas G. punctata identificados por HPLC-ESI-TOF-

MS/MS
[M+H]* Compostos
Da
330,1700  Reticulina(73): Ri= -CHa: R2=Rs= H; R3=Rs=H = OCHs; R4= R7= OH-
300,1591  N-metilcoclaurina(74): R1=CHs; R3=OCHzs; R4=R¢=0OH; R>=Rs=R7=H
272,1279  Higenamina (75): R1=R>= Rs=R7= H; R3=R4=R¢= OH
286,1438  N-metilhigenamina(76): R1= -CH3 R>= Rs=R7=H; R3= Rg= OH
286,1435  Coclaurina(77): R1=R2=Rs=R7=H; R3=OCHs3s; Rs=Rs=OH
314,1754  N,O- dimetilcoclaurina(78): R1=R>= R3=Rs5=R7=H; R3=Rs= -OCH3; R4 =OH
300,1589  Jusifina(79): R1=-CHs= R2=Rs=R7=H; Rs= -OCH3s; Rs=R7=0OH
314,1750  Lotusina(80): R1=R,= CHj3; R3=Rs=R7=H="; R4=OCHzs; Rs=Re¢= OH
314,1748  Oblongina(81): R1=R,=CHs3s; R3=R7=H; R4=-OCHj3; Rs=Rs=0OH

Figura 32 - Alcaloides identificados no EMGp
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Tabela 7 - alcaloides aporfinicos das folhas G. punctata identificados por HPLC-ESI-TOF-MS/MS

[M+H]* Compostos
Da

282,1121  Analobina (82): R1=R>= R3=Re= R7=R9=H; R4=Rs= "OCH,0O"; Rg=OH
282,1122  Norushinsunina(83): R1=R>=Res=R7=Rg=H; Rs=Rs= OCH>0; R9= OH
282.1122  Nornuciferina (69): R1=R>= R3=Rs= R7=Rg=R9=H; R4= Rs= OCH.0
296.1280  Xilopina (84): R1=R2= R3=Re= R7=R¢=H; Rg= OCH3s; Rs= Rs= OCH20
312.1228 Nandigerina (85): R1=R2= R3=Rg=Rg¢=H; R4= Rs= OCH:0; Re=OCHzs; R7=OH
328.1538  Isoboldina (86): R1=R2= R3=Rs=R9=H; R4= Rs= -OCH.0-; R7=OCHj3; Rg=OH
342.1336 N — oxido de guaterina (72): R1= CHs; R.=0"; R3=OCH3s; Rs=Rs= -OCH-0-;

Re= R7=Rg=H; Rg= OH

Alcaloide Oxoaporfinico

Figura 33 - Alcaloides identificados no EMGp

Lanuginosina

[ M+ HT": miz 306,0756
(87)

Alcaloide isoquinolinico

Figura 34 - Alcaloides identificados no EMGp
5 4

/06 3
N+
/\
HO TN N2

Picnarrina
[M+ H]": m/z 192,102 Da

(88)

Alcaloide pirrolidinico
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Figura 35 - Alcaloides identificados no EMGp
CHj

o

OH

4-hidroxi-metil-prolina
[ M + H]": m/z 146,0814 Da

(89)
Alcaloide tipo azaantracénico

Figura 36 - Alcaloides identificados no EMGp

Geovanina

[ M + H ]*: 300,1230 Da
(90)

O EMGp apresentou varios outros ions com massas e fragmentacdes
semelhantes. As diferencas das estruturas estdo relacionadas as posi¢des de hidroxilagao
e metilacdo, como pode ser observado nas estruturas da reticulina e a N-metilcoclaurina.
As diferencas consistem nas metilas ligadas ao nitrogénio e nas O-metilagdes do nucleo
tetrahidroisoquinolinico, além de diferentes posicbes de hidroxilacdo dos anéis
benzilicos contendo substituicbes em meta e para. Portanto, para cada composto
identificado seguem o mesmo padrdo de fragmentacéo, sendo diferenciados de acordo
com os grupos de saida fragmentados.

Nos espectros de massas dos ions precursores [M+H]" com m/z 330 (tr =3,5
min.) e m/z 300(t: = 4,0 min.) fragmentacdes semelhantes foram observadas. Nos
esquemas 13 e 43 sdo apresentadas propostas de fragmentacdo para a reticulina e N-

metilcoclaurina, que sdo tipicas de alcaloides benzilisoquinolinicos. Foram observadas
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as fragmentacbes dos ions m/z 330 (330—299, 299—267 ¢ 267—239) ¢ m/z 300
(300—269, 269—237 € 237—209).

Para esses ions pode-se observar perdas iniciais de metilamina CHsNH. (-31Da),
e, sequencialmente, a saida de grupos CHsOH (-32Da) e —CO (-28Da) fragmentacdes
semelhantes e condizentes com estruturas de alcaloides benzilisoquinolinicos que
contenham grupos metoxilas e hidroxilas ligadas no anel A. A comparacéo desses dados
com os da literatura QING et al. (2020); SCHIMIDT et al. (2005), permitiu identificar
essas substancias como sendo a reticulina e a N-metilcoclaurina, respectivamente. Nas

Figuras 37 e 38 sdo apresentados o0s espectros MS/MS dos ions precursores protonados.

Figura 37 - Espectro de massas de segunda ordem para a reticulina (m/z 330)
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Esquema 14 - Proposta de fragmentacéo para o ion 330,1700 observado em LC-MS/MS

+

CH;0

+
Ho~~ z N\CH3

/2 192
m/z CHs

m/z 137

m/z 299

[ M+ H] 330,1700

m/z 175
Esquema 15 — Proposta de fragmentagao para o ion 300,1591 observado em LC-MS/MS

[M +H]300,1591

i m/z 269 miz 237 m/z 209
“CH, ¢
CH;0 \+
H m/z 175

m/z 107

No espectro de massas do ion precursor [M+H]* com m/z 272 (- = 1,8 min.)
(Figura 39) houve perda inicial de 17 Da corresponde a amodnia (272 — 255) e,
sequencialmente, a perda de agua 18 Da (255 — 237) e 28 Da CO (237 — 209). A
comparagdo dos fragmentos obtidos com os da literatura OKANO, SATO,
KAGEYAMA (2017), permitiu identificar o composto como sendo a higenamina.

No espectro de massas do ion [M+H]* com m/z 286 (t: = 1,9 min.) (286 — 255,
255 — 237) (Figura 40) foram observadas fragmentacfes relativas a perda do grupo

metilamino (31 Da) e, sequencialmente, a perda de agua (18 Da), ndo sendo possivel
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observar a perda de CO que é comum para essa classe de compostos. Os dados obtidos
foram comparados aos da literatura (LI et al. 2018) sendo possivel identificar esse

composto como sendo a N-metilhigenamina.

Figura 39 - Espectro LC-MS/MS para a higenamina
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Figura 40 - Espectro LC-MS/MS para a N-metilhigenamina
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No Esquema 15 e 16 estdo as propostas de fragmentacdo dos alcaloides, e N-

metilhigenamina e higenamina, respectivamente.

Esquema 16 - Proposta de fragmentacéo para o ion 272,1279 observado em LC-MS/MS

*CH;

OH
m/z 107

[M +H]272,1279 m/z 255 OH

m/z 209

m/z 141
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Esquema 17 - Proposta de fragmentacéo para o ion 286,1438 observado em LC-MS/MS

+CH,

OH
m/z 107

“NH,CHy
31Da

[M+H]286,1438 m/z 255

m/z 209

¢ miz 237

X+
O
Pz

m/z 141

O espectro de massas do ion [M+H]" com m/z 286 (t: = 2,8 min.) (Figura 42)
apresentou fragmentacdes tipicas de alcaloides benzilisoquinolinicos e os fragmentos
foram propostos. O fragmento inicial foi observado pela perda de aménia (17 Da) (286
— 269) e, sequencialmente, perda de CH3OH (32 Da) (269 — 237) e ( 28 Da) CO (237
— 209). A auséncia do fragmento de 31 Da e a presencga do fragmento referente a perda
de amdnia nos levou a inferir que esse composto se trata de uma amina simples. Os
dados quando comparados aos da literatura QING et al. (2020), permitiram identificar
esse composto como sendo a coclaurina.

No Esquema 18 estdo demonstradas as possiveis fragmentacdes para os ions

precursores m/z 286.

Figura 41 - Espectro LC-MS/MS para a coclaurina
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Esquema 18 - Proposta de fragmentacéo para o ion 286,1435 observado em LC-MS/MS

+

Hz

H
m/z 107

m/z 209
m/z 237

miz 175 m/z143

Um ion isobarico com m/z 314 (Figura 42) foi observado. Este ion com tempo
de retencédo (tr = 5,4 min.) apresentou um padrdo de fragmentacéo diferente dos outros
dois. Inicialmente ocorreu a perda de metilamino 31 Da (314 — 283) e,
sequencialmente, perdas de metanol 32 Da(283 — 251) e perda de 28 Da CO (251 —
223). A comparacdo destes fragmentos com fragmentos de ions com mesma massa
descritos na literatura LIMA et al. (2020) permitiu identificar o composto como sendo a
N-O-dimetilcoclaurina.

No Esquema 19 estdo demonstradas as possiveis fragmentacdes para 0s ions

precursores m/z 314.

Figura 42 - Espectro LC-MS/MS para a N-O-dimetilcoclaurina
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Esquema 19 - Proposta de fragmentagio para o ion 314,1754 observado em LC-MS/MS

“SNocH; CH
m/z 283 m/z 251 m/z 223
HO s =
m/z 175

Para o tempo de retencéo (tr = 2,9 min.) foi observado o espectro [M+H] com
m/z 300,1589 (Figura 43) o que pode, segundo SHANGGUAN et al. (2018), indicar os
compostos identificados, como N-metilcoclaurina e/ou jusifina, ambos obtidos,
anteriormente, de plantas do género Stephania (KASHIWABA et al., 1997; SCHMIDT
et al., 2005). O padrdo de fragmentacdo observado para este ion esta de acordo com LI,
et al., (2016) e corresponde ao composto jusifina. Sua proposta de fragmentacdo esta

demostrada no Esquema 20.

Figura 43 - Espectro LC-MS/MS para a Jusifina
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Esquema 20 - Proposta de fragmentacéo para o ion 300,1589 observado em LC-MS/MS

_N
CH,0 ™~

H
m/z192,1015

m/z 237

CHZO.

OH
m/z 175

Outros dois fons isobaricos com m/z 314 [M]* foram obtidos nos tempos de
retencdo (tr 2,4 min.) (Figura 44), (t- = 3,6 min.) (Figura 45). Os padrdes de
fragmentacdo semelhantes foram observados para esses compostos em que,
inicialmente, houve a perda de 45 Da correspondente a saida de dimetilamino
[NH(CHs3)2] (314 — 269) seguido pela perda de 32 Da relativo a molécula de metanol
(269 — 237) e, posteriormente, a perda de 28 Da correspondente a saida de CO (237 —
209). A perda inicial de 45 Da permitiu inferir que 0os compostos sdo aminas
quaternarias.

O ion com m/z 107, presente nos dois espectros, permitiu verificar a presenca de
uma hidroxila ligada em C-10 no anel C. O ion com m/z 175 comum a ambos 0s
espectros de fragmentacdo, permitiu confirmar a presenca de uma hidroxila e uma
metoxila ligada no anel A. Diante disso, foi possivel inferir que os compostos, em
questdo, sdo isémeros constitucionais diferindo apenas nas posi¢cGes em que 0 grupo
metoxila e hidroxila encontram-se ligados no Anel A. Dessa forma, os padrdes de
fragmentacdo obtidos foram comparados aos dados descritos na literatura JIAO et al.
(2018); SINGH et al. (2017) e identificados como lotusina e oblongina. A fragmentacéo
da lotusina esta baseada em (GUO et al., 2019) e a oblongina esta adaptada de acordo

com (BAJPALI, et al., 2016), os quais estdo representados nos esquemas 21 e 22.
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Figura 44 - Espectro de LC-MS/MSpara a lotusina
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Esquema 21 - Proposta de fragmentacéo para o ion 314,1750 observado em LC-MS/MS
A
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Figura 45 - Espectro de LC-MS/MS para a oblongina
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Esquema 22 - Proposta de fragmentacéo para o ion 314,1748 observado em LC-MS/MS
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CHs,
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CH30/<j©\l
"

m/z 192

Alcalbides Aporfinicos.

Foram observados dois espectros [M + H]* de ions isobaricos com m/z 282, nos
tempos de retencdo t=3,3 min, 4,9 min e 5,6 min.. O primeiro ion (Figura 46) teve
fragmentacoes referente a perda de 17 Da relativo a molécula de amonia (282 — 265),
seguido pela perda de 30 Da (CH20) (265 — 235) e, subsequente, perda de CO (235 —
207) .Os fragmentos observados foram comparados aos da literatura AVULA et al.,
(2018) e foi identificado como o alcaloide aporfinico anolobina, 0s quais podem ser

visto no Esquema 23.

Figura 46 - Espectro de LC-MS/MS para a anolobina
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Esquema 23 - Proposta de fragmentacdo para 0 282,1121 observado em LC-MS/MS

CNH < (
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|

(l CHZO
H

m/z 235 m/z 179
m/z 207

Além do padrdo de fragmentacdo caracteristico para a anolobina, varios padroes
de fragmentacdo comuns sdo observados para tipos de alcaldides aporfinicos que
produzem fragmentos caracteristicos, assim os fragmentos sdo modificados de acordo
com o0s grupos ligados aos aneis A e B. Iniciando pelo nitrogénio que é o sitio de
protonacdo mais favorecido porque a molécula protonada nessa posi¢do tem a menor
energia, de acordo com calculos computacionais baseados na teroria do funcional da
densidade, quando comparado aos sitios de protonacdo no oxigénio. Tal preferéncia é
observada até mesmo para nitrogénios iminicos fazendo ou ndo parte de sistemas
aromaticos (QING et al., 2020).

O segundo alcaloide isobarico em m/z 282 (Figura 47) apresentou em seu
espectro MS/MS uma perda inicial de 18 Da (-H20) (m/z 282 — 264), seguido por
perdas de 30 Da (-CH20) (m/z 264 — 234) e 28 Da (-CO) (m/z 234 — 206). A
fragmentacéo esta coerente com a do alcaloide aporfinico norushinsunina. Sendo que a
confirmagéo desta substancia foi realizada por meio de comparagéo do espectro de MS?
por SILVA et al. (2012) e LIMA et al. (2020), conforme Esquema 24.
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Figura 47 - Espectro de LC-MS/MS para a norushinsunina
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Esquema 24 - Proposta de fragmentacdo para o ion 282,1122 observado em LC-MS/MS
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O espectro de massas [M+H]* do ion com m/z 296 no tempo de retencéo t=5,0
min (Figura 48) apresentou padrdo de fragmentacdo tipica de alcaloides aporfinicos.
Inicialmente foi observado o fragmento referente a perda 17 Da de amonia (296 — 279)
e, sequencialmente, perdas de 30 Da CH2O (279 — 249) referente a ruptura da ponte
metilenodioxi ligada no anel A e perda de 28 Da CO (249 — 221). As fragmentagdes
observadas, conforme Esquema 25. Foram comparadas com as descritas na literatura
CARNEVALE NETO et al. (2020) permitindo identificar o0 composto como sendo o

alcaloide aporfinico xilopina comum em diversos géneros da familia Annonaceae.
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Flgura 48 - Espectro LC-MS/MS para a xilopina
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Esquema 25 - Proposta de fragmentacéo para o ion 296,1280 observado em LC-MS/MS
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O ion [M+H]* com m/z 312 no tempo de retencdo t,= 4,2 (Figura 49) apresentou
fragmentacdes referentes a perda de 17 Da referente a amoénia (312 — 295) e,
sequencialmente, perda de 30 Da do grupo CH20 (295 — 265) e perda de 28 Da
referente a CO (265 — 237). Comparando as fragmentagdes obtidas com
fragmentacGes para ions [M+H]" de mesma massa na literatura, YAN et al. (2013), foi
possivel identificar o composto como sendo o alcaloide aporfinico nandigerina. A

proposta de fragmentacédo estad demonstrada no Esquema 26.
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Figura 49 - Espectro LC-MS/MS para a nandigerina.
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Esquema 26 - Proposta de fragmentacéo para o ion 312,1223 observado em LC-MS/MS
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No espectro de massas do ion [M+H]" com m/z 306 no tempo de retencédo t=
9,5min (Figura 50) foram observadas perdas sequenciais de -15Da referente a perda de
metila e -28Da referente a perda de CO ligado em C-7, consistentes com o esqueleto
oxoaporfinico. O alcaloide oxoaporfinico de massa molecular de CigH12NOs foi
identificado como sendo a lanuginosina, de acordo com (DANTAS et al.,. 2020). O
Esquema 27 esta a proposta de fragmentacdo para a lanuginosina de baseada com (DA
SILVA, et al., 2017).



Figura 50 - Espectro LC-MS/MS para a lanuginosina

Intens.

+bbCID M5, 25.0-50.0eV, 9.5min #1113

x104
1.5 <O
141.9586 0 06,0759
128.9508
1.0
263.9047
2910521
0.5
HsC
159,993
‘ 183.9121 217.9894 5 ac gogy 2760650 ‘
UGIL|II|| ||||l||||!|||||]I "||"'|“ Lol 1 YWRT Ly . Lopads 1 I.lll | |uI Hll.I L ;
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 miz

Esquema 27 - Proposta de fragmentacéo para o ion 306,0759 observado em LC-MS/MS
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O espectro de massas do fon [M + H]" com m/z 342 (Figura 51) com o tempo

de retencédo de (6,6 min), ja isolado de D. quitarensis apresentou fragmentacgdes tipicas

para alcaloides do tipo N-metil-N-0xido guatterina.

Conforme comparacdo do trabalho de SOUZA et al. (2020), onde foram

apresentados os fragmentos do espectro de massas do ion m/z 342 com as perdas de 18
Da (— H20) (m/z 342 — 324) ¢ 47 Da (— NHOCH3) (m/z 342 — 295). A perda inicial de
47 Da esta de acordo com uma estrutura de N- metil N - 6xido aporfina. Além disso, a

perda subsequente de 30 Da (CH20) (m/z 295 — 265) ¢é consistente com a presenga de

um grupo metilenodioxi no anel A. O Esquema 27 apresenta a proposta de

fragmentacéo para o ion m/z 342, de acordo com De Souza et al. (2021).
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Figura 51 - Espectro LC-MS/MS para a N-6xido guatterina
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Esquema 28-Proposta de fragmentacédo para o ion 342,1336 observado em LC-MS/MS
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A molécula protonada em m/z 282 no tempo de retencdo t.= 5,6 min apresentada

em seu espectro (Figura 52) perdas subsequentes de 17, 15 e 15 Da. Portanto, a

fragmentacdo do pico em m/z 282 é consistente com o alcaldide aporfina nornuciferina,
ja identificado por (SOARES et al., 2015; LUO et al. 2005, DENG et al., 2016). A

proposta de fragmentacdo para a nornuciferina, adaptada de Lima 2020, est4d no

Esquema 28.
Figura 52 -Espectro de LC-MS/MS para a nornuciferina
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Esquema 28 - Proposta de fragmentacéo para o ion 282,1485 observado em LC-MS/MS
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No espectro de massas do [M+H]* m/z 328 no tempo de retencdo t= 3,2
(Figura 53), foram observados fragmentacdes referentes a perda de 31 Da do grupo
metilamino (328 — 297), sequido pela perda de 32 Da da molécula de metanol (297 —
265) e, sequencialmente, perda de 28 Da do CO (265 — 237).

A comparacdo desses fragmentos, tipicos de alcaloides isoquinolinicos, com
alcaloides descritos na literatura YU LI et al. (2015) foi possivel identificar este
composto como sendo o alcaloide aporfinico isoboldina. A proposta de fragmentacéao

para a isoboldina estdo apresentadas no Esquema 29.

Figura 53 - Espectro LC-MS/MS para a isoboldina
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Esquema 29 - Proposta de fragmentacéo para o ion 328,1538 observado em LC-MS/MS
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Outros alcaloides

O ion [M + H]*" com m/z 192,1021 no tempo de retencéo t= 1,0 (Figura 54) esta
em concordancia com a fragmentacdo da Picnarrina (AVULA et al.,, 2018). A
Picnarrina é um derivado simples dos alcaloides isoquinolinicos, pode ser definido
como aquele que contém somente um nucleo isoquinolinico.

As principais fragmentacdes observadas sdo referentes a 15 Da, perda de metila
(192 — 177) e 28 Da referente ao grupo -Cz2Hs (etileno) (177 —149), conforme a

proposta de fragmentacdo no Esquema 30.

Figura 54 - Espectro LC-MS/MS para a Picnarrina
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Esquema 30 - Proposta de fragmentacéo para o ion 192,1021 observado em LC-MS/MS
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Dois alcaloides, um do tipo pirrolidinico (4-hidroxi-N-metilprolina) e a

geovanina do tipo azaantracénico, foram identificados neste estudo. O ion [M + H]*

com m/z 146 no tempo de retengéo t= 0,7 (Figura 55), produziu fragmentos relativos a

de 18 Da perda de agua (146 — 128), sequencialmente perda 28 Da referente ao CO
(128—100) e, novamente, perda de 18 Da &gua (100 —82).
A comparacdo destes fragmentos com dados da literatura SERVILLO et al. (2016)

para ions [M]* de mesma massa e utilizacdo da ferramenta gratutita CFM-1D (Modelo de

identificacdo de fragmentacdo de metabolitos secundarios) (https://cfmid.wishartlab.com)

permitiu identificar o composto como sendo a 4-hidroxi-N-metilprolina, conforme

Esquema 31.
Figura 55 - Espectro LC-MS/MS para 4-hidroxi-N-metilprolina
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Esquema 31 - Proposta de fragmentacéo para o ion 146,0815 observado em LC-MS/MS
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Para o alcaloide azaantracénico que apresentou no espectro do ion [M+H]* com
m/z 300 no tempo de retencdo t= 1,6 (Figura 56) foram observados fragmentos MS?
relativos a perda de 15 Da (300 — 285) referente a perda de metila e perda de 30 Da
(285 — 255) referente a ruptura do anel metilenodioxi. Estes fragmentos quando
comparados aos da literatura, DE OLIVEIRA et al. (1987) foi identificado como a

geovanina, conforme a fragmentacéo proposta no Esquema 32.

Figura 56 - Espectro LC-MS/MS para geovanina
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Esquema 32 - Proposta de fragmentag&o para o ion 300,1230 observado em LS-MS/MS
OCH; CH; OCH; cH,
Co & &
H;C™ “CH,
[ +H]: 300,1230 m/z 285 miz 255

A partir dos dados obtidos e andlises correspondentes, observou- se que
UHPLC-QTOF-MS apresentou maior poder de resolucdo e exatiddo de massa, assim,
foi mais adequado para determinacdo fr varios ions precursors da composi¢do da
amostra.

Em comparagdo, o ESI-MS ndo foi capaz de identificar corretamente a

composi¢do elementar, apresentando poucos ions precursores, mas de toda forma foi
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atil na realizacdo de experimento de MS/MS, pois, conseguiu detectar sinais das massas
moleculares correspondente varios fragmentos.

Usando a abordagem dos resultados fornecidos pelo analisador ESI-MS para a
D. quitarensis e 0 UHPLC-QTOF-MS para a G. punctata, foram identificados 4
alcaloides para a D. quitarensis todos do tipo aporfinico, portanto sendo considerada
uma fonte promissora de aporfinicos sensu stricto, apresentando padrédo de substituicdo
preferencialmente nas posi¢cbes C-1 e C-2, C6 e C7, sendo um deles derivado
oxoaporfinico.

Para a G. punctata foi detectado um maior nimero de alcaloides, vinte
alcaloides, derivados do esqueleto isoquinolinico apresentando padrdo de substituicdo
preferencialmente nas posicbes C-6 e C-7, e substituicdo no anel C, aporfinicos com
substituicdes frequentes no anel A e D e dois de outras classes. Foi tragado o perfil
quimico da D. quitarenis por infusdo direta e da G. punctata por LC-MS, com base em
comparagbes descritas na literatura. Estes dados reforcam o significado
quimiotaxonémico dos alcaloides isoquinolinicos e benzilisogquinolinicos para a familia
Annonaceae, em particularmente para os géneros Duguetia e Guatteria.

Sabe-se que a analise por ESI-MS é bastante promissora, pois esse método pode
ser util para a obtencdo de um perfil metabolico dos constituintes quimicos presentes no
extrato bruto e fracdes. Por outro lado, os dados obtidos precisam ser analisados com
cautela, principalmente quando as analises sdo realizadas via infusdo direta, devido aos
problemas de supressdo ibnica de espécies que sdo mais facilmente ionizéaveis
mascarando a presenca de espécies menos ionizaveis (SIQUEIRA, 2015).

Neste sentido, pode-se melhorar a seguranca analitica com experimentos de LC-
MS (modo positivo e negativo) ou até mesmo LC-MS/MS, com a separagdo
cromatografica das substdncias de modo a permitir a identificacdo estrutural de um
maior numero de metabdlitos secundarios. A técnica de LC-MS tem-se tornado uma
ferramenta extremamente poderosa na andlise de substancias em misturas complexas.
Como esperado, a andlise de QTOF-MS também exibiu a presenca de alcaloides
isobaricos minoritarios relacionados aos ions registrados por LC-MS.

No entanto, deve-se notar que a identificacdo de compostos isobaricos e
minoritarios na andlise direta de LC-MS apresenta limitacGes e que a utilizagdo da
espectrometria de ressonancia magnetica nuclear (RMN) é uma alternativa valiosa para

a resolucé@o de compostos isobaricos.
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A partir deste ponto de vista, essa estratégia pode ser muito interessante para o
estudo de compostos quimicos presentes em amostras complexas, mesmo que o foco
ndo seja a descoberta de novas drogas. Assim, esse processo é considerado prévio para
andlise da amostra, antes dos processos classicos de isolamento e identificacdo de

compostos.

5.2 ENSAIOS FARMACOLOGICOS
5.2.1 Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo método do DPPH (2,2-Difenil-1-Picril-
Hidrazil)

De maneira simples o radical livre € um atomo ou molécula que possui um
ndmero impar de elétrons em sua Gltima camada eletronica. Isso o torna instavel e
altamente reativo, fazendo com que esteja sempre buscando capturar ou ceder elétrons
das células a sua volta. Sob condi¢des normais, os radicais livres sdo essenciais para o
funcionamento do organismo. Os radicais livres sdo produzidos por modificacdes
quimicas de proteinas, lipidios, carboidratos e nucleotideos, resultando em uma
variedade de consequéncias bioldgicas, incluindo lesdo tecidual, mutacéo,
carcinogénese, comprometimento do sistema imunolégico, qualidade de vida, doencas e
morte celular (DE VASCONCELOS et al., 2014).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e frequentemente
encontrados sdo 0s compostos fenolicos, tais como os flavonoides. Os compostos
fenolicos sdo substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, os quais sdo originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Segundo
TAIZ e ZEIGER (2004), os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente
heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos: alguns sdo sollveis apenas em
solventes organicos, outros sdo acidos carboxilicos e glicosideos soltveis em agua e ha
ainda, aqueles que sdo grandes polimeros insollveis. Dentre eles, destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos e ligninas. Esses
compostos fendlicos possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os polifendis possuem acgdes antioxidantes e também sdo capazes de inibir
enzimas digestivas, essas duas acOGes podem diminuir o risco de doencas

cardiovasculares e cancer (FRANCO et al., 2018). Além disso, os polifendis isolados a
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partir de varias fontes vegetais tém mostrado capacidade para inibir enzimas digestivas
incluindo a lipase e a-amilase, in vitro, e desempenhando um papel positivo no
tratamento da obesidade (TAN, CHANG e ZHANG, 2017).

Esses compostos tém a capacidade de doar atomos de hidrogénio e, portanto,
inibir as reacGes em cadeia provocadas pelos radicais livres. Existem duas categorias de
antioxidantes, os de origem natural e os designados sintéticos (CHEUNG, CHEUNG,
OOl, 2003). Os antioxidantes naturais com nucleo fendlico, como a-tocoferol,
quercetina, acido galico (69) e o acido ascorbico (70) (antioxidantes naturais) (Figura

57) séo 0s mais comuns.

Figura 57 — Estruturas do &cido galico (69) e do acido ascérbico (70)

@] OH OH
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(69) (70)

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias e extratos; dentre os mais utilizados, destacam-se 0s métodos de sequestro
dos radicais organicos 2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- &cido sulfénico (ABTS) e
1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH), por serem relativamente simples, rapidos e de
baixo custo.

As técnicas se baseiam em reagBes de transferéncia de elétrons, em que um
composto antioxidante reduz um substrato oxidante (Pazinatto, 2008).

A gquantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial de
DPPH em 50% é denominada concentracdo eficiente (CEso), também chamada de
concentracdo inibitéria (Clsp). Quanto menor o valor de CEsp apresentado para a
amostra, menor sera a concentracdo da amostra necessaria para reduzir 50% do radical
livre DPPH. Ou seja, quanto maior o sequestro de DPPH por uma amostra, menor sera a

sua CEso e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

A avaliacdo preliminar qualitativa dos extratos brutos etanolico e metandlico

revelando a presenca de compostos fenolicos sugeriu a avaliagdo do potencial
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antioxidante, conforme as Tabelas 8 e 9, pois de acordo com HASMIDA et al. (2014),
a atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionada com a presenca dos
grupos hidroxilas (-OH) e a dupla ligagdo entre os atomos de carbono (C=C), pois eles
podem aumentar a captura de radicas dos compostos.

Tabela 8 -Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos etanélicos em diferentes concentraces (método

DPPH).
Concentracéo EBEBM EBEDQ EBEFL EBEGP Acido d?
(ug.mL"")

1 14,78+3,41 1,01+0,67  13,67+9,84 36,12+291 20,02+1,47
3 27,66+2,59  6,30+0,76  26,54+3,26 39,34+3,99 63,27+3,44
9 43,62+3,07 18,14+0,67 30,4745,29 41,43+3,01 89,40+2,19
27 78,96+6,25 56,17+0,25 40,93+7,18 54,13+2,19 93,89+0,51
81 89,36+2,16  89,59+0,15 86,95+3,85 82,94+1,99 95,17+0,25
243 93,14+0,20 89,42+0,44 91,60+1,74 88,86+2,19 96,86+0,82

CE 50 11,1+0,24 23,6+0,37 34,2+6,56  21,4+6,68 2,3+0,89

a. Acido Ascorbico usado como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata (n = 3) e reportados como a média + Desvio Padréo.

Tabela 9 - Atividade antioxidante (%) dos extratos brutos metandlicos em diferentes concentragfes
(método DPPH).

Concentracéo
(ug.mL™)

1
3
9
27
81
243

CE S0

EBMBM

24,09+2,59
41,08+1,78
71,61+1,16
87,31+1,34
89,57+0,81
88,71+0,56
4,2+0,75

EBMDQ

0,00+0,00
1,94+1,45
9,48+3,76
22,63+2,21
53,72+5,92
92,35%1,70
71,3%+1,93

EBMFL

2,55+5,55
11.41+4,46
16,16+2,90
33,75+2,32
80,15+0,74
93,23+2,02
41,3+4,05

EBMGP

18,58+3,23
24,05+0,71
35,50+1,29
63,16+1,93
91,02+0,31
90,51+0,31

17,8+1,95

Acido
ascorbico

20,02+1,47
63,27+3,44
89,40+2,19
93,89+0,51
95,17+0,25
96,86+0,82
2,3+0,89

Acido Ascorbico usado como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n
= 3) e reportados como a média + Desvio Padrao
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A porcentagem de atividade antioxidante (%0AA) Tabelas 8 e 9 correspondem
ao porcentual de DPPH sequestrado pelo antioxidante. As atividades antioxidantes dos
extratos de plantas/ervas sdo frequentemente explicadas pelo contetdo total de fendlicos
e flavonoides (RAHMAN, BISWAS e KIRKHAM, 2006).

Estdo disponiveis na literatura varios estudos que demonstram relagcdo entre os
teores de fenolicos totais e a atividade antioxidante (BIRUR et al., 2015; NASEER et
al., 2015). Observa-se que varios fatores estdo envolvidos no efeito antioxidante
apresentado pelos fendlicos, tais como a estrutura quimica e composicdo dos
fitoquimicos fendlicos bioativos, a posicdo e o nimero de hidroxilas presentes nas
moléculas dos polifendis, dentre outros (LEMOS JUNIOR et al., 2011). Além disso,
compostos como flavonoides, que contém grupos funcionais hidroxila, estdo entre os
principais responsaveis pelos efeitos antioxidantes das plantas (PEREIRA, 2009).

Os percentuais de atividade antioxidante dos extratos alcoodlicos foram avaliados
nas concentracdes de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 ug.mL™? e verificou-se que em todos os
extratos o porcentual de atividade antioxidante aumentou proporcionalmente com a
concentracéo do extrato.

Analisando os resultados na concentragdo de 1 pg.mL? foi verificado que os
extratos EBMBM (24,09 + 2,59) e o extrato EBEGP (36,12 + 2,91) apresentaram
maior atividade antioxidante do que o acido ascorbico utilizado como controle positivo.
Nas demais concentracbes nenhuma das amostras testadas foram mais ativas que o
acido ascorbico.

Esta elevada atividade sequestradora de radicais livres pode ser explicada pela
presenca de compostos fendlicos (31,89+1,04 mg de AG/g de extrato)) EBMBM e
(28,50+1,77) para EBMGP em maior concentragdo quando comparados aos outros
extratos. A Tabela 10 demonstra os resultados obtidos para a concentracdo efetiva 50%

(CEso) dos extratos etanolicos e metanolicos das espécies estudadas.

Tabela 10 - Concentracdo efetiva 50% para 0s extratos brutos etandlicos e metandlicos das folhas de B.

multiflora, D. quitarensis, Fusea longifélia e G. punctata

Extratos: CEso (ug.mL™)

EBEBM: 11,1+0,24 EBMBM: 4,2+0,75
EBEDQ: 23,6+0,37 EBMDQ: 71,3+1,93
EBEFL: 34,2+6,56 EBMFL: 41,3+4,05
EBEGP: 21,4+6,68 EBMGP: 17,8+1,95

A ascorbico: 2,3+0,89 2,3+0,89
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Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que os extratos alcodlicos
de todas as espécies apresentaram algum grau de atividade antioxidante. A maior
atividade apresentada, verificada através dos valores de CEso, foi para 0o EBMBM (4,1 +
0,75 pug.mL™). Essa atividade apresentou uma correlagdo direta com o teor de fendis
totais (Tabela 3) para a espécie (31,84 + 1,04 mg AG/g de extrato).

Foi observado também que o EBEBM apresentou o menor teor de fendlicos
(9,77 £ 0,11 mg de AG/g de extrato) entre as espécies (Tabela 3), no entanto, a
atividade do extrato etandlico foi a maior dentre elas (CEso 11,1 + 0,24 pug.mL™). Esta
analise sugere que existe(m) alguma(s) substancia(s) que contribui(em) particularmente
e mais efetivamente para a acdo sequestradora de radicais livres no extrato da B.
multiflora (SOUSA et al., 2007).

Contudo, € interessante ressaltar que é necessaria a caracterizacdo da estrutura
do composto fenolico para melhor entender esses resultados, pois sua a¢éo antioxidante
estd diretamente relacionada com sua estrutura quimica, podendo ser determinada pela

acao da molécula como agente redutor.

5.2.2 Atividade Anti-Trypanosoma cruzi e Indice de Seletividade(IS)

Os OEs de diversas espécies de Annonaceae, como Annona vepretorum,
(COSTA et al., 2012), Annona pickelii e Annona salzmannii (COSTA et al., 2013)
foram eficientes contra formas epimastigotas de T. cruzi, com Clsg de 31,9 pg/mL para
A. verpretorum. Também ja se demonstrou que o OE de Xylopia frutescens e Xylopia
laevigata tem eficiéncia contra tripomastigotas de T. cruzi, em concentracdes nao
citotoxicas para macrofagos murinos (SILVA et al., 2013).

Para cada OE estudado nesse trabalho foram determinados os valores de
concentracdo inibitéria 50% (Clso) frente a formas tripomastigotas e amastigotas do
parasita, simultaneamente, seguido da comparacdo dos valores com o controle positivo,
0 benznidazol.

Foram determinados os valores de citotoxicidade destes compostos frente as
células L929 de mamiferos, bem como definidos seus respectivos IS, conforme
apresentado na Tabela 11. O parametro utilizado para estimar a inibicdo do crescimento
foi a Clso, 0 qual corresponde a concentracdo da droga capaz de inibir em 50 % a
proliferacdo dos parasitas, calculado para cada um dos 0Oleos testados apos 48 horas de

tratamento.
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Tabela 11 - Concentragdo inibitdria 50% (Clso) para a atividade anti — T. cruzi in vitro, citotoxidade e

indice de seletividade dos OEs

OE Cl 50 sobre o Cl sosobre as indice de

parasita! células? Seletividade®
(Hg.mL) (hg.mL™)

B. multiflora 0,46 + 0,07 1,36 + 0,61 2,9

D. quitarensis 0,26 £ 0,06 0,54+0,11 2,1

F. longifélia 0,3£0,11 0,93 0,09 3,1

G. punctata 0,029 + 0,014 0,93 £ 0,007 32

Benznidazol 1 625 625

! Concentragédo do OE que reduz em 50% o crescimento parasitario 2 Concentracdo doOE que induz 50%
de morte celular (L929) ® ICso do OE sobre as células dividido pelo 1Cso do composto sobre o parasita.

Plantas medicinais fornecem uma série de compostos com comprovadas
atividades bioldgicas contra varios parasitas. Dentre os produtos naturais, os OEs de
plantas medicinais sdo alternativas promissoras, por possuirem compostos que podem
ser utilizados como protdtipos para a sintese de novos agentes quimioterapicos contra
diversas patologias, devido as caracteristicas singulares de seus constituintes, os quais
sdo moléeculas pequenas e lipofilicas capazes de interagir e/ou atravessar a membrana
exercendo seus efeitos em alvos intracelulares essenciais para a sobrevivéncia dos
parasitas (DHIFI et al., 2016).

Conforme consta na Tabela 11, os OEs foram avaliados in vitro contra formas
tripomastigotas e amastigotas intracelulares da cepa Tulahuen de T. cruzi, transfectada
para expressar a enzima p-galactosidase de E. coli (ROMANHA et al., 2010). A
metodologia empregada avalia simultaneamente a atividade sobre tripomastigotas, as
formas que estdo presentes no sangue, e formas amastigotas intracelulares, presentes
nos tecidos do hospedeiro vertebrado durante as fases aguda e crbnica da doenca
(COELHO et al., 2019).

Esta metodologia estd de acordo com as diretrizes proposta pelo Programa
Integrado de Doenca de Chagas (PIDC) da Fiocruz e a Iniciativa Medicamentos para
Doencas Negligenciadas (DNDi) (ROMANHA et al., 2010). Benznidazol foi usado
como controle positivo contra T. cruzi e a citotoxicidade foi determinada em células de
mamiferos L929. Todas as amostras dos OEs apresentaram menor IS que o

benznidazol.
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De acordo com as diretrizes sugeridas pela Fiocruz e o DNDi, somente as
amostras com IS igual ou superior a 50, considerados altamente seletivos, sdo
recomendadas para testes in vivo (ROMANHA et al., 2010).

Os OEs das quatro espécies vegetais foram ativos contra o T. cruzi, sendo o OE
de G. punctata o mais ativo (Clso = 0,029 £ 0,014 pg/mL), o que corresponde a uma
atividade 34 vezes superior a do benznidazol (1 pug/mL), além disso, foi a amostra que
apresentou melhor indice de seletividade (IS = 32). O que mostra que o OE da G.
punctata apresentou boa atividade contra o T. cruzi, maior que o benzonidazol, e menor
efeito da droga sobre a célula hospedeira, entre todos os OEs testados in vitro.
Entretanto, segundo as diretrizes do DNDi, por apresentar IS < 50%, esse OE (G.
puncata), assim como nenhum dos outros OEs estudados nesse trabalho, é
recomendado para ensaios in vivo, limitando bastante a sua utilidade como tripanocida.

Particularmente, a forte atividade apresentada para o OE de G. punctata pode
ser atribuido a presenca do (E)-cariofileno (8,4%), germacreno D (19,8%) e ao (E)
nerolidol (9,9%) presente somente na G. punctata. Sendo que o (E)-cariofileno (14,4%)
e o germacreno D (6,3%) estdo presentes também na espécie D. quitarensis em
concentragOes diferentes resultando na segunda melhor atividade entre elas. Pode-se
atribuir que a atividade contra tripanossomatideos se deva principalmente a sua
composicao de terpenos.

Para CARNEIRO et al. (2017) os terpenos sdo responsaveis pelo carater
hidrofobico dos OEs, permitindo sua difusdo através da membrana celular do parasita e
afetando as vias metabolicas intracelulares e organelas. SOBREIRA et al. (2014),
afirmou em seu estudo que os OEs que apresentam terpenos, atuam na célula
microbiana, provocando altera¢cfes na membrana celular, levando a perda de varios
componentes celulares, ocasionando, assim, a morte da célula. Além disso, esse estudo
atribuiu essa desestruturacdo da membrana as caracteristicas lipofilicas dos terpenos.

Estudos publicados mostram que os OEs com altas concentragbes desses
compostos apresentam propriedades antiprotozoarias, especialmente contra T. cruzi
(SILVA et al., 2013). No entanto, a influéncia de interagdes sinergisticas entre 0s
constituintes do OE sobre a atividade apresentada deve ser considerada, uma vez que,
em outras espécies estes dois constituintes foram encontrados em diferentes

concentragdes, resultando em boas atividades.
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5.2.3 Atividade Antibacteriana dos OEs através da Concentracao Inibitéria Minima
(MIC)

As plantas medicinais apresentam inimeros compostos ativos que as tornam
importantes para o desenvolvimento de novas drogas (REINECKEN, et al., 2018).
Compostos que podem apresentar elevado potencial antimicrobiano e também
compostos que sirvam de protdtipos para a sintese de novos agentes.

Existem inimeros farmacos antimicrobianos disponiveis para a comercializacao,
atualmente. Algumas classes sdo mais utilizadas e possuem maior ndmero de
representantes no comércio. As principais classes de antimicrobianos conhecidas e
utilizadas na pratica clinica sdo os p-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos), aminoglicosideos, tetraciclinas, fenicois,
quinolonas, fluorquinolonas, sulfonamidas, macrolideos, lincosamidas, glicopeptideos,
oxazolidinonas, cloranfenicol, estreptograminas, glicilciclinas, gemifloxacina,
daptomicinas e as polimixinas (ANVISA, 2017; GUIMARAES et al., 2010).

Extratos e fragbes da Guatteria citriodora, mostraram-se inativos frente as
bactérias Gram-negativas e ativos contra trés cepas de bactérias Gram-positivas
RABELO et al., (2014). Outra espécie muito estudada da familia Annonaceae é a
Annona glabra L., que quando testado o Oleo obtido da semente apresentou bons
resultados principalmente para as bactérias Gram positivas (LARANJEIRA, 2016).

A atividade antibacteriana dos OEs das quatro espécies estudadas nesse trabalho
foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo e os resultados sao apresentados na
Tabela 12. Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos
através da CIM em pg/mL, que de acordo com ALIGIANNIS et al. (2001) apresentam a
seguinte classificacdo: CIM até 500 pg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre 600 e
1500 ug/mL s&o inibidores moderados; CIM acima de 1600 pg.mL™? sdo inibidores
fracos. Os valores da CIM encontrados para os OEs estudados nesse trabalho (4,68 e

37,5 pg.mL1), classificam-nos, portanto, na categoria de fortes inibidores.
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Tabela 12 - Atividade antibacteriana, in vitro, dos OEs de B. multiflora, D. quitarenses, F. longifolia e G.

puncata
OEs Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) [ug.mL]

E.coli*  P.aeruginosa® S.sumulan® S. MRSA*®
(EHEC) pyogenes ¢

B. multiflora 4.68 4.68 4.68 4.68 4.68

D. quitarensis - - 37.5 37.5 -

F. longifolia - 37,5 37,5 - 37.5

G. punctata - - 4.68 4.68 -

TIENAMF 1.17 2.34 0.58 0.58 4.68

Onde: a. E. coli enterohemorréagica - EHEC(CDC-EDL933-171-0157:H3); b. P. aeruginosa (ATCC 29336);
c. S. sumulans (ATCC 25175); d. S. pyogenis (ATCC 19615); e. Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (ATCC 33591); f. Controle positivo.

Entre as amostras testadas, o OE de B. multiflora mostrou a melhor atividade
antibacteriana pois foi ativo contra cepas Gram-negativas e Gram-positivas com valores
de CIM de 4,68 ug.mL™. O OE de D. quitarensis foi ativo contra os microrganismos
Gram-positivos S. mutans e S. pyogenes com CIM de 37,5 pg.mL™. A bactéria S.
mutans € considerada uma das principais agentes causadoras de carie dentéria e também
pode ser uma fonte de endocardite infecciosa (BANAS, 2004). S. pyogenes é
responsavel por uma gama diversificada de manifestacbes, de infeccdes leves da
pele/tecidos moles, faringite a doencas mais graves, como a bacteremia, celulite, sepse
puerperal, meningite, pneumonia e fasceite necrosante (LAMAGNI et al.,2008).

O OE de F. longifolia foi ativo contra a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa e
também contra as bactérias Gram-positivas S. mutans e S. aureus resistente a MRSA,
ambos com valores de CIM de 37,5 ug.mL™. A bactéria P. aeruginosa ¢ responsavel
por varias infeccGes, como septicemia, infec¢bes do trato urinario e pneumonia grave,
especialmente em pacientes com deficiéncia imunologica. A bactéria MRSA ¢
responsavel pela sindrome do choque tdxico, infeccdo de ferida no pds-operatério e
intoxicacdo alimentar (GUNES et al., 2016).

O OE de G. punctata foi ativo contra 0s microrganismos S. mutans e S.
pyogenes com CIM de 4,68 png.mL™. E. coli enterohemorréagica foi susceptivel apenas
ao OE de B. multiflora com CIM de 4,68 pg.mL™. E. coli estd presente no intestino

humano e causa infec¢fes do trato urinario inferior, diarréia e septicemia (GUNES et
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al., 2016). Entre os microrganismos testados, verificou-se que E. coli enterohemorragica
(EHEC) foi a mais resistente aos OEs.

Segundo ANDRADE et al. (2012), as bactérias Gram-negativas sd&o menos
sensiveis a OEs do que as bactérias Gram-positivas e uma explica¢do para isso € que
bactérias Gram-negativas tém uma parede celular mais fina que é envolvida por outra
membrana externa, portanto possuem duas membranas, a externa difere da interna e
contém moléculas de lipopolissacarideos. Isso que difere a eficicia nas atividades
bioldgicas em contato com os OEs.

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antibidticos é cada vez mais
preocupante, principalmente quando se trata de bactérias Gram-negativas, uma vez que
h& maior disseminacgdo do que bactérias Gram-positivas (GOMES et al., 2014). Diante
disso, destacamos os excelentes resultados de atividade antibacteriana apresentada pelos
OEs de B. multiflora e F. longifolia contra bactérias Gram-negativas.

5.2.4 Avaliagdo da atividade antibacteriana dos Extratos Brutos pelo método de Difuséo
em Agar (Técnica do Pogo) e Concentragdo Inibitria Minima (CIM)

Os extratos brutos etanodlicos e metandlicos das folhas das espécies estudadas
foram avaliados quanto as suas atividades antibacterianas por dois métodos distintos:
método de difusdo em Agar — técnica do poco e através da CIM. Através do ensaio de
atividade antibacteriana pelo método de difusdo em Agar — técnica do poco foi
verificado que todos extratos foram inativos frente aos microrganismos testados
(Tabela 13).

Os ensaios realizados expressos através da CIM mostraram que 0s extratos ndo
foram ativos frente as bactérias Gram-negativas testadas. No entanto, os EBMBM e
EBEBM e 0 EBMDQ foram ativos frente a bactéria S. aureus (CIM = 5 mg.mL™). Ja
com relagéo a bacteria Gram-positiva S. sumulans observou-se que apenas os EBMBM

e EBMDQ foram ativos com valores de CIM de 2,5 e 5 mg.mL™?, respectivamente.



Tabela 13 - Atividade antibacteriana dos extratos etandlicos e metandlicos de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata pelos métodos de Difusio em Agar e

Concentragéo Inibitdria Minima (CIM)

Amostra E. colienterohemorragica P. aeruginosa S. entérica subsp. S. aureus S. sumulans
(EHEC) Typhimurium
Dif. (mm) CIM Dif. (mm) CIM Dif. (mm) CIM Dif. (mm) CIM Dif. (mm) CIM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

EBEBM - - - - - - - 5 - -
EBMBM - - - - - - - 5 - 2,5
EBEDQ - - - - - - - - - -
EBMDQ - - - - - - - 5 - 5
EBEFL - - - - - - - - - -
EBMFL - - - - - - - - - -
EBEGP - - - - - - - - - -
EBMGP - - - - - - - - - -
TIENAM  33,66+0,57 0,00117 29,33+0,57 0.00117 34,33+0,57  0,00117 | 35,66+0,57 0,00468 36,66+0,57 0,00468
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Espécimes de B. multiflora, D. quitarensis, F. longifolia e G. punctata foram
coletadas, e tiveram sua taxonomia ratificada pelo Herbario da UNIR, onde as amostras-
testemunho estdo depositadas.

Através do processo de hidrodestilagdo, foram obtidos os OEs das folhas das quatro
espécies, com rendimentos variando de 0,12-0,39%. Foram preparados também o0s
extratos brutos etandlico e metandlico das folhas das espécies acima, os quais foram
submetidos a testes quimicos e farmacologicos.

O estudo da composi¢cdo quimica dos OEs de B. multiflora, D. quitarensis, F.
longifolia e G. punctata por GC-MS e sua quantificagdo por CG-FID, apresentando 87
terpendides como constituintes majoritarios, correspondendo a 79,3-97,5% da
composicdo quimica dos OEs. Os seguintes compostos foram identificados, em
quantidades variaves, em todas as amostras: 4-heptanol (0,1 — 33,8%), pentanoato de etila
(0,4 — 3,9%), a-copaeno (0,9 -5,3%), p-elemeno (1,0 — 2,2%), (E)-cariofileno (0,4 -
14,4%), p-selineno (0,4 — 19,3%), a-selineno (1,3 -2,5%), o-cadineno (1,0 — 4,8%) e
germacreno B (0.9 — 4,5%).

Os OEs mostraram forte atividade antibacteriana contra 0S microrganismos
testados, especialmente para S. mutans em que todos os OEs foram ativos. Todos os OEs
apresentaram atividade tripanocida contra as formas amastigota e tripomastigota de T.
cruzi, com OE de G. punctata sendo 34 vezes mais ativo que o benznidazol. Entretanto, o
melhor indice de seletividade obtido para os OEs foi 32, abaixo do valor minimo
recomendado (IS = 50) pelo DNDi para gque se prossiga com ensaios in vivo.

Para a atividade antibacteriana in vitro, foram realizados ensaios frente aos
microrganismos Gram-negativos: Escherichia coli enterohemorragica, Pseudomonas
aeruginosa e Gram-positivos: Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenis e
Staphylococcus resistente a meticilina, determinando-se a CIM, pelo método da diluicdo
em caldo. Todos os OEs mostraram potentente inibi¢cdo, destacando-se o OE de B.
multiflora, por ter sido ativo em todos os microrganismos ensaiados (4,68ug.mL™).

Foram preparados os extratos brutos etanolico e metanolico de B. multiflora, D.
quitarensis, F. longifolia e G. punctata, respectivamente, EBEBM, EBMBM, EBEDQ),
EBMDQ, EBEFL, EBMFL, EBEGP e EBMGP, com rendimentos variando de 11 a
15%. A triagem fitoquimica preliminar demonstrou a presenca de fenois e taninos para

todos os extratos, exceto os EBMDQ e EBEDQ, os quais foram os Unicos a testarem
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positivo para flavonoides e alcaloides. A presenca de terpendides foi constatada em todos
0s extratos, exceto EBMBM, EBEDQ e EBMDQ.

O EBMBM aprentou o maior teor de FT (31,89+ 1,04 mgAG/g) e a maior AA
(CEso= 4,24+0,75 pg.mL™). Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlagio entre
AA e FT, considerando todos os extratos analisados.

Nenhum dos extratos se mostrou promissor quanto a atividade antibacteriana
frente a nenhuma das linhagens testadas nesse estudo, pelos métodos de difusdo em Agar
—técnica do poco e da CIM.

Foi possivel identificar, por meio de ESI-MS e LC/MS, quatro alcaloides do tipo
aporfinicos no EMDq e vinte alcaloides EMGp, sendo nove do tipo benzilisoquinolinico,
sete aporfinico, um oxoaporfinico, um isoquinolinico, um pirrolidinico e um
azaantracénico. Destaca-se ainda que a abundancia de alcaloides, com predominancia
para os aporfinicos e benzilisoquinolicos, observada nesse trabalho, esta em acordo com

o0 descrito na literatura para Annonacea.
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