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RESUMO

Annona montana Macfad pertencente a familia Annonaceae, popularmente
conhecida como “araticum” ou “falsa graviola”. Tem sido utilizada por populac¢des
tradicionais como fitoterdpico para o tratamento de diversas enfermidades. Metabélitos
secundarios isolados dessa espécie apresentam propriedades farmacolégicas tais como a
citotoxica, antiparasitdria, larvicida e anticoagulante. Este trabalho objetiva o estudo
fitoquimico e biolégico da A. montana. Para isso, foram realizadas extragdes com
diferentes solventes (hexano, etanol e metanol) do cerne e das cascas. O extrato
metandlico do cerne foi submetido ao tratamento acido-base convencional. Do extrato
etandlico das cascas do tronco foi feito particoes liquido-liquido. Ambos foram submetidos
ao processo de fracionamento cromatografico utilizando diferentes fase estacionaria e
gradientes de eluentes de polaridade crescente, resultando no isolamento de dois
alcaloides conhecidos. A fracdo alcaloidica do extrato metandlico resultou no isolamento
do alcaloide com esqueleto oxoaporfinico conhecido como liriodenina. Da fracdo acetato
de etila do extrato etandlico foi isolado o alcaloide de esqueleto pirimidino-8-carbolino
denominado annonmontina. Para elucidacdo estrutural foram utilizadas as técnicas de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H e *3C uni- e bidimensional) e
Espectrometria de Massas (EM). Os extratos brutos, fragGes e substancias isoladas foram
submetidos a avaliagdo de atividade antimicrobiana e inseticida frente Aedes aegypti. Os
resultados obtidos demonstraram que as fragdes alcaloidica e a neutra apresentaram
significativa atividade antimicrobiana contra Klebsiella pneumoniae, formando halos
translicidos de inibicdo medindo entre 20 e 30 mm, respectivamente. Na avaliacdo da
atividade larvicida, a fragdo neutra apresentou ClLso de 3,6 pug/mL sendo capaz de matar
100% das larvas, apos 48 h. A fragdo alcaloidica, CLso de 7,9 pg/mL, com mortalidade de
90% das larvas nesse mesmo tempo. A annonmontina, um dos compostos isolados,

mostrou-se eficaz na mortalidade de insetos adultos de A. aegypti.

Palavras-chaves: Metabdlitos secunddrios; cromatografia; atividade larvicida;

alcaloides.
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ABSTRACT

The species Annona montana belongs to the Annonaceae family and is popularly known as
“araticum” or “false soursop”. In the regions where it is endemic, it has been used as a
phytotherapeutic agent for the treatment of various diseases. The observation of the close
relationship between the ethnomedicinal use and the production of chemical compounds
from species of this family motivated the isolation of secondary metabolites with
pharmacological properties such as cytotoxic, antiparasitic, larvicidal and anticoagulant.
Therefore, this work aims to study the phytochemical and biological properties of A.
montana. For this purpose, extractions with different solvents (hexane, ethanol and
methanol) were performed from the dried and ground trunk. The methanolic extract of the
heartwood was subjected to conventional acid-base treatment. The ethanolic extract of
the trunk bark was partitioned into liquids. Both were subjected to the chromatographic
fractionation process using different stationary phases and eluent gradients of increasing
polarity, resulting in the isolation of two known alkaloids. The alkaloid fraction of the
methanolic extract resulted in the isolation of the alkaloid with oxoaporphinic skeleton
called liriodenine. From the ethyl acetate fraction of the ethanolic extract, the alkaloid with
pyrimidine-B-carboline skeleton called annonmontine was isolated. Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy (*H and *3C NMR, one- and two-dimensional) and Mass
Spectrometry (MS) were used for structural elucidation. The crude extracts, fractions and
isolated substances were subjected to evaluation of antimicrobial and insecticidal activity
against Aedes aegypti. The results obtained demonstrated that the alkaloid and neutral
fractions presented significant antimicrobial activity against Klebsiella pneumoniae,
forming translucent inhibition halos measuring between 20 and 30 mm, respectively. In the
evaluation of larvicidal activity, the neutral fraction presented a LCso of 3.6 ug/mL, being
capable of killing 100% of the larvae after 48 h. The alkaloid fraction, LCso of 7.9 pg/mL,
with mortality of 90% of the larvae in the same time. Annonmontin, one of the isolated

compounds, proved to be effective in the mortality of adult insects of A. aegypti.

Keywords: Secondary metabolites; chromatography; larvicidal activity; alkaloids.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo importantes para a vida terrestre, especialmente quando se
trata da sobrevivéncia humana (Schenkel et al., 2003; Schaal, 2019). S3o elas que fornecem
0 oxigénio para a respiracao e alimentos que nutrem o corpo. Além disso, sao fontes de
matéria-prima para a producdo de vestuario, habitacdo, utensilios domésticos, meios de
transporte, e mais: sdo a principal fonte de substancias responsaveis por restaurar a saude
humana (Schenkel et al., 2003; Giulietti et al., 2005; Schaal, 2019).

O progresso das antigas civilizaces é repleto de demonstracdes da habilidade
em utilizar os recursos naturais para a pratica da medicina e em diversas areas. Na histoéria
do Brasil, por exemplo, a chegada dos colonizadores estd diretamente ligada a busca por
produtos naturais (as especiarias), as quais estimularam varias disputas por posse da nova
terra entre diferentes povos europeus (Schelb, 2019). Durante esse periodo, o costume dos
povos originarios chamava a atencdo dos invasores, principalmente na maneira como estes
buscavam o alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas, explorando com
maestria as propriedades medicinais das plantas (Da Silva et al., 2020; Gémez-Rojas, 2021).

A importancia medicinal dos metabdlitos secundarios originados de plantas é
inquestionavel, e estd intimamente relacionada com as caracteristicas fisicas das
moléculas. Essas descobertas revolucionaram a histéria, pois possibilitaram o tratamento
ou a cura para muitas doengas graves como o cancer, a maldria, a dengue, o Alzheimer e
outras (Simdes et al., 2003).

Contudo, microrganismos patdgenos tém se adaptado, tornando-se resistentes
a muitos medicamentos. Um exemplo sdo as doengas causadas por fungos e bactérias, que
a cada ano tornam-se mais resistentes e, portanto, mais dificeis de serem tratadas. As
infec¢des microbianas estdo entre as principais causas de morte relacionadas a doengas
infecciosas em todo o mundo e possuem dados cada vez mais alarmantes (WHO, 2023).

A organizacdo mundial da saude (OMS) estima a mortalidade de mais 5,2
milhdes de pessoas, em consequéncia de infec¢gdes bacterianas resistentes aos
medicamentos nos préximos anos. Essa situacdo pode ser considerada uma “pandemia
silenciosa”, uma vez que relatérios dessa organizagdo indicam mais mortes por infec¢des
microbianas resistentes do que por AIDS, e uma quantidade semelhante ao nimero de

mortes por doencas crénicas ndo transmissiveis, como as diabetes (WHO, 2023).
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As arboviroses também tém sido um desafio crescente para a saude publica
mundial. O mosquito Aedes aegypti, por exemplo, destaca-se como o principal vetor de
dengue, febre amarela, zika e chikungunya, causando surtos epidémicos ha mais de um
século. Em 2022, a regido das américas registrou um numero recorde de 2.811.433 casos,
consolidando-se como o terceiro ano com o maior numero de casos em toda a histéria
(Brasil, 2023).

Dados epidemiolégicos do Ministério da Saude brasileiro indicam que, até
setembro de 2023, foram notificados cerca de 1.530.940 casos provaveis e 946 dbitos por
dengue no pais. No estado do Amazonas, o mesmo periodo registrou 5.440 casos,
representando um aumento significativo em relacdo aos 2.805 casos notificados em 2022.
Essa situacdo tem tornado a busca por novas substancias capazes de combates esses
organismos, uma pauta de grande relevancia em todo o mundo (Brasil, 2023). Entre as
familias do reino vegetal que se destacam na producao de metabdlitos com potencial para
producdo de novos farmacos esta a familia Annonaceae (Leboeuf et al., 1982a).

Comunidades tradicionais costumam utilizar espécies dessa familia para o
tratamento de uma série de doencas (Leboeuf et al., 1982a). Além disso, nos ultimos anos,
estudos com metabdlitos secundarios isolados de espécies de Annonaceae demonstraram
serem candidatos em potencial para a fabricagao de farmacos, por apresentarem inUmeras
atividades bioldgicas como antimicrobiana, larvicida (Bhardwaj et al., 2019), antitumoral
(Pedro et al., 2013), antileishmania (Costa et al., 2000), antifungica (Méndez-chavez et al.,
2022), analgésica, antiflamatdria (Jamkhande et al., 2015), inseticida (Hidalgo et al., 2020)
e antimaldrica (Quilez et al., 2018). Embora a familia inclua diversas espécies com
importancia medicinal, um pouco mais 10%, tém sido investigadas, mostrando a
necessidade de mais estudo com a familia Annonaceae (Bhardwaj et al., 2019).

Considerando que o uso de plantas medicinais tem acompanhado a evolugao
da humanidade através dos tempos, e hoje podem ser utilizadas como base para a
formulagcdo de medicamentos que impactam positivamente no tratamento de diversas
doencas, justifica-se a pesquisa a ser realizada com a Annona montana Macfad., pois,
atende a necessidade da descoberta de novas moléculas biativas, possibilita o
entendimento dos efeitos bioldgicos dos metabdlitos desta espécie em diferentes

organismos vivos e contribui com o conhecimento quimico da familia e do género.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir com o conhecimento sobre espécies da flora amazoénica através do

estudo fitoquimico e biolégico da familia Annonaceae.

2.2 Objetivos especificos

v Analisar o perfil quimico de A. montana;
v Realizar o isolamento de constituintes quimicos presentes na espécie;

v Elucidar as estruturas dos metabdlitos isolados dos extratos;

v" Avaliar o potencial antimicrobiano e inseticida dos extratos brutos, fracdes e

substancias isoladas da espécie.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Consideragdes da familia Annonaceae

Annonaceae é uma das maiores e mais importantes familias da ordem das
Magnoliales. S3o conhecidas por suas caracteristicas fisicas marcantes e por apresentarem
um promissor potencial farmacoldgico.

As espécies dessa familia possuem distribuicdo pantropical, ou seja, ocorrem
em paises de todas as regides dos trépicos no globo terrestre (Chatrou et al.,, 2012). Em
pesquisas feitas por Doyle e colaboradores (2004) ha indicios de que a familia Annonaceae
teve sua origem na América do Sul, quando os continentes ainda estavam unidos por placas
tectdnicas (Pangeia) e posteriormente, teve sua dispersdo pela Asia e demais continentes.
Hoje, sdo encongtradas nas Américas, Sudeste Asiatico, llhas do Pacifico, Austrélia, india,
Africa e outras regiGes, como pode ser visto na parte em destacada no mapa da Figura 1.

Atualmente sdo catalogadas 2.400 espécies, organizadas em 107 géneros (Gou et al., 2017).

Figura 1 — Distribuicdo geografica da familia Annonaceae. Fonte: CHATROU et al., 2012.

No Brasil, a familia Annonaceae esta presente nos biomas Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal. Estdo registradas 32 géneros e 385 espécies (Lobdo et
al., 2020). Porém, ocorrem com maior representatividade na Amazoénia e na Mata Atlantica
(Di Stasi et al., 2003). Dentre os géneros descritos, os mais expressivos na flora brasileira
sdo: Annona, Xylopia e Guatteria (Lopes e Mello-Silva, 2014).

Quanto as formas de vida, a familia Annonaceae inclui espécies arbdéreas, em
menor quantidade arbustivas, lianas, trepadeiras e subarbustivas (Di Stasi et al., 2003;
Lobdo et al., 2020). Sdo plantas de médio porte com cascas formadas por fibras longas e

resistentes conhecidas popularmente como envira. Quando cortadas, as diversas partes
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(caule, folhas ou ramos) liberam um odor citrico forte facilitando a identificacdo. Suas
folhas sdo alternas (folhas que ocorrem em um Unico nd, em pontos diferentes do ramo),
e algumas disticas (folhas que ocorrem em uma unica fileira) (Mosca et al., 2006).

E uma familia com espécies que podem ser cultivadas, o que confere a estas
uma importancia significativa, pois, além de proporcionarem um maior conhecimento das
espécies, ainda traz uma série de beneficios, sobretudo econémico (Mosca et al., 2006).

No aspecto econOmico, muitas espécies apresentam grande importancia
devido a producdo de frutos comestiveis, que sdo muito apreciados pelo sabor e a
facilidade de serem transformados em polpas, sucos e derivados (Di stasi et al., 2003).
Dentre as espécies de anondceas que produzem frutos comestiveis, as mais conhecidas sao
do género Annona (Mosca et al., 2006).

Outras, sao cultivadas para usos terapéuticos em diversas comunidades do
mundo. A graviola (Annona muricata), por exemplo, na regido amaz0nica, o suco dos frutos
¢é utilizado como antitérmico, diurético e no combate a insonias leves e aftas. A infusdo das
folhas secas é usada contra insonias, dores de cabeca, emagrecedor, e contra cistite (Di
Stasi et al., 2003).

Algumas espécies de Annonaceae africanas tém uma ampla variedade de
aplicagdes medicinais em comunidades locais. Entre as principais aplicagdes tradicionais
incluem: O decocto das cascas de A. senegalensis, é utilizado para tratar febre, infecgdes
respiratdrias, convulsdes e picadas de cobra; as sementes de Xylopia aethiopica sdo
aplicadas para dores no peito, tosse e parasitas intestinais; A casca de Duguetia staudtii é
empregada no tratamento da malaria e problemas respiratérios. Diferentes partes destas
plantas, como cascas, folhas, raizes, frutas e sementes, sdo utilizadas para tratar uma
variedade de condi¢Bes de saude, como malaria, diabetes, problemas intestinais, dores,
infeccdes e inflamagdes (Rangel et al., 2024).

Ademais, ha outros usos popularmente divulgados. O uso da madeira, por
exemplo, aplicado na fabricacdo de objetos e utensilios, as fibras sao utilizadas na
fabricacdo de cordas e os 6leos na producao de cosméticos, sendo um dos mais conhecidos
os derivados da espécie ylang-ylang (Cananga odorata) (Di stasi et al., 2003).

Outro uso importante, é o da espécie Xylopia aromatica, que em algumas
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regides é utilizada como condimento em substituicdo a Pimenta-do-reino (Di stasi et al.,
2003). Ha relatos do uso dessa familia para obtencdo de dleos comestiveis e fabricacdo de
sabdo, das sementes de algumas plantas, e na producdo de alcool de madeira (Leboeuf et
al., 1982a).

Contudo, as anondceas despertam o interesse cientifico devido a presenca de

uma diversidade de compostos quimicos bioativos que essas plantas produzem.

3.2 Principais constituintes quimicos da familia Annonaceae e atividade bioldgica

Os estudos fitoquimicos com espécies da familia Annonaceae reportam o
isolamento de alcaloides, acetogeninas, terpenoides, compostos fendlicos (flavonoides,
lignoides, catequina, taninos), saponinas, além de metabdlitos presentes nos dleos
essenciais. Entre essas, as principais classes de compostos bioativos produzidos sdo os
alcaloides, terpenos e flavonoides. Esses metabdlitos sdo associados a significativas
atividades bioldgicas, tais como: citotéxica, pesticida, vermicida, antioxidante,
antimicrobiana, antirreumatica, antiviral, imunossupressora, antiemético, inibidora do
apetite, neuroprotetora e antimalarica (Santos et al., 2007; Costa et al., 2011; Menezes et
al., 2021; Rangel et al., 2024).

Segundo Leboeuf e colaboradores (1982a), alcaloides sdo a principal classe de
metabdlitos utilizados na caracterizagao da familia Annonaceae. No entanto, também sao
definidos como substancias naturais nitrogenadas, farmacologicamente ativas,
comumente encontrados em Angiospermas (Simdes et al., 2003). Ao longo da histéria,
esses compostos demonstram ampla utilidade em muitas civilizagdes. Devido suas
estruturas complexas e atividades bioldgicas significativas, foram empregados como
medicamentos, venenos e até por¢des magicas em rituais religiosos e cerimonias
tradicionais. Sdo considerados os compostos organicos naturais mais antigos e estudados,
conforme destaca Yang e colaboradores (2024).

Um estudo feito por Lucio e colaboradores (2015), identificou 934 alcaloides
presentes em 254 espécies de anondaceas, destes aproximadamente 800 alcaloides sao
oriundos do esqueleto isoquinolino. Os principais esqueletos alcaloidicos reportados sao:
isoquinolino simples (1), bisbenzilisoquinolino (2), benziltetrahidroisoquinolino (3),

bisbenziltetraidroisoquinolino (4), protoberberino (5), tetrahidroprotoberberino (6);
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aporfino (7), oxoaporfino (8), proaporfino (9) e fenantreno (10); (Leboeuf et al., 1982b;
Costa, 2009; Menezes et al., 2021). A Figura 2 mostra os esqueletos de alguns dos alcaloides

mais frequentes nesta familia.
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Figura 2 — Estruturas dos principais alcaloide isoquinolinicos encontrados na Annonanceae. Fonte:
Adaptado de Costa (2009).

A segunda classe de metabdlitos mais abundante em Annonaceae sdo os
terpenos, sendo mais frequentes os monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (Menezes
etal, 2021).

Outra classe que tem chamado atengdo nessa familia sdo as acetogeninas,
principalmente por serem quase exclusivamente encontrados em Annonaceae. Esta é uma
classe de metabdlitos secundarios oriundos da via do acetato, que tem ganhado destaque
como metabdlito anticancerigeno (Neske et al., 2020).

Estruturalmente, esses compostos sdo caracterizados pela presenca de uma

cadeia alquilica longa, formada por uma combinacgdo de acidos graxos com uma unidade 2-
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propanol. Apresentam grande variedade estrutural, com a combinac¢des de anéis e de
substituintes oxigenados (Bermejo et al., 2005; Neske et al., 2020).

Desde a primeira acetogenina isolada, uvaricina, uma substancia com
propriedades antitumoral extraida da Uvaria acuminata (Wang et al., 2001; Rakotomanga
et al., 2004), mais de 600 outras foram descritas em Annonaceae (Neske et al., 2020). Elas
estdo presentes em casca, cerne, raizes, folhas, mas especialmente, em sementes de
espécies dessa familia (Di stasi et al., 2003; Neske et al., 2020).

As acetogeninas apresentam propriedades tao diversas quanto suas estruturas
guimicas, incluindo atividades antitumoral, citotdxica, antimaldrica, antimicrobiana, e, em
alguns casos, antioxidante (Lima et al., 2012; Yiallouris et al., 2022; Ma et al., 2022). Estudos
sobre o mecanismo de acdo de acetogeninas tém focado em sua citotoxicidade contra
células cancerigenas humanas, demonstrando que esses policetideos sao inibidores do
complexo | (NADH: ubiquinona oxidorredutase) na cadeia respiratéria das células tumorais,
processo que se relaciona com a morte celular através do bloqueio da producdo de ATP
(adenosina trifosfato) pelas células (Neske et al., 2020).

Com o intuito de aprimorar a organizacao e clareza, a nova classificacdo propoe
a categorizacdo das acetogeninas de Annonaceae baseada na estrutura dos anéis centrais
e terminais sendo: Mono- Tetrahidrofurano - Acetogeninas contendo apenas um anel de
THF (T-A e T-B); Bis-THF adjacente sdo acetogeninas com dois anéis de THF em configuragao
adjacente (T-C e T-E). Bis-THF ndo adjacente sao acetogeninas com dois anéis de THF em
configuracdo nao adjacente (T-D e T-H); Anel ndo-THF sdo acetogeninas sem anel de THF;
Tri-THF - Acetogeninas com trés anéis de THF (T-F); Acetogeninas ndo classicas sao
acetogeninas que ndo se encaixam nas categorias anteriores, incluindo compostos com
THP (tetrahidropirano), THF hidroxilados no anel e epdxi (T-Gi, T-G2, T-Gs, E-A, E-B e E-C)
(Bermejo et al., 2005; Neske et al., 2020).

A lactona terminal é classificada atendendo aos grupos substituintes e
insaturacdes da cadeia: L-B: a-acetonil saturado y-lactona; L-B2: a-acetonil-a, 8-
insaturada-y-lactona; L-C: y-lactona saturada; L-D: y-lactona-a, 8-insaturada com 34- ou 36-
OH; L-E: y-hidroxi metil-y-lactona saturada; L-F: 8-metoxi-y-metileno-a,8-insaturada-y-

butirolactona (Bermejo et al., 2005). Na Figura 3, é possivel visualizar a variedade estrutural
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descritas para as acetogeninas, o que confere a elas as propriedades bioldgicas marcantes.

....................................................................................................

Tipos de sistemas a-hidroxilado THF e THP

: OH HO 5
' HO OH OH o o OH ;
: o 0 !
. OH E
E T-A TB T-C T-D |
l o :
: oA 0 0 O OH:
i o) O OH '

T-E TF TH
OH OH OH HO
0 o) (@) 0]
OH
T-G1 T-G2

Tipos de anéis y-lactonas

1 0 1
: 0 0 ° 5 o ° 5 !
! — ' N\~ !
: R :
: L-A L-B, L-B, L-C :
. o) .
| R %0 oH 0 H3CO |
; PN CH,00H — R !
: L-D L-E L-F :

Figura 3 — Estruturas de acetogeninas Annonaceae. Fonte: Adaptado de Bermejo et al., (2005).

A classificagdo relativa das acetogeninas é crucial para entender suas
propriedades bioldgicas e mecanismos de a¢do, além de facilitar a identificacdo e estudo
desses compostos naturais (Bermejo et al., 2005).

Além de alcaloides, terpenos e acetogeninas, as anonaceas apresentam
diversos outros metabdlitos indispensaveis a adaptacao e a sobrevivéncia desses vegetais.
A grande maioria desses metabdlitos possui propriedades bioativas benéficas aos seres
humanos, como ja mencionado anteriormente.

Dentre estes 107 géneros da familia Annonaceae, destaca-se o género Annona,
nativo da América Central e das Indias Ocidentais, que inclui algumas espécies de grande

importancia socioecondmica na regidao amazonica.
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3.3 Género Annona

Segundo Leboeuf e colaboradores (1982b), Annona é um dos géneros mais
expressivo da familia Annonaceae, pois, apresentam muitas espécies, inclusive com valor
econémico. S3o aproximadamente 107 espécies geograficamente distribuidas em torno
dos trépicos. No Brasil, o género Annona é encontrado nos biomas Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (Mendes-silva et al., 2023).

Na Amazonia, espécies desse género sdo chamadas de “cargueira” em virtude
de suas cascas fibrosas poderem ser utilizadas como suporte de carga. Outras espécies,
podem ser utilizadas em projetos paisagisticos, por serem plantas vigorosas e elegantes, e
ainda a madeira pode ser utilizada para diversos fins, como a producdo de papel, a
elaboracdo de brinquedos ou de ferramentas. Ademais, por apresentar madeira leve e
flexivel podem ser utilizadas na producdo de ripas, miolos de porta, caixotes e painéis.
Boias e rolhas também sdo fabricadas das cascas e raizes (Lorenzoni et al., 2016).

Economicamente, o género Annona tem destaque devido o fornecimento de
frutos comestiveis (Lorenzoni et al., 2016). Estes podem ser consumidos in natura, mas
frequentemente sdo utilizados na producdo de sucos, doces e sorvetes (Diniz et al., 2013).
A gravioleira (A. muricata) é a espécie com maior potencial industrial, apresentando plantio
em escala comercial (Dutra et al., 2012b). Além desta, entre as espécies mais divulgadas,
consumidas e cultivadas no Brasil estdo a fruta do conde (A. squamosa), araticum (A.
crassiflora), cherimoia (A. cherimola), atemoia (A. cherimola x A. squamosa) e o biriba (A.
mucosa) (Dutra et al., 2012a; Rebélo, 2014).

Fora o destaque pela producdo de frutos, as Annonas sao popularmente
conhecidas por suas propriedades terapéuticas. Todas as partes das arvores deste género,
sdo vastamente utilizadas como medicamentos tradicionais contra uma série de doencas
humanas, incluindo cancer, diarreia, febre, maldria, reumatismo, erup¢des cutaneas e
vermes, cistite, diabetes, dores de cabeca, insbnia, picadas de cobra, disfuncao erétil e
infecgdes (Chen et al., 2001; Fall et al., 2003; Moghadamtousi et al., 2015).

Entre as bioatividades de metabdlitos que se destacam estdo a do acido
ascoérbico, flavonoides e polifendlicos isolados de A. pickelii e A. salzmannii, que

apresentaram atividade antioxidantes, em testes feitos com radical DPPH (radical a, a-

22



diphenyl-8-picrilhidrazil). E, dos componentes de 6leos essenciais obtidos das folhas de

duas espécies A. vepretorum e A. salzmannii, que exibiram atividades antimicrobianas e

larvicidas (Bhardwaj et al., 2019). Ademais, os extratos das folhas de A. squamosa e A.

senegalensis mostraram alta atividade antiplasmaddica, assim como, o extrato da raiz de A.

senegalensis que apresentou atividade antimalarica contra Plasmodium falciparum (Fall et

al., 2003).

Anaya-esparza e colaboradores (2020), fizeram uma revisdo completa de

bioatividade do género Annona, destacando diversas propriedades farmacoldgicas.

Complementarmente, o Quadro 1 lista atividades bioldgicas reportadas de diferentes

espécies desse género.

Quadro 1 - Atividades bioldgicas de diferentes espécies do género Annona.

Espécie Atividade bioldgica Referéncias
estudada
A. foetida Tripanocida Costaetal.,, 2011
A. mucosa Antileishmania Vila-nova et al., 2011;
Brigido et al., 2020;
A. crassiflora Antifungica Borges et al., 2021;
Méndez-chavez et al., 2022;
A. purpurea Antiprotozodrio Diaz-Godinez et al., 2020;
A. reticulata Antidiabética Jamkhande e Wattamwar, 2015;
A. squamosa, Analgésico e antiflamatdrio Jamkhande e wattamwar, 2015;
A. senegalensis
A. reticulata Contraceptiva Pathak e Zaman, 2023;
A. squamosa
A. montana Inseticida Hidalgo et al., 2020
A. atemoya Antialzheimer Limetal., 2019
A. salzamannii Citotoxica Ribeiro et al., 2021
A. muricata Antimicrobiana Cagnini et al., 2021
A. senegalensis Antioxidantes Tamfu et al., 2020

Estudos feitos por Costa e colaboradores (2006) com A. foetida, resultou no

isolamento dos alcaloides, liriodenina (11), annomontina (12) e outros derivados, ambos

com atividade antileishmania. Enquanto Liaw e colaboradores (2008) isolaram de sementes
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de A. squamosa as acetogeninas citotoxica cis-annontemoina (13) e esquadiolina A (14);
Vega e colaboradores (2007), isolaram o kaempferol (15) e 6"-O-p-hidroxicinamoil-8-
galactopiranosil-kaempferol (16) e outros dois flavonoides glicosilados, com atividade
carcinogénica, das folhas de A. dioica.

Ademais, em outros estudos com espécies de Annona foram isolados, os
diterpenos 4a-hidroxi-17,19-dinor-ent-cauran-16-ona (17), acido 4-6-hidroxi-16-8-H-18-
nor-ent-cauran-17-oico (18) (Chen et al., 2020); o ciclopeptideo ciclosenegalin A (19) (Wélé
et al., 2002); e uma lignana furanica (20) (Dutra et al., 2012). A Figura 4 mostra a estrutura
guimica de cada um desses compostos, que representam a variedade estrutural dos

metabolitos de Annona.
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Figura 4 — Algumas substancias bioativas isoladas do género Annona.
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3.4 A espécie Annona montana Macfad
3.4.1 Aspectos gerais

Esta espécie é uma arvore nativa das indias Ocidentais, florestas tropicais da
América do Sul e Asia Meridional. No Brasil, encontra-se distribuida principalmente pela
Amazonia, Mata Atlantica e Pantanal, podendo ser cultivada em todo o pais (Bailon-
Moscoso et al., 2016; Quilez et al., 2018).

Recebe diversos nomes populares tais como falsa graviola, guanabana,
araticum, araticum-cagdo, graviola das montanhas, e jaca-podre. O epiteto especifico
“montana” pode ser traduzido como “vindo das montanhas” (Cavalcante, 1991; Liaw et al.,
2005; Barbalho et al., 2012; Mendes-silva et al., 2023).

E uma &rvore com tronco quase sempre curto, e de cor castanho-claro,
formando uma copa arredondada, ramificando-se desde a base. A raiz é pivotante, as
folhas sao perenes, as flores surgem dos galhos e troncos, e sdao grandes, triangulares e
espessas (Cavalcante, 1991; Mendes-silva et al., 2023). Os frutos sdao arredondados, com
casca esverdeada, acida e levemente amargos (Leboeuf et al., 1982c). A polpa amarelada
com varias sementes de coloragdo marrom (Barbalho et al., 2012; Maas et al., 2017). A

Figura 5 ilustra as partes fisicas dessa espécie.

Legenda: A- folhas; B-caule; C-flor; D-fruto.

Figura 5 — llustracdo da espécie A. montana. Fonte: arquivos pessoais.

As populacdes tradicionais costumam utiliza-la para o tratamento de picada de
cobra, insbnia, gripe, para acalmar os nervos, e comorbidades (diabetes, obesidade e

diferentes tipos de cancer) (Leboeuf et al., 1982c; Wang et al., 2002; Quilez et al., 2018).
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Tal conhecimento, motivou as investigacdes fitoquimicas com A. montana resultando em

importantes descobertas.

3.4.2 Metabdlitos de A. montana

A espécie A. montana, conhecida por suas propriedades medicinais, se destaca
por conter uma grande variedade substancias quimicas com diversas propriedades
farmacolégicas. A distribuicdo desses compostos varia entre as diferentes partes da planta,
conferindo-lhe caracteristicas importantes. Substancias das classes das acetogeninas,
alcaloides, quinonas e esteroides fazem parte da composicao das folhas (Wu et al., 1993);
as sementes, por sua vez, contém acetogeninas, alcaloides e ciclopeptideos (Liaw et al.,
2005; Chuang et al., 2008); alcaloides também sdo encontrados nas raizes, e os frutos

contém uma série de compostos volateis (Pino et al., 2002).

3.4.2.1 Acetogeninas

As acetogeninas se destacam como os compostos majoritarios em A. montana.
Originadas na via do acetato a partir de acidos graxos de cadeia longa insaturados, essas
moléculas assumem um papel de destaque no combate ao cancer, como evidenciado por
pesquisas recentes (Neske et al., 2020).

Estruturalmente, as acetogeninas sao caracterizadas pela presenga de uma
cadeia alquilica longa contendo entre 35 e 38 carbonos, formada a partir de uma
combinagdo de acidos graxos com uma unidade 2-propanol no carbono 2, que origina uma
y-lactona a, B-insaturada substituida por metil (Bermejo et al., 2005; Neske et al., 2020).

Com ampla variedade estrutural, em combinagdes de anéis tetrahidrofurando
(THF) ou tetrahidropirano (THP) e epdxi (Neske et al., 2020). A organizacdo em grupos
considera principalmente os tipos de sistema THF, os tipos de cadeia y-lactona e a
configuracdo relativa (Neske et al., 2020). O Quadro 2 mostra as caracteristicas estruturais

das acetogeninas isoladas de A. montana e a Figura 6 (pag 30) apresenta suas estruturas.
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Quadro 2 — Acetogeninas isoladas de diferentes partes de A. montana. 1CAS = Chemical Abstract Services; ?Dados do SciFinder.

Tipo de
THF / Ti Férmul 2F
1cAs Nome Posi¢cao OH / Tipo ormuia Partes da Planta . st’u c.ios Referéncias
dey - Molecular bioldgicos
lactona
287717-55-9 Anmontanina A (21) 4,15, 21 T-A/L-A Cs5He207 Folhas 1 Mootoo et al., 2000
287717-56-0 Anmontanina B (22) 4,8,17, 22 T-A/L-A Cs5He20s Folhas 1 Mootoo et al., 2000
287717-58-2 Anmontanina C (23) 4,17, 22 T-A/L-D Cs3sHe20s Folhas 1 Mootoo et al., 2000
., 1991; Li
137550-92-6  Annomontacina (24) 4,10, 17,22 T-A/LLA  Cs7HesOs Sementes 1 lossang et al., 1991; Liaw
etal., 2004
Mootoo et al., 2000;
. Sementes, folhas Wang et al., 2002; Liaw
111035-65-5 (+)-annonancina (25) 4,10, 15, 20 T-A/L-A C35H6407 e galhos 155 et al,, 2004; 2005; Colom
etal., 2009;
130853-76-8 (-)-annonancina (26) 4,10, 15, 20 T-A/L-A C3sHgsO7 Sementes 2 Colom et al., 2009;
Sementes. folhas Jossang et al., 1991; Liaw
123266-21-7 annonacinona (27) 4,14, 19 T-A/L-A C3sHg207 ! 1 etal., 2004; Colom et al.,,
e galhos
2009;
142488-56-0 annoreticuina (28) 4,9, 15,20 T-A/L-A C3sHgs0O7 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
2041585-23-1 Aromina A (29) 15, 20 T-D/L-A C3sHgoO7 Folhas e galhos 1 Colom et al., 2009;
422508-84-7  cis-annomontacina (30)  4,10,17,22  T-A/LLA  Cs/HesOs Sementes 1 LRIl SRR B LEL
etal., 2004 b;
172586-13-9  cis-annonancina (31)  4,10,15,20  T-A/LLA  CssHe0, —cmentes, folhas 1 Liaw et al,, 2004; Liaw et
e galhos al., 2005;
848129-63-5 cis-annonreticuina (32) 4,9, 15,20 T-A/L-A C3sHgs07 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
ND cis-montacina (33) 4,9, 20, 25 T-A/L-A C3sHg20s Sementes ND Liaw et al., 2004;
ND densicomacina (34) 4,14, 17 TB/LA C3sHe60s Folhas e galhos ND Colom et al., 2009;
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4-deoxyannomontacina

237762-43-5 (35) 10, 17, 22 T-A/L-A C37Hes0s Sementes 1 Liaw et al., 2005;
145403312 Gigantetronenina (36)  4,14,17,18  T-B/LA  CyHsOy Semzngtaelsr;c‘:'has Haw e;:’;, ’2;)83;;cmom
113817-64-4  Goniothalamicina (37) 4,10, 13, 18 T-A/LA  CssHeOs Semzngt:;;;"has 1 Liaw et al., 2004;
160399-32-6 Gigantetrocina A (38) 4,14,17,18 T-B/L-A C3sHesO7 Folhas 1 Wang et al., 2001;
153220-49-6 Gigantetrocin B (39) 4,14,17, 18 T-B/L-A C3sHgsO7 Folhas 1 Wang et al., 2001,
862892-76-0 (+)-Monhexocina (40) 4,9,15, 16 Linear CasHe6O0s Sementes 1 Liaw et al., 2005;
863037-55-2 (-)-Monhexocina (41) 4,9,15, 16 Linear C3sHgsOs Sementes 1 Liaw et al., 2005;
862815-03-0 Monlicina A (42) 4,9, 8,18 T-B/L-A Cs5He407 Sementes 1 Liaw et al., 2005;
862815-04-1 Monlicina B (43) 4,9,8,18 T-B/L-A C3sHgsO7 Sementes 1 Liaw et al., 2005;
800392-74-9 Montacina (44) 4,9, 20, 25 T-A/L-A C3sHe20s Sementes 1 Liaw et al., 2005;
848129-58-8 Montalicina A (45) 4,13,18 T-A/L-A C33He006 Folhas 1 Liaw et al., 2005;
848129-59-9 Montalicina B (46) 4,13, 18 T-A/L-A C3sHe406 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
848129-60-2 Montalicina C (47) 4,7,13,18 T-A/L-A C3sHesO7 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
848129-61-3 Montalicina D (48) 4,11, 13,18 T-A/L-A C3sHgs0O7 Sementes 1 Liaw et al., 2004
848129-62-4 Montalicina E (49) 4,7,13,18 T-A/L-A C37Hgs07 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
848129-64-6 Montalicina F (50) 4,9, 15,20 T-A/L-A C3sHgs07 Sementes 1 Liaw et al., 2004;
862892-74-8 Montalicina G (51) 4,7,9, 15,20 T-A/L-A C3sHgsO0s Sementes 1 Liaw et al., 2005
862892-75-9 Montalicina H (52) 4,7,9, 15,20 T-A/L-A C3sHg40s Sementes 1 Liaw et al., 2005
848129-65-7 Montalicina | (53) 4,9,15, 20 T-A/L-A C37Hgs07 Sementes 1 Liaw et al., 2004
848129-66-8 Montalicina J (54) 4,11,17, 22 T-A/L-A C37Hgs07 Sementes 1 Liaw et al., 2004
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273199-66-9
273199-67-0
273199-68-1
128741-23-1

ND
403656-91-7
403656-92-8
403656-93-9
403656-94-0

ND

ND
134698-86-5

167255-47-2

166990-05-2

129683-96-1

ND
155969-84-9

Montanacina B (55)
Montanacina C (56)
Montanacina D (57)
Montanacina E (58)
Montanacina F (59)
Montanacina G (60)
Montanacina H (62)
Montanacina | (62)
Montanacina J (63)
Montanacina L (64)
Montanacina K (65)
Muricatacina (66)

Murihexocina A (67)
Murihexocina B (68)

Murisolina (69)

Tucupentol (70)
Xilopianina (71)

4,8, 15,20
4,8, 15, 20
15, 20
15, 20
15,20e 29
10, 17, 22
4,8,15,20
4,15, 20, 29
4,15, 20, 29
4,8,15,20
15, 20
4

4,7,8,16,19,

20

4,7,8, 16,19,

20
4,15, 20

4,8, 16, 19, 20

4,8, 15,20

T-A/L-A
T-A/L-A
T-A/L-G1
T-A/L-G1
T-A/L-B1
T-A/L-B1
T-A/L-D
T-A/L-D
T-A/L-D
T-A/L-A
T-A/L-A

linear
T-B/L-A
T-B/L-A
T-A/L-A

T-B/L-A
T-A/L-A

C35He20s
C35He20s
C35He007
C37Hes0s
C35He207
C35He20s
C35H6209
C35He4Os
C35He4Os
C3sHe20s
C35He20s
C17H3203

Ca5He409

Cas5Hg409

CasHe406

CasHgs0s
CasHe407

Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas
Folhas

Sementes

Folhas e galhos
Folhas e galhos
Sementes

Folhas e galhos

Sementes

B R N R O D R R R

» 2 2
© O O

28

ND

Wang et al., 1999; 2000;
Wang et al., 1999; 2000;
Wang et al., 1999; 2000;
Wang et al., 1999; 2000;
Wang et al., 1999; 2000;

Wang et al., 2001;
Wang et al., 2001,
Wang et al., 2001;
Wang et al., 2001,
Hidalgo et al., 2020;
Hidalgo et al., 2020;
Colom et al., 2009;

Colom et al., 2009;

Colom et al., 2009;

Liaw et al., 2005;
Mootoo et al., 2000;

Colom et al., 2009;
Liaw et al., 2004.

Legenda: ND= ndo descrito.
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Figura 6 — Estrutura quimica de acetogeninas isoladas de A. montana
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3.4.2.2 Isolamento e purificacdo de acetogeninas de A. montana

O isolamento e a caracterizacdo dessas moléculas, etapa primordial na
investigacdo de suas propriedades e conhecimento sobre os mecanismos de acdo,
envolvem uma diversidade de métodos cromatograficos.

A extracdo do material vegetal seco e pulverizado pode ser realizada por
técnicas tradicionais como maceracdo, Soxhlet ou com ultrassom, utilizando como
solventes polares metanol, etanol ou diclorometano. Complementarmente, o extrato
bruto é particionado em solventes imisciveis com polaridade crescente (Jossang et al.,
1991; Mototoo et al., 2000; Wang et al., 2001; Liaw et al., 2004; Colom et al., 2009; Hidalgo
etal., 2020).

O fracionamento dos extratos brutos costuma ser feito em coluna
cromatografica utilizando como adsorvente silica gel ou/e Sephadex® L-20, seguida do uso
combinado de técnicas cromatogréficas para purificacdo, incluindo cromatografia flash,
cromatografia em camada delgada preparativa e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (Jossang et al., 1991; Mototoo et al., 2000; Wang et al., 2001; Liaw et al., 2004;
Colom et al., 2009; Hidalgo et al., 2020).

Os sistemas de eluicdo, parte crucial para a obtencdo das acetogeninas puras,
combinam diferentes gradientes de solventes organicos, nos quais os mais utilizados sao
diclometano e metanol por serem eficazes na eluicdo desses compostos (Colom et al.,
2009; Hidalgo et al., 2020).

Para o monitoramento do processo de isolamento, o reagente de Kedde's
(Hidalgo et al., 2020) tem mostrado eficiéncia, mesmo ndo sendo especifico para essa
classe de compostos. A mistura de acido 3,5-dinitrobenzdico e hidréxido de potdssio em
etanol reage facilmente com a y-lactona-a,8-insaturada comum na estrutura das
acetogeninas, indicada pela coloragdo rosa nas bandas de cromatografia em camada
delgada analitica (Hidalgo et al., 2020; Liaw et al, 2004). O Quadro 2, detalha as
metodologias mais utilizadas no processo de isolamento e purificacdo das acetogeninas de

A. montana (Figura 6).
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Quadro 3 - Metodologias utilizadas no isolamento e purificacdo de acetogeninas de A. montana.

Método utilizado Sistema de eluicdo Acetogeninas isoladas Reveladores Parteda  Referéncia
planta
CH,Cl,— MeOH (95:5; 90:10) Reagente de Kedde Jossang et al.,
cc CH:Cl,— MeOH-THF (85:10:5) 25,24,27 e 30 e vanilina sulfdrica  cToes 1991.
Parti¢do liquido-liquido CHCIl; — MeOH (gradiente) o VL et Folh Y- ;
cc CHaCla ~ MeOH (gradiente) 21,22,23,25060  LUiUVenisaldeido - Folhase - Mototooe
CCD preparativa CH2Cl,— MeOH (24:1) x 2 E RIS CLeh N '
CC . Wang et al.,
Sephadex® LH-20 CHZI\C/IZOI-I:/I(GSCS); (eg;asd;)”te) 25,31, 38&?&?52;”'”' 60, ND Folhas 1999, 2000 e
HPLC RP-18 0 ° ’ 2001.
CC CH,Cl,—MeOH (49:1; 19:1; 9:1)
@ . Wang et al.,
Sephadex® LH-20 CH,Cl; — MeOH (gradiente) 25e 59 ND Folhas 2002
HPLC RP-18 MeOH (85% e 95%) '
cc n-hexane-CHCls 24, 25, 27, 28, 30, 31, 32, 33, Reagente de Liaw et al.,
HPLC (analitica e (2:1,1:1,1:2,1:5, CHCl3) e 35, 36,37, 40, 41,42, 43, 44, Dragendorff, Sementes 2004a e b;
G CHCI3-MeOH 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, Kedde ou H,S0,4 Liaw et al.,
preparativa) (100:1, 50:1, 20:1, 10:1, 5:1) 53,54, 69 e 71 50% 2005.
CC
HPLC (semi- Hexano-AcOEt 25, 29, 27, 36, 34, 40, 41, 66, ND Folhase  Colometal,,
preparativa) (90:10; 70:30; 1:51; 30:70; 10:90) 67,68 e 70 galhos 2009.
o Hexano-AcOEt Luz UV, t Folh Hidalgo et al
HPLC (semi- (90:10; 70:30; 1:1; 30:70; 10:90) 25,27, 57,51, 58, 64 € 65 g s TR e
preparativa) CHCl3-AcOEt-MeOH 8 '
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3.4.2.3 Alcaloides

Os alcaloides sdo a segunda classe de metabdlitos abundantes em A. montana.
Estes sdo uma vasta classe de metabdlitos naturais nitrogenados originados de vias
metabdlicas mistas, farmacologicamente ativos, comumente encontrados em
angiospermas, apresentando uma grande variedade estrutural e importancia
socioecondmicas (Lebeouf et al., 1982).

Dentre os 19 alcaloides isolados dessa espécie seis possuem o esqueleto
aporfinicos, dois oxoaporfinicos, trés fenatrenos, dois tetrahidroisoquinolino, um
tetraidroprotoberberinicos e quatro com o esqueleto pirimidino-6-carbolino. Sendo o
ultimo encontrado em trés espécies do género: A. montana (Leboeuf et al., 1982c) e A.
foetida (Costa et al., 2006) e em A. purpurea (Del Carmen Rejon-Orantes et al., 2011). O
Quadro 4, lista esses alcaloides juntamente com a quantidade de estudos bioldgicos

publicados e Figura 7 (pag. 36) mostra a variedade estrutural.

Quadro 4 - Estrutura de alcaloides isolados de A. montana; *CAS = Chemical Abstract Services;
’Dados do SciFinder.

. Férmula Parte da 2Estudos . .
Alcaloides isolados 'cAs . re . Referéncia
Molecular Planta biolégicos

AcetilMethoxiannomontina* cascas das Leboeuf et al.,
(72) ND C1sH15NsO, raizes ND 1982c

Annomontina (73) 82504-00-5  CisHuNs ~ C25C25das 19 Leboeuf et al.,
raizes 1982c

Annonaina (74) 1862-41-5  CiHisNO, 255d3s g4 Leboeuf et al.,
raizes 1982b

Annolatina (75) 149998-52-7 CiHisNOs  Folhas 1 Wu Etl‘;/g"slg%‘

Annoretina (76) 149998-37-8 Ci9H19NO, Folhas 5 Wu et al., 1993;

Argentinina (77) 16625-57-3  Ci9H21NO; Folhas 25 Wu et al., 1993;

Argentinina acetato (78) 149172-61-2  C;1H23NO; Folhas 1 Wu et al., 1993;

Asimilobina (79) 6871-21-2  CyHoNO, ©2563sdas  oq) ELCUIEECLy
raizes 1982b;

. cascas das Leboeuf etal.,
Aterosperminina (80) 5531-98-6 C20H23NO; raizes 32 1982b:

. cascas das Leboeuf et al.,
Coclaurina (81) 486-39-5 C17H1sNO3 raizes 276 1982b:
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cascas das

Leboeuf et al.,

Coreximina (82 483-45-4  CyoHxN
oreximina (82) 83-45 19H21NO4 raizes 66 1982b;
Ch l.
Corituberina (83) 517566 CioHuNO, 525935 15y A,
raizes 2008
L f l.
Harmina (84) 442-513  CisHpN,o  S2535das 150, eboeuf et al.,
raizes 1982a
L f l.
Isoboldina (85) 3019-51-0  CioHpNO, 35635935 5og LR Gl
raizes 1982a
Folhas e Leboeuf et al.,
1982b; Wu et
Liri i 475-75-2 HgN !
iriodenina (86) 5-75 C17H9NO3 casc?s das 600 al, 1993; 1995
raizes
L f l.
Metoxiannomontina (87)  82504-01-6  CicHisNsO  C25C35 43 5 LGl
raizes 1982c
L f l.
Reticulina (88) 485198 CigHnNO, 256503 oo eboeuf et al.,
raizes 1982a
— cascas das Leboeuf et al.,
Xilopina (89) 517-71-5 C1sH17NO3 raizes 87 19823
* Derivado sintético.
N
_ H H;CO N
N
W o ~—N_NH, 0O O
oS \/é /\/>/ * < O HO N HO
H H N o NH
//\N Y ‘ O 0 HsCO O
H,CO — O OCH;4 O
OCHs
72 73 74 75 76
\ % \ HO \
HO N N O HyCO N
[ [ oo P ®
H3CO ‘ HyCO ‘ O HsCO ‘
77 78 79 80
H3CO H3CO O H3;CO. O H
N
HO O NH HO N :8 ‘ N~ Y
) ) ()
HO OCHj H3CO
OH
81 81 82 84
HsCO o) N ﬁ/ H,CO o]
NH
| I
HO O‘ N <o /N f NN HO O NO © ‘ NH
o ot 0T Y C
HsCO HsCO - H3CO
OH OCH;
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Figura 7 — Estrutura quimica de alcaloides isolados de A. montana.
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3.4.2.4 Isolamento e purificagdo de alcaloides de A. montana

Para o isolamento de alcaloides de A. montana, o extrato bruto costuma ser
preparado a partir do material vegetal seco e triturado, sendo extraido repetidamente por
maceracao estdtica a frio com metanol (Wu et al., 1993; Chuang et al., 2008). No entanto,
a extracdo também vem sendo realizada com a percolacdo do material com cloroférmio
(CHCI3) para obtencdo de metabolitos de interesse (Leboeuf et al., 1982a).

A partir da suspensdo dos extratos obtido, extrai-se os alcaloides
separadamente em uma extracdo acido-base de acordo com o procedimento classico
(Leboeuf et al., 1982a e b).

Mas por vezes, a extracao é feita solubilizando o extrato em MeOH-aquoso, e
posteriormente particionada com solventes organicos em diferenca polaridades (Wu et al.,
1993; Chuang et al., 2008), formando camadas insollUveis na fase aquosa, intencionado
separar substancias de acordo com a afinidade com cada solventes (Chuang et al., 2008)

O isolamento das bases biologicamente ativas dessa espécie de Annona é feito
combinando diferentes técnicas de separagcdo como a cristalizacdo (Leboeuf et al., 1982b),
cromatografia em coluna aberta (alumina e/ou silica gel), cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) e HPLC preparativa (fase reversa) (Leboeuf et al., 1982; Wu et
al., 1993; Chuang et al., 2008). Estes processos costumam ser monitorados com luz UV (254
e 365 nm), vapor de iodo, H,SO4 a 60% e o convencional reagente Dragendorff (Leboeuf et
al., 1982b e c; Wu et al., 1993). O Quadro 5, lista a metodologia utilizada isolamento e

purificacdo de alcaloide de A. montana.
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Quadro 5 - Metodologia utilizada para isolamento e purificacdo de alcaloide de A. montana.

Método utilizado Sistema de Alcaloides Reveladores Parteda Referéncia
eluicao isolados planta
CH,Cl,-MeOH
Cristalizagdo (2:1)
HPLC (fase reversa) CHCl3-MeOH UV (254
CC com alumina e silica CHCl3-MeOH- 74,77, nm) Cascas
gel NH4OH 90:10:1 79, 80, Vapor de dos Leboeuf et
CCDP v/v 85, 86, iodo troncose al., 1982a
Hex-CHCl3-MeOH- 88, 89 Dragendorff das raizes
NH,OH
45:45:10:1 v/v
Cascas
Cristalizagdo CH,Cl,-MeOH 72,73, dos Leboeuf et
CC com alumina (2:2) 81,84,87 ND troncose al., 1982b
das raizes
UV (254 e
Particdo lig.-lig. CHCl3-MeOH 75, 76, 365 nm) Folhas Wuetal.,
cC (10:1) 77, 86 H,S0, a 1993
CCDP 60%.
Particdo lig.-lig.
CC flash ND 83 ND Sementes Chuang et
cC al., 2008
HPLC preparativa (fase
reversa)

3.4.2.5 Outros compostos isolados

Outros metabdlitos secundarios foram isolados de A. montana pertencentes a

diferentes classes como as quinonas (90 e 91), antraquinonas (92 e 93) (Wu et al., 1987),

esteroides (94), amidas acidas (95, 96 e 97), lignana (98), aldeido (99) (Wu et al., 1994) e

ciclopeptideos (100, 101, 102, 103 e 104) (Chuang et al., 2008). Muitos dos quais

apresentam atividades bioldgicas importantes. A figura 8 mostra a estrutura quimica

desses com postos.
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Figura 8 — Estrutura de outras classes de metabolitos secundarios isolados de A. montana.

3.4.3 Atividades Biologica
3.4.3.1 Atividade citotodxica

Acetogenina sao os metabolitos de A. montana que se destacam pela atividade
citotéxica. Como exemplo citamos annonacina (25), annonreticuina (28) e montanacina
(55) (Wang et al., 2001; Liaw et al., 2004a).

As acetogeninas isoladas das folhas de A. montana exibiram potente atividade
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em células carcinogénicas de pulmao de ratos. As moléculas avaliadas foram montanacina
B (55), montanacina C (56), montanacina G (60), montanacina H (62), montanacina J (63),
gigantetrocina A (38), gigantetrocina B (39) e cis-annonacina (31) (Wang et al., 2001).

A annonacina apresentou a mais potente capacidade citotdxica nesta linhagem
celular, sendo avaliadas através do ensaio colorimétrico com sulforhodamina B (SRB) que
permitiu avaliar a capacidade dessas acetogeninas em inibir o crescimento das células
tumorais (Wang et al., 2001).

Complementarmente, Wang e colaboradores (2002), realizaram um
experimento para avaliar a atividade antitumoral in vivo com células LLC implantadas
subcutaneamente em camundongos. Confirmaram que a annonacina (25) € um potente
citotoxico, apresentando um valor T/C de 57,9% a uma dose de 10 mg/kg quando
comparado com o controle.

Compostos isolados das sementes também apresentam citotoxicidade contra
varias linhagens de células tumorais humanas, incluindo A549 (pulmao), MCF-7 (mama),
HCT-8 (ileo), SK-MEL-2 (melanoma), KB (nasofaringea), KB-VIN (KB resistente a vincristina),
U-87-MG (glioblastoma), CAKI (renal), PC-3 (prdstata), 1A9 (ovario) e PTX10 (ovario com
mutacdo no gene B-tubulina) (Liaw et al., 2004).

As acetogeninas cis-montacina (33) e montacina (44) exibiram atividade
citotdxica relevante em varias linhagens testadas, com valores de EDso variando de 0,11 a
20 pg/mL. Curiosamente, ao ser adicionado ions de célcio (Ca?* nos testes, aumentou a
eficacia inibitoria dos compostos, especialmente nas linhagens celulares da série 1A9 (Liaw
et al., 2004).

Com base nos resultados assume-se que as acetogeninas atuam como
iondforos, permitindo que ions Ca?*, atravessem as membranas celulares de forma mais
eficiente nas células cancerigenas, induzindo dessa forma a morte celular (Liaw et al.,
2004).

Outro estudo das acetogeninas 4-deoxiannomontacina (35), (+) -monhexocin
(40), (-) -monhexocin (41), monlicina A (42), monlicina B (43), montalicina G (51),
montalicina H (52), muricatacina (66) e murisolina (69), evidenciou que todos esses

compostos possuem atividade citotdxica significativa contra células de hepatocarcinoma
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humano (Hepg2). E além desta, a monlicina A (42) e monlicina B (43), também foram ativos
contra células de cancer de ovario (1A9) (Liaw et al., 2005).

Por fim, os autores concordam que o anel terminal a, 8-insaturada da y-lactona
com um grupo hidroxila no carbono 4 parecem ser cruciais para a citotoxicidade desses
compostos (Liaw et al., 2005).

Estas pesquisas tiveram como parametro um estudo realizado por Wu e
colaboradores (1993), onde testaram os alcaloides annoretine, argentinine, liriodenine e
annolatine, isolados das folhas de A. montana. O ensaio utilizou cinco modelos celulares
carcinogénicos, e foi provado que trés desses compostos apresentaram a capacidade de

inibir o crescimento destas células perigosas.

3.4.3.2 Atividade hipoglicémica e hipolipidémica

Os usos tradicionais da A. montana motivaram Barbalho e colaboradores
(2012) a investigarem os efeitos do consumo dessa planta na saude metabdlica de ratos
Wistar. No estudo in vivo, os ratos foram divididos em grupos, sendo tratados por 40 dias.
O grupo teste consumiu suco da folha e da polpa da planta. O monitoramento foi realizado
diariamente, e ao final do estudo, o perfil metabdlico dos animais foi avaliado.

As principais mudancgas observadas na saude dos ratos, apds o tratamento,
foram a redugao significativa nos niveis de glicose no sangue (glicemia), a diminui¢do nos
niveis de triglicerideos e colesterol total, o aumento nos valores de colesterol de alta
densidade (HDL-C), conhecido como "colesterol bom", a redugdao no ganho de peso dos
animais tratados em comparag¢do com os grupos controle. Ndo foram observadas varia¢des
significativas nos niveis de enzimas hepaticas (AST e ALT) (Barbalho et al., 2012).

Com base nas observagdes realizadas durante o estudo, os autores concluiram
gue o uso de A. montana pode ter efeitos benéficos na prevencado de diabetes mellitus e
dislipidemia, contribuindo assim para a prevenc¢ao de doengas cardiovasculares. Pois, ajuda
a remover o colesterol LDL ("colesterol ruim") do sangue, protegendo as artérias e
auxiliando no controle do peso corporal. Além disso, € um tratamento que ndo causa danos
ao figado. E por fim, a espécie apresenta caracteristicas promissoras que a tornam um
candidato interessante para pesquisas sobre seu potencial terapéutico em doencas

metabodlicas (Barbalho et al., 2012).
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3.4.3.3 Atividade anti-inflamatdria

Os ciclopeptideos sdo pequenas moléculas compostas por aminodcidos ligados
em um padrdo ciclico e fazem parte de compostos bioativos da A. montana. Apresentam-
se como bons candidatos para o uso terapéutico devido as suas propriedades anti-
inflamatodrias. Chuang e colaboradores (2008) investigaram o potencial terapéutico de
ciclopeptideos isolados de sementes de A. montana, especificamente ciclomontanina A
(100), ciclomontanina C (101), ciclomontanina D (103) e anomuricatina C (104).

Ao utilizar diferentes concentracdes desses ciclopeptideos, observou-se
atividade antiinflamatédria, com destaque para o composto ciclomontanina C (101). Essa
atividade se deve a inibicao da producdo de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-6
(interleucina-6), mediada pela ligacdo desses compostos a proteina NF-KB (factor nuclear
kappa B), impedindo a ativacdo dos genes responsaveis pela producdo dessas citocinas
(Chuang et al., 2008).

Essa inibicdo reduz a resposta inflamatdria desencadeada por agentes
patogénicos, como bactérias, contribuindo para o controle de processos inflamatodrios, que

estdo associados a diversas condi¢Oes patoldgicas (Chuang et al., 2008).

3.4.3.4 Atividade antiplaquetaria

Entre os diversos usos etnomedicinais da A. montana, destaca-se o seu
potencial para atenuar os efeitos de picada de cobras (Quilez et al., 2018). Estudos
cientificos demonstraram que a planta possui propriedades anti-inflamatérias e
analgésicas, que podem ajudar a aliviar a dor, o inchago e outros sintomas da picada, além
do efeito anticoagulante (Chuang et al., 2001).

Um estudo in vitro com compostos isolados dos galhos dessa planta demostrou
significativa atividade antiplaquetaria, corroborando com o uso tradicional. Os testes
foram feitos com diferentes concentragdes (300 uM, 60 UM e 15 pM) de cinco isolados de
da planta, sendo trés dcidos amidicos (N-trans-feruloiltiramina (95), N-p-coumaroiltiramina
(96), N-trans-caffeoiltiramine(97)), uma lignana (siringaresinol (98)) e um aldeido
aromatico (siringaldeido (99)) (Wu et al., 1994).

A agregacao plaquetdria € um mecanismo essencial na hemostasia, impedindo
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0 sangramento excessivo apds lesdes vasculares. Porém, quando desregulada, pode levar
a formacdo de coagulos sanguineos indesejaveis, associados a trombose, doencas
cardiovasculares e outras condi¢des patolégicas (Hatucha et al., 2021).

Os efeitos inibitérios da agregacdo plaquetaria foram induzidos por diferentes
agentes: trombina, acido araquidonico, colageno e PAF (fator ativador plaguetdrio). Nesse
contexto, os compostos 95, 96 e 97 demonstraram uma inibicdo significativa, mesmo nas
menores concentracdes. Os resultados foram expressos em porcentagens de inibicdo em
relacdo ao padrao acido acetilsalicilico (aspirina), um farmaco comumente utilizado como

antiagregante plaquetario (Wu et al., 1993).

3.4.3.5 Atividade larvicida e inseticida

As acetogeninas de A. montana, além de apresentarem atividade citotodxica,
também apresentam atividade larvicida e inseticida. Um estudo realizado in vivo testou a
toxicidade dessas moléculas contra a Spodoptera frugiperda, que é uma espécie de inseto
praga pertencente a familia Noctuidae, conhecida como lagarta-do-cartucho (Hidalgo et
al., 2020).

O teste larvicida foi feito com uma aliquota (100 pg por grama de dieta) das
acetogeninas: montanacina-D (57), montanacina-E (58), montanacina-L (64) e
montanacina-K (65) isoladas de folhas e galhos de A. montana, misturadas com a dieta
larval. O processo alimentar foi acompanhado, comparando-o com a dieta controle,
durante o desenvolvimento das larvas até sua emergéncia na fase adulta (Hidalgo et al,,
2020).

Além da taxa de mortalidade, foram avaliados os efeitos nutricionais para
inferir o mecanismo de acdo que leva a mortalidade, calculados os indices de consumo
efetivo (ECI), a taxa de crescimento (GR) e o indice de eficiéncia na utilizagdo (ECIT), com
os valores expressos como uma razao de tratamento - controle (Hidalgo et al., 2020).

A vista disso, a Montanacina-D (57) foi o composto que causou o efeito téxico
mais significativo, resultando em 40% de mortalidade em larvas de estdgios iniciais. Em
seguida, montanacina-K (65) também exibiu uma agao inseticida eficaz, causando 35% de
mortalidade nas larvas. Ademais da mortalidade nas larvas, houve a malformacdes e

reducdo de tamanho nos adultos sobreviventes, levando-os a morte antes da postura de
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ovos. Esses resultados indicam que essas acetogeninas sdo compostos promissores como
agentes inseticidas contra essa praga agricola (Hidalgo et al., 2020).

As acetogeninas cis-annonacina-10-one (27), densicomacina-1 (34),
gigantetronenina (36), de folhas e galhos de A. montana, também s3do inseticidas naturais
contra S. frugiperda (Blessing et al., 2010).

Um estudo anterior, avaliou seis acetogeninas, dessa espécie de planta,
mostrando que todas causaram 100% de mortalidade durante as fases larval ou pupal a
100 pg de tratamento por grama de dieta. Além disso, esses trés compostos (27, 34 e 36)
mostraram efeitos antialimentares, reduzindo a alimentacdo das larvas em mais de 80% na
mesma dose. E concentracdo letal média foi de (LCso) foi < 10 pg/L (Blessing et al., 2010).

As sementes de A. montana também produzem compostos com atividade
larvicida. Extratos de hexano e etanol foram testados contra larvas de Thrips tabaci L. e
Artemia salina. Os resultados da atividade contra T. tabaci L. mostraram que a mortalidade
dependendo da concentracdo do extrato, onde o extrato polar resultou em uma
mortalidade de 67,5% e o extrato ndo polar em uma mortalidade de 53,3% (Giraldo-Rivera
etal, 2021).

Os ensaios frente A. salina mostraram que a dose de 10 mg/L levou ao maior
percentual de mortalidade das larvas maiores que 80%. A concentragado letal média (LCso)
calculada apds 24 horas para o extrato ndo polar foi de 3,58 mg/L e para o extrato polar foi
de 3,22 mg/L. Isso indica que ambos os tipos de extratos foram altamente ativos (Giraldo-
Rivera et al., 2021).

O Quadro 6 resume os principais compostos bioativos isolados de A. montana.
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Quadro 6 — Estrutura de outras classes de metabolitos secundarios isolados de A. montana.

Parte da T A
Compostos Classe SEIE Bioatividade Modelo Resultados Referéncia
. . . In vitro: células RB, P- _
Annoretina Alcaloide Folhas Citotodxica 388, A-549 e HT-29. LCs0=14,47 ug/mL Wu et al., 1993
In vitro:
Argetinina Alcaloide Folhas Citotodxica RB, P-388, A-549 e HT- LC 50=4,46 ug/mL Wu et al., 1993
29.
- . . . In vitro: células RB, P-
Liriodenina Alcaloide Folhas Citotodxica 388, A-549 e HT-29. LCs50=2,51 ug/mL Wu et al., 1993
A . Antiplaque-taria
N-trans- Amid Galh Gplaquetdriae  In Vitro: Célulasp-3gg  Eof LA deinibio o0
feruloiltiramina mida aihos an Eitao?cgii:ana € nvitro: Leluias k= em 30 uM Citotoxidade uetat,
LC s0= 7,97 pg/mL
N A - Antiplaquetaria
L , AEregacao o 85,7 £ 0,9 % de inibicio
coumaroiltiramin Amida Galhos antiplaquetariae  In Vitro: Células P-388 . . Wu et al., 1994
o em 30 uM Citotoxidade
e Citotoxica
LCs0= 2,26 pg/mL
Agregacio Antiplaquetaria
- - 85,1+ 2,2 % de inibica
N .trfJns . Amida Galhos antiplaquetariae  In Vitro: Células P-388 > € |n|. e Wu et al., 1993
cafeoiltiramina . em 30 uM Citotoxidade
Citotoxica
LCs0= 2,92 pg/mL
In Vitro: Citotoxidade Citotoxidade
Siri inol Li Galh Citotoxi Wu et al., 1993
iringaresino ignana alhos itotoxica em P-388 LC o= 0,67 pg/mL ueta
jitro: Ci i Citotoxidade EDso= 3,28
Sinrigaldeido Aldeido Galhos Citotodxica i Hligrer Clizsizorzatls totoxicade £Lso Wu et al., 1993
em P-388 pg/mL
Montanacina B Acetogenina Folhas Citotdxica In vitro: células LLC LCs0= 0,51 pug/mL Wang et al., 2001
Montanacina C Acetogenina Folhas Citotodxica In vitro: células LLC LC 50= 0,074 pg/mL Wang et al., 2001
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Montanacina H
MontanacinaJ
Gigantetrocina A

Gigantetrocina B

Anonacina

cis-annonacina

Montanacina F

Montacina

cis-montacina

Montaliscina A
Montaliscina B
Montaliscina C
Montaliscina D
Montaliscina E
Montaliscina F

Montaliscina |

Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina

Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina
Acetogenina

Acetogenina

Folhas
Folhas
Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Sementes

Sementes

Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes
Sementes

Sementes

Citotédxica
Citotodxica
Citotédxica

Citotodxica

Citotdxica

Citotodxica

Citotodxica

Citotodxica

Citotodxica

Citotoxica
Citotoxica
Citotoxica
Citotoxica
Citotoxica
Citotoxica

Citotodxica

In vitro: células LLC
In vitro: células LLC
In vitro: Células LLC

In vitro: células LLC

In vitro e in vivo:
células LLC

In vitro: células LLC

In vitro: células LLC

In vitro: Células A549
MCF-7, HCT-8, SK-
MEL-2 e KB
In vitro: Células A549
MCF-7, HCT-8, SK-
MEL-2 e KB

In vitro:

In vitro:

In vitro:

In vitro:

In vitro:

In vitro:

In vitro:

Células HepG2
Células HepG2
Células HepG2
Células HepG2
Células HepG2
Células HepG2

Células HepG2

LCs0= 0,69 ug/mL
LC 50= 0,73 ug/mL
LC 50= 0,046 ug/mL

LC 50= 0,076 ug/mL

LC so= 0,012 ug/mL
Significativa atividade na
concentra¢do de 10
mg/kg

LC so= 0,043 pg/mL

LC 5= 0,083 pg/mL

LC so= 10,0-16,6 pg/mL

LC 50= 6,0-15,0 pug/mL

LC so= <0,01 pg/mL
LCs0= 0,53 pg/mL
LC s0= 0,022 pg/mL
LCs0=1,99 pg/mL
LCs0=0,13 pg/mL
LC s0=<0,01 pg/mL

LCs0=0,11 pg/mL

Wang et al., 2001
Wang et al., 2001
Wang et al., 2001

Wang et al., 2001

Wang et al., 2001

Wang et al., 2002

Wang et al., 2001

Wang, et al., 2002

Liaw et al., 2004

Liaw et al., 2004

Liaw et al., 2004
Liaw et al., 2004
Liaw et al., 2004
Liaw et al., 2004
Liaw et al., 2004a
Liaw et al., 2004

Liaw et al., 2004
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Montaliscina J Acetogenina  Sementes Citotoxica In vitro: Células HepG2 LC s0= <0,01 pg/mL Liaw et al., 2004
cis-

annonreticuina Acetogenina  Sementes Citotoxica In vitro: Células HepG2 LC s0= 0,0024 pg/mlL Liaw et al., 2004
Ciclomontanina A Ciclopeptideos Sementes Anti-inflamatéria  In vitro: Células J774A ND Chuang et al., 2008
Ciclomontanina B Ciclopeptideos Sementes In vitro: Células J774A ND Chuang et al., 2008

In vitro Anti-
Ciclomontanina C  Ciclopeptideos Sementes Anti-inflamatdria inflamatdria: Células ND Chuang et al., 2008
J774A

Ciclomontanina D Ciclopeptideos Sementes Anti-inflamatdria  In vitro: Células J774A ND Chuang et al., 2008
Annomuricatina  Ciclopeptideos Sementes Anti-inflamatdria In vitro: Células 1774 ND Chuang et al., 2008

Legenda: J774A - modelo de células imunes; HepG2 - carcinoma hepatocelular humano; A-549 — Modelo de células pulmonares; HT-29 -adenocarcinoma
colorretal humano; LLC - Carcinoma de pulmao de ratos; MCF-7 - Células mamadrias; HCT-8 - Células ileocecais; SK-MEL-2 - Células melanoma; KB - Células
carcinoma epidermoéide nasofaringeo; P-388 - células de leucemia murina.
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4 METODOLOGIA
4.1 Suporte para cromatografia

Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram empregadas
cromatoplacas revestidas com silica em gel 60 com indicador de fluorescéncia F2s4 da marca
Merk®. Capilar de vidro para a aplicacdo do analito. Cuba cromatografica bipartida
(Camag®) previamente saturada por 10 minutos, e mistura de solventes
diclometano:metanol na propor¢do 95:5 v/v e hexano:cloroférmio:metanol:NH4,OH na
proporg¢do 45:45:10:1 v/v.

Como reveladores fisicos foram utilizados exposicdo a lampada ultravioleta
(Dist®) em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm), e como reveladores quimicos
Reagente de Dragendorff e lodo sélido.

Para as colunas cromatografica (CC) foram utilizadas silica gel 60 (0,063 —0,200
mm- 70 - 230 Mesh) da Neon®. Para a coluna cromatdgrafica, com sistema de pressao
acoplado foi utilizado silica gel C18 (Duo 100 A 30 um) para os compostos mais polares.
Foram utilizadas colunas em Sephadex® LH-20.

Os solventes utilizados foram das Merck®, Hexis®, Baker®, Qhemis®, Vetec® e
Aldrich®. E para obtencdo dos espectros de RMN foram utilizados solventes Tédia®, Merck®

e Aldrich®.

4.2 Equipamentos utilizados

Para obtencdo dos espectros de massa foi utilizado um espectrémetro de
massas, modelo LQC Fleet (Thermo Scientific®), operando com fonte de ioniza¢do quimica
a pressao atmosférica (APCI) com analisador de massas do tipo armadilha de ions (IT).
Utilizando injecdo direta com interface electrospray, funcionando com um loop de 5 pL e
um sistema de bombeamento com vazdo de 25 uL/min. Experimentos foram realizados
com uso do gas hélio para a obtencdo de espectros de fragmentacdo EM/EM. As andlises
foram feitas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas — LABCEM
(UFAM). Os espectros foram processados utilizando o software Xcalibur (Thermo
Scientific®) versdo 3.0.63.

Para elucidacao estrutural das substancias isoladas foi utilizado o equipamento
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de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da Central Analitica da UFAM. Os espectros
unidimensionais (*H, '3C e DEPT 135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram
registrados em um aparelho Bruker Avance Il HD 500 operando a 11,75 teslas, observando
os nucleos 500,13 MHz para 'H e 125,76 MHz para RMN de 3C. O tetrametilsilano (TMS)
foi utilizado como padrdo de referéncia. Os dados foram processados pelo software
MestReNova® versao 14.0.

Para os procedimentos de bancada utilizou-se uma bomba de vacuo Eco 260
(Biomec®), balanca analitica e semi-analitica (Shimadzu®), autoclave vertical (Prismatec®),

camara de fluxo laminar e estufa incubadora para BOB (Tecnal®).

4.3 Coleta

O material vegetal foi coletado no Instituto Adventista Amazonas localizado na
Am 010 Km 74 no municipio de Rio preto da Eva — Amazonas (coordenadas $2°70°02,0” e
W59°7323,3"). A identificacdo do espécime foi realizada pelos botanicos do Herbario da
Universidade Federal do Amazonas - HUAM, no qual foi depositada uma exsicata sob o n?
de registro 12330 (Figura 9). O acesso ao patrimoOnio genético da espécie vegetal
envolvidos na presente pesquisa esta regularizado por meio do cadastro A15125B na
plataforma SISGEN do Conselho de Gestdao do Patrimonio Genético (CGEN) do Ministério
do Meio Ambiente (MMA).

Figura 9 — Exsicata de A. montana depositada no herbario HUAM.
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4.4 Preparacgao dos extratos

O cerne e cascas foram desidratados em estufa com circulacdo de ar (Mylabor®)
a temperatura aproximada de 40 °C. Apds a secagem completa, foram reduzidos a
tamanhos menores e pulverizados em moinho de martelo (Tigre®). O material pulverizado
(2 kg de cerne e 2,2 kg de cascas) foi submetido ao processo de maceracdo estdtica
(extracdo a frio) assistida por banho ultrassonico por 20 minutos (Mylabor®) utilizando
solventes organicos grau P.A.. Inicialmente o hexano foi utilizado com trocas a cada 72 h,
para a remocao dos compostos desejaveis. Posteriormente o processo foi repetido com os
solventes polares. Etanol para a extracdo das cascas e metanol para a extracdo do cerne.

Em cada fase da extracdo, a parte sélida foi separada por filtragdo comum e a
parte liquida levada ao evaporador rotativo vertical a pressdo reduzida com banho de
aquecimento (Fisatom®) para evaporacdo total do solvente. Ao final, os extratos foram
pesados em balanca analitica (Shimadzu®), obtendo-se 0,997 g do extrato hexanico do
caule que foi nomeado pelo cédigo EHAM1 e 23 g do extrato hexanico das cascas nomeado
de EHAM2; 133 g do extrato metandlico do cerne nomeado de EMAM e 150 g do extrato
etandlico das cascas nomeado de EEAM. O material vegetal final (torta) foi descartado e os
solventes utilizados foram recuperados. O fluxograma na Figura 10 resume o processo de

extragao.

Material Vegetal
2 Kg (Cerne)
2,2 Kg (Cascas)

-Maceragdo com hexano (trocas a cada 72 h);
-Concentragdo dos extratos em evaporador

rotativo.
|
Extrato hexanico
997 mg (EHAM1) joxta
23 g (EHAM2) -Maceragdo com metanol e etanol (trocas a cada 72 h);

-Concentragdo dos extratos em evaporador rotativo.

Extrato Metandlico

133 g (EMAM) Residuos descartados
100 g (EEAM)

Figura 10— Fluxograma da preparacao dos extratos do caule de A. montana.
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4.5 Obtencao da fragao alcaloidica do extrato EMAM

Apds confirmada a presenca de alcaloides, através da utilizacdo do reagente de
Dragendorff em CCD, o extrato metandlico foi submetido a extracdo acido-base pelo
método descrito por Costa e colaboradores (2006). Em um béquer de 1000 mL o extrato
foi solubilizado com 600 mL de diclorometano (CH;Clz) com o auxilio de banho ultrassonico
seguido de sucessivas extracdes com 300 mL de solu¢do de acido cloridrico 10% v/v (HCI),
obtendo-se duas fra¢des: a fracdo aquosa acida — com a presenca de alcaloides protonados
(Parte A) e a fracdo neutra (Parte B). Utilizou-se um funil de separacdo de 1000 mL para
particionar as fases.

A fracdo aquosa acida (Parte A) foi adicionado gradativamente hidréxido de
amonio concentrado (NH4OH). O monitoramento foi feito utilizando papel tornassol, até
atingir o pH 11. Novamente a fracdao foi transferida a um funil de separacdo e feitas
particdes com CH,Cl,, resultando em duas novas fragdes: a fragdo alcaloidica (Parte C) e a
fracdo aquosa basica (Parte D) que foi desprezada. A fracdo alcaloidica (FAAM) e a fracdo
neutra (FNAM) foram mantidas em capela de ar circulante (Inconex®) para completa
evaporacdo do solvente. O rendimento foi de 0, 946 g da FAAM e 22,8 g para a FNAM. O

Fluxograma na Figura 11 detalha.

Extrato Metandlico
130 g

- Adi¢ao de 200 mL de CH,CH,;
-Extragao com HCl 10%.

Fase neutra Fase aquosa acida
Parte B (FNAM) Parte A
22,8¢

-Adi¢do de NH,OH;
-Extragdo com CH,CH,;.

Fase alcaloidica Fase aq. basica
Parte C (FAAM) Parte C
0,946 ¢

Figura 11— Fluxograma da extracdo acido-base do extrato EMAM.
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4.6 Particao liquido-liquido do extrato EEAM

Uma aliquota de 10 g do extrato etandlico das cascas foi suspenso em
metanol/dgua na proporg¢do de 3:1 e submetido a particdo liquido-liquido com hexano,

acetato de etila e n-butanol. A figura 12 detalha o procedimento realizado.

Extrato Etandlico
(10g)

1- MeOH/H,03:1
2 — Extragdo com Diclorometano

Fracao
diclorometano

Fragdo hidroalcélica

1 - Evaporar o CH,Cl;
2 — Extragdo com Hex/MeOH;

1 - Concentrar;

2 — Extragdo com Acetato de Etila

1 - Ext.com n-Butanol;

a ani Fragdo
Fragdo hexanico ) -
¢ Metanolica Fragao Acetato |
F1 (99,5
( = F2 (384,9 mg) F3 (950 mg) . .
Fracao Fragao
Butandlica Aquosa

AL F5 (130,6 mg)

Figura 12 — Fluxograma da partic¢ao liquido-liquido do extrato EEAM.

4.7 Fracionamento da fragao alcaloidica (FAAM)

A fragao alcaloidica obtida (800 mg) foi submetida ao fracionamento por meio
de uma coluna cromatografica C18 (h x ¢ = 30 x 4 cm), eluida em sistema isocratico de
MeOH/Agua (8:2), utilizando a metodologia adaptada de Chuang e colaboradores (2008).
Foram coletadas 27 frages com 50 mL cada. Subsequentemente a secagem, as fracdes
resultantes foram submetidas a um processo de agrupamento, com base na similaridade
de seus perfis quimicos (R iguais) mediante a analise em CCDA. Na andlise, o eluente
utilizado foi CHCI3/CH30H na proporg¢do 9,5:5 e 9:1 (v/v). O perfil quimico das placas foi
monitorado com Luz UV (254 e 365) e reagente de Dragendorff. Apds o agrupamento

obteve-se 5 fragdes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Reunido do fracionamento cromatografico da FAAM.

Grupos de fragoes FragGes Massa (mg)
Al le2 500
A2 3 25
A3 4-6 22,4
A4 7-15 23
A5 16-27 116

A fracdo A3 foi recromatdgrafas em CC de silica gel (h x ¢ =20 x 1 cm), eluida
num sistema em gradiente de CHCI3/CHsOH, sendo coletadas 24 fragcdes com 10 mL cada.
Apds a secagem, as fragOes resultantes foram agrupadas com base na similaridade de seus
perfis quimicos (Rss iguais) mediante a andlise em CCDA. A andlise segue o mesmo
procedimento citado anteriormente. Apds o agrupamento obteve-se 8 fracdes (Tabela 2).

A fracdo 6 resultou em cristais em forma de agulhas na coloragdo amarelo e foi

codificado como A3.3. a amostra foi preparada em cloroféormio-D e analisada por RMN.

Tabela 2 — Reunido do fracionamento cromatografico da A3.

Grupos de fragoes Fragoes Massa (mg)

A3.1 le2 1,5
A3.2 3-5 2,3
A3.3 6 3,5
A3.4 7e8 2,1
A3.5 9e10 4,5
A3.6 11-15 2

A3.7 16-20 1,7
A3.8 21-24 4,0

A Figura 13 apresenta um esquema ilustrativo detalhado do processo de

isolamento e purificacao.

53



FAAM CC(C18) - ISOCRATICA

(800 mg) CH;0H/H,0 (8:2)
Al A2 A3 A4 A5
(500 mg) (25 mg) (22,4 mg) (23 mg) (116 mg)

CCSilica gel 60 - Gradiente
CHCl,/CH,0H

A3.1 A3.2 A3.3 A3.4 A3.5 A3.6 A3.7 A3.8
(1,5 mg) (2,3 mg) (3,5 mg) (2,1 mg) (4,5 mg) (2,0 mg) (2,7 mg) (3,0 mg)

Figura 13 — Esquema do procedimento utilizado para purificagdo da substancia A3.3.

4.8 Fracionamento do extrato acetato de etila (F3)

O extrato acetato de etila (950 mg) foi fracionado em CC com fase estacionaria
Sephadex® L-20 (h x ¢ = 30 x 3 cm), eluida em sistema isocratico de CH3sOH (100%). Foram
coletadas 20 fracdes com 40 mL cada. Apds a secagem, as fragOes resultantes foram
agrupadas segundo a similaridade de seus perfis quimicos (Rs iguais) mediante a analise
em CCDA. Na analise, o eluente utilizado foi CHCl3/CH30H na propor¢do 9,5:5 e 9:1 (v/v). O
perfil quimico das placas foi monitorado com luz UV (254 e 365 nm) e reagente de

Dragendorff. Apds o agrupamento obteve-se 5 fragdes (Tabela 3).

Tabela 3 — Reunido do fracionamento cromatografico da FAAM.

Grupos de fragoes Fracoes Massa (mg)
F3.1 1-3 280
F3.2 4eb5 327
F3.3 6-8 150
F3.4 9-17 51,3
F3.5 18-29 5,8

A fracdo F3.3 (150 mg) obtida da CC de Sephadex® LH-20 foi submetida ao
refracionamento por meio de uma CC (C18) (h x ¢ =30x 4 cm), eluida em sistema isocratico
de MeOH/Agua (8:2). Foram coletadas 20 fracdes com 30 mL cada. Subsequentemente a
secagem, as fracdes resultantes foram submetidas a um processo de agrupamento, com

base na similaridade de seus perfis quimicos (Rg iguais) mediante a analise em CCDA. O
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mesmo procedimento citado anteriormente, foi utilizado para a analise cromatogréfica.

ApOds o agrupamento obteve-se 4 fragGes (Tabela 4).

Tabela 4 — Reunido do fracionamento cromatografico da FAAM.

Grupos de fragoes FragGes Massa (mg)
F3.3A 1-6 56,8
F3.3B 7-10 54,6
F3.3C 8-15 10
F3.3D 16 - 20 15,2

A fracdo F3.3B foi novamente fracionada em CC de silica gel (¢ x h =1 x 20),

eluida num sistema em gradiente de CHCl3/CHsOH, sendo coletadas 60 fracdes com 10 mL

cada. Apods a secagem, as fragOes resultantes foram agrupadas com base na similaridade

de seus perfis quimicos (Rss iguais) mediante a analise em CCDA. A analise segue o mesmo

procedimento citado do item 4.7. Apds o agrupamento obteve-se 8 fracdes (Tabela 5).

As fragOes 13 a 20 resultam em um sdlido na coloracdo amarelo, foram reunidas

e codificada como FB3. Uma aliquota dessa amostra foi preparada com cloroférmio-D e

acetona-D para analise por RMN.

Tabela 5 — Reunido do fracionamento cromatografico da F3.3B.

Grupos de fragoes Fracoes Massa (mg)
FB1 1-4 1,5
FB2 5-12 2,0
FB3 13-20 34
FB4 21-25 1,1
FB5 26 e27 1,5
FB6 28-34 2,3
FB7 35-50 1,2
FB8 51-60 4,0

A Figura 14 apresenta um esquema detalhado do processo de isolamento e

purificagao.
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F3 SEPHADEX L-20 - ISOCRATICA

(950 g) CH,OH
F3.1 F3.2 F3.3 F4.4 F4.5
(280 mg) (327 mg) (150 mg) (51,3 mg) (5,8 mg)

CC (C18) - ISOCRATICA
CH,0H/H,0 (8:2)

| .

F3.3A F3.3B F3.3C F3.3D

(56,8 mg) (54,6 mg) (10 mg) (15,2 mg)
FB1 FB2 FB3 FB4 FB5 FB6 FB7 FB8
(1,4 mg) (2mg) (34 mg) (1,1 mg) (1,5 mg) (2,3 mg) (1,2 mg) (4,0 mg)

Figura 14 — Esquema do procedimento utilizado para purificagdo da substancia FB3.

4.9 Testes bioldgicos
4.9.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana, foram utilizadas trés cepas
bacterianas sendo uma gram-positiva (+), a saber Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
duas cepas gram-negativas (-) Klebsiella pneumoniae ATCC 13899 e Escherichia Coli ATCC
11229, e uma cepa fungica a Candida albicans. O teste foi realizado no Laboratério de
pesquisa em Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgica (ICB) da Universidade Federal
do Amazonas - UFAM, com a colaborag¢do da professora Dra. Adriana Dantas Gonzaga de
Freitas.

Utilizou-se o método de difusdo em disco de dgar adaptado de Bauer et al.,
(1966). O método consiste em adicionar um disco de papel embebido com a substancia
teste sobre a placa inoculada com o patégeno em estudo, em seguida mede-se o halo
inibitério. O halo é uma zona clara formada ao redor do disco de papel, indicando a acao
antimicrobiana dos extratos em estudo. Para isso, as placas de Petri foram previamente
esterilizadas em autoclave, o meio de cultura vertido e deixado solidificar por 45 min. O
meio utilizado foi o sintético Agar Mueller Hinton.

A suspensdo do caldo de microrganismos foi inoculada uniformemente sobre
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as placas com o auxilio de um swab estéril. Apds a secagem do indculo (3 a5 min.), os discos
de papel de filtro (5 mm) embebidos em 10 plL das oitos diferentes concentragdes (10
pug/mL a 250 pg/mL), triplicatas, dos extratos foram colocados, apertando suavemente,
sobre o agar com o auxilio de uma pinca estéril. Utilizou-se quatro diferentes
concentracdes dos extratos em cada placa. O controle negativo sdo os discos de papel
umedecidos com DMSO e o controle positivo, com antibidtico tetraciclina (10 ug/mL). As
placas foram mantidas sob refrigeracdo por 1 h, em seguida incubadas a 37 °C por 72 h.

Apds a incubacdo, registrou-se as zonas de inibicdo, em milimetros, com o
auxilio de um halémetro com luz refletida. Os dados foram analisados seguindo os padrdes
de desempenho para testes de suscetibilidade antimicrobiana, documento padronizador
para esse teste, produzido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI,
2021).

4.9.2 Avaliagdo da atividade inseticida frente A. Aegypti
4.9.2.1 Atividade larvicida

Para o teste de toxicidade em larvas de A. aegypti, foi aplicado o protocolo da
OMS com modificagdes (WHO, 2005). O teste foi realizado no Laboratério de Vetores de
Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazobnia (INPA), com a
colaboragao da professora Dra. Ana Cristina da Silva Pinto.

O teste de screening foi realizado na concentragdo de 400 pug/mL em triplicata
com grupos de 10 larvas do mosquito vetor A. aegypti (selecionadas no terceiro estagio)
em 20 mL de agua destilada em temperatura de 24,7 °C e umidade de 80%. As amostras
foram solubilizadas em DMSO. A atividade larvicida foi determinada pela percentagem de
mortalidade observada apds 24 h e 48 h de incubacdo. Os valores de CLso foram calculados
a partir das diluicdes e andlise de regressao log-probit (método estatistico usado para
determinar a concentracdo letal (CL) de um larvicida). A validade do teste baseia-se na
mortalidade do controle e na homogeneidade das larvas. Como controle negativo do teste
utiliza-se DMSO e como controle positivo um produto larvicida padrdo (espinosade). As
substancias que mataram acima de 40% das larvas, foram diluidas para realizagao da CLso

e CLgo.
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4.9.2.2 Atividade adulticida

A avaliagao do potencial adulticida de substancias foram realizadas sob
condicdes controladas de temperatura 26 + 2 2C e umidade de 80% * 2 2C. O bioensaio
adulticida foi realizado por meio do teste de prova bioldgica de garrafa, seguindo a
metodologia descrita por Brogdon e Chan (2010).

Na realizacdo do teste foram utilizadas garrafas do tipo Schott com capacidade
de 250 mL, previamente lavadas e autoclavadas por 40 minutos. Apds este procedimento,
as garrafas foram identificadas e etiquetadas conforme cada concentracdo a ser avaliada,
nas quais foram testadas quatro concentracSes de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL. As
concentracdes foram preparadas a partir de 1 mg/mL da amostra solubilizada em acetona,
sendo posteriormente utilizadas para impregnar a parede das garrafas, que foram deixadas
deitadas e cobertas com papel toalha, por 24 h para evaporacdo do solvente. Cada
concentracdo foi testada em triplicata e, em cada garrafa, foram introduzidas 15 fémeas
dos mosquitos adultos de A. aegypti, alimentadas 12 h antes do teste. Em cada bioensaio
foram preparados dois grupos controles: um negativo e um positivo. No grupo controle
negativo (em triplicata) foram impregnadas com 1 mL de acetona. O controle positivo foi
utilizado o inseticida Cielo-ULV®, preconizado para as atividades de controle quimico pelo
Ministério da Saude (Brasil, 2023), nas concentragdes de 31; 7,8; 1,9; 0,95; e 0,47 ng/mL.
As leituras foram realizadas de 15 em 15 minutos até completar 90 minutos, sendo
registrado o niumero de individuos mortos e sob o efeito Knockdown (imobilidade de
movimentos), em cada concentragao.

Os dados da mortalidade para adultos e larvas obtidos nos bioensaios de dose
foram utilizados para determinacdo das concentra¢des letais medianas (Clso e Cloo),
submetidos a andlise Probit, com p < 0,05 (Finney, 1971), considerando o nivel de
significancia de 95%, utilizando o programa estatistico Polo Plus 1.0 (LeOra Software, CA,

EUA) por meio de regressao linear dose-resposta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Perfil quimico da fra¢ao alcaloidica do caule de A. montana por espectrometria de
massa

Na andlise do espectro de ions totais da fracdo alcaloidica do caule de A.
montana, observou-se diversos picos referentes as substancias protonadas com m/z par,
indicando a presenca de possiveis alcaloides, dos quais os mais intensos, foram m/z 330
(IM+H]*) e m/z 266 ([M+H]') (Figura 15). Estes foram submetidos ao processo de

fragmentacdo sequencial (EM/EM).

Brl_APCI 21 _08_23 _MSMS #1 RT:0.00 AV:1 NL: 3.94E2
T: TMS + ¢ APCI corona Full ms [150.00-2000.00]

100 330.32
90
80

70

60 266.23
50 344.34
0 268.24 314.32
249.33
282.28
30 297.32
241.30
175.08 235.38 381.26
20 192.24 219.22 40740
368.23 41158 43741
i ‘ I
. HMH\MHW‘M‘H\H\ il M\ ‘HHH Ll H\‘M‘\‘H‘ |
LN I N N I O B N B B LI B T 1
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
m/z

Figura 15 — Espectro de massas IT-MS da fracdo alcaloidica do caule de A. montana.

Os ions moleculares m/z 266 ([M+H]*), m/z 280 ([M+H]*), m/z 282 ([M+H]*) e
m/z 296 ([M+H]*), apresentaram os fragmentos m/z 249, m/z 251, m/z 265, m/z 219 e m/z
191 quando analisado o espectro EM/EM. Estes fragmentos sdo coerentes com alcaloides
de esqueleto aporfinico (Stévigny et al., 2004; Schmidt et al., 2005; Lima et al., 2020). Sendo
a perda neutra de 17 Da (NHs) e 31 Da (NH2CHs) a mais comum e essencial para determinar
se 0 nitrogénio do grupo amina esta ligado a um hidrogénio ou a um grupo metila. Esta
ocorre pela clivagem heterolitica inicial do grupo amino mediante abertura do anel seguida
da eliminacdo, o que possibilita a formag¢ao de um carbocation primario estabilizado via

conjugacdo it (Carnevale neto et al., 2020).
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A estabilizacdo do carbocation induz as perdas de 30 Da (CH20) ou 32 Da
(CH30OH) e a formacdo de um anel epodxi, evidenciando a presenca/auséncia da ponte
metilenodioxi, a posterior perda de 28 Da (CO) confirmam tal afirmacdo. Juntando a isso, a
perda de 15 Da (*CH3) ou 31 Da (*OCH3), evidenciam a presenca do esqueleto aporfinico
substituido. A Figura 14 traz a proposta de fragmentacdo detalhada com as principais
perdas, sendo possivel anotar os alcaloides aporfinicos N-metil asimilobina (104),

nuciferina (105) anonaina (106) e seu derivado N-metil anonaina (107).

Etabilizacédo do
carbocétion
®

104 (m/z 282) o —~&
R4 . pa
Ry=OH; HQ
B \H 105 (m/z 296) H3CO
HiCO ° © "CH, Ry=0CH3; 32D Eliminagdo do
SN
monoodxi
@ Rearranjo ‘- _decarbono
de hidrogénio 104 m/z 251 Osv— |
3 3 clivagem Deslocamento 105 m/z 265 K i @ 3 d

1,2 hidreto

: /\ ! indutiva

: NH '

DY ‘
: H HoNZ
T ‘

m/z 191

0
< @ B NH
¢} & ‘R, 106 (m/z 266)
Ry=H;
@ 107 (m/z 280)
R{=CHg;

Figura 16 — Proposta de fragmentac¢do para os ions m/z 266, 280 e 282 ([M+H]*). Fonte: Adaptado
de Lima et al., 2020.

106 e 107
m/z 249

Nos ions molecular m/z 286 ([M+H]*), 300 ([M+H]*) e 330 ([M+H]*) a perda
neutra de 17 Da (NHs) e 31 Da (NH2CHs), é possivel devido o rearranjo de hidrogénio com
a formacgdo de um anel de 5 membros e um carbocdtion secundario no anel B indicando
um esqueleto isoquinolinico. A presenga do ion m/z 192 e 137 sugere que o anel A possui
um grupo metoxila e hidroxila (OCHs e OH) adjacentes. A presencga desses grupos
oxigenados no anel C possibilitam a deslocaliza¢ao dos elétrons induzindo a eliminagdo da
fracdo tetradihidroisoquinolino e forma¢do do ion m/z 107. Essas fragmentacdes sdo
coerentes com os alcaloides de esqueleto benzilisoquinolino. A formacgéo dos ions m/z 299
e m/z 269 corroboram com essa premissa. A Figura 14 detalha os arranjos e fragmentagoes
estruturais, e possibilita sugerir a presenca dos alcaloides coclaurina m/z 286 ([M+H]*)

(108), N-metil coclaurina m/z 300 ([M+H]*) (109) e reticulina m/z 330 ([M+H]*) (110)
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(Schmidt et al., 2005; Lima et al., 2020).
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Figura 17 — Proposta de fragmentac&o para os ions m/z 330 ([M+H]*) e m/z 286 ([M+H]*) Fonte:

Adaptado de Lima et al., 2020.

Além destes analisou-se as caracteristicas de fragmentagGes nos ions m/z 276

(IM+H]*), m/z 328 ([M+H]*) e m/z 342 ([M+H]*) que foram associados aos alcaloides

liriodenina (111), stefalidina (112) e magnoflorina (113) respectivamente, sendo os dois

ultimos ainda n3do descritos para essa espécie.

H3CO O H3CO
N
HO HO
O OCH3 HO
OH

H,CO

111

112

113

Figura 18 — Alcaloides anotados da fracdo alcaloidica de A. montana.
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5.2 Elucidagao estrutural do da substancia denominada A3.3.

A substancia A3.3 apresentou-se como um solido amarelo em forma de
agulhas, testando positivo frente ao reagente Dragendorff.

Na anélise do espectro de RMN 'H observou-se a presenca de sete sinais
aromaticos com integracao para um hidrogénio cada. O par de dubletos em 6 8,81 (/= 5,2
Hz) e 8,01 (J = 5,2 Hz), foram atribuidos a H-5 e H-4, respectivamente, sugerindo

hidrogénios vizinhos coerente com um sistema piridinico (Figura 19).
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8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.
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Figura 19— Ampliac3o do espectro de *H (500,13 MHz) de 8,9 — 7,4 ppm da substancia A3.3.

Outros quatro sinaisem 6 8,76 (d, /= 8,2 Hz), 6 8,46 (dd,/=7,9e 1,6 Hz), 6 7,88
(ddd,J=8,2,7,2e 1,6 Hz) e 6 7,67 (ddd, J=7,9, 7,3 e 1,6 Hz), foram atribuidos H-11, H-8,
H-10 e H-9, respectivamente, com deslocamentos semelhantes a prétons de um anel D, de
esqueleto aporfinico (Figura 20). As atribuicGes de H-4 e H-5 juntamente as correlagdes do
espectro de Cosy (Tabela 6 — pag. 66) e dados da literatura (ORTIZ et al., 2007; Costa, 2009;

Costa et al., 2011a) sustentam essa suposicao.
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Figura 20— Ampliac3o do espectro de *H (500,13 MHz) 8,9 — 7,4 da substancia A3.3.

Um singleto em 6 6,56 (2H) correlacionado com o sinal do carbono em 6 103,40
no mapa de contorno HSQC (Tabela 6) sugere uma substituicdo, em C-1 e C-2, de um grupo
metilenodidxi disubstituido no anel A de um esqueleto isoquinolino. Outro singleto em &
7,49 pode ser atribuido ao H-3 do mesmo anel (Figura 21), dando suporte a premissa

anterior da presenca do esqueleto aporfinico (ORTIZ et al., 2007; Costa, 2009; Costa et al.,

2011a).

63



B L e P B
7494 7.492 7490 7488  7.486  7.484  7.482  7.480
1 (ppm)

r T T T T T
59  6.58 6.57  6.56  6.55  6.54
f1 (ppm)

_

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 730 7.25 7.20 7.15 710 7.05 7.00 6.95 690 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40
f1 (ppm)

Figura 21— Ampliac3o do espectro de *H (500,13 MHz) d (f1 7,60 — 6,40 ppm) substancia A3.3.

No mapa de contorno HMBC (Figura 22) a posicao do grupo metilenodioxi, pode
ser confirmado com a correlacdo do seu sinal (& 6,56) com os sinais dos carbonos em &
147,90 e 6§ 151,60 a 2J. A correlacdo do sinal atribuido ao H-3 (6 7,49) com esses mesmos
carbonos a 3J (C-1) e 2J (C-2), respectivamente, permitem a determinacdo correta da

substituicdao pois confirma a posi¢ao dos carbonos (Figura 23).
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Figura 22— Ampliacdo do mapa de contorno HMBC (F2 9,1 - 6,6 ppm) da substancia A3.3.

Figura 23 — Principais correlagGes do mapa de contorno HMBC (F2 6,74 - 6,30 ppm)

A andlise do espectro EM/EM do composto (modo positivo), por injecdo direta,
apresentou um pico com m/z 276 ([M+H]*), referente ao ion molecular protonado. Com a
observacdo da perda de 28 Da e a formacdo do pico base em m/z 248, deduz a presenga
do grupo carbonila atribuida a posicdo 7 no anel C (Figura 24). Os ions m/z 218 e m/z 190
validam que estas fragmentacdes sao coerentes com alcaloide de esqueleto oxoaporfinico.
A presenca do esqueleto apofinico foi ratificado com a perda neutra de 17 Da (NHs). Eoion

m/z 218 formado pela perda de 30 Da, confirma a presenca da ponte metilinodioxi no anel
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A (Carnevale neto et al., 2020).

A Figura 23 detalha os arranjos e fragmentacdes estruturais seguindo padrdes
ja publicados na literatura (Stévigny et al., 2004; Lima et al., 2020; Carnevale neto et al.,
2020).

A férmula molecular foi deduzida com os dados de RMN, confirmada a partir
do espectro de massas e dados da literatura, sendo C17HsNO3 (calculado 275,0582). Tais
evidéncias quimicas, permitiram elucidar o composto A3.3 como sendo o alcaloide de
esqueleto oxoaporfinico conhecido como liriodenina (111), isolado pela primeira vez por
Taylor (1961). De acordo com Costa (2009) é um alcaloide considerado como marcador

guimiotaxonémico do género Annona.
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Figura 24— Proposta de fragmentacdo da substancia liriodenina.
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Tabela 6 — Dados espectroscépicos de RMN (*H 500,13 MHz, 13C 125,76 MHz)? para a substancia

A3.3.
Posica (6), 3c? (6), 13c* 6H 6H COSY & HMBC (*H -13C)
o (mult., (mult.,J ¢
Jem em Hz)°¢
Hz)
1 147,90, C 147,92
1a 108,30, C 107,98
2 151,60, C 151,65
3 103,18,CH 103,20 7,49 7,16 (1H, 147,90 (1); 151,60
(1H, s) s) (2); 123,28 (3b)
3a 135,71, C 135,73
3b 123,28, C 123,16
4 124,38, CH 124,33  8,01(1H 7,75 (1H, 8,01 103,18 (3); 123,28
,d, 5,2) d, 5,2) (3b);
5 144,6,CH 144,74 8,81  8,87(1H, 8,81 124,38 (4);
(1H, d, d, 5,2) 135,71 (3a);
5,2) 145,32 (6a);
6a 145,33 C 145,31
7 182,51, C¢ 182,51
7a 131,38, C 131,25
8 128,00, CH 128,81 8,46 8,57 (1H, 7,67 133,40 (10)
(1H, dd, ddd, 7,9,
7,9; 1,4 €0,5)
1,2)
9 128,90, CH 128,56 7,67 7,56 (1H, 8,46 131,38 (7a);
(1H, ddd, 7,9, 127,40 (11)
ddd, 7,4e1,0)
7,9;
7,3;
1,0)
10 133,40, CH 133,80 7,88 7,73 (1H, 8,76 128,00 (8);
(1H, ddd, 8,1, 132,86 (11a)
ddd, 7,4 e 1,4)
8,2;
7,2;
1,2)
11 127,40, CH 127,32 8,76 8,61 (1H, 7,88 108,30 (1a);
(1H, d, ddd, 8,1, 131,38 (7a);
8,2) 1,0e0,5) 128,90 (9)
11a 132,86, C 132,87
1- 103,40, CH 102,44 6,56 6,37 (2H, 147,90(1); 151,60
OCH20 (2H, s) s) (2)

Legenda: * Experimento utilizando o TMS como padrdo interno.  dados obtidos dos espectros em 2D. ‘dados

obtidos por Costa, (2009). “dados obtidos em CDCls-D.
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5.3 Elucidagao estrutural da substancia denominada FB3

A substancia FB3 é um sdélido amorfo de coloracdo amarelo, que testou positivo
frente ao reagente dragendorff na andlise em CCDA.

O espectro de *H, em Acetona-D (125,76 MHz) revelou a presenca de oito sinais
aromaticos, com integracao para um hidrogénio cada, sendo quatroem 6 8,29 (ddd, J=7,9,
1,3e0,7Hz), 57,71 (ddd, J=8,2,1,8 e 0,9 Hz), 6 7,59 (ddd,J=8,2,7,0e1,2Hz) e 7,30
(ddd, J = 7,9, 7,2 e 1,1 Hz), atribuidos como adjacentes em um grupo indol,

respectivamente, a H-5, H-8, H-7 e H-6, (Figura 25).
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Figura 25— Ampliac3o do espectro de 'H (500,13 MHz) de 8,5 — 7,2 ppm da substancia FB3.

A presenca de 4 sinais carbono quaternario, no espectro de *3C (Figura 27), em
6 142,0, 6 135,9, 6 131,4 e 6 121,6 coerentes as posi¢cdes 1a, 4a, 5a e 8a, e o singleto de
hidrogénio intercambidvel em 6 11,79 sustentam a premissa anterior da presencga do grupo
indol (Figura 25). Mas, dois sinais de hidrogénios em é 8,53 (d, J = 5,05 Hz), 6 8,25 (dd, J =
5,05 e 0,8 Hz), foram atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente, sendo confirmados pelo

experimento de COSY (Tabela 7), compondo um grupo harman (Figura 26).
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Figura 26 — Ampliac3o do espectro de *H (500,13 MHz) de 11,9 — 8,2 ppm da substancia FB3.

Outros dois pares de sinais aromaticos em 6 8,47 (d, J=5,2Hz)e 67,89 (d, J =
5,2 Hz), conferidos aos H-6" e H-5’, respectivamente (Figura 27) de uma unidade 2-
aminopirimidina.

As evidéncias espectrométricas (Tabela 7) sugerem a conexao desta unidade
harmina através do C-1 (&6 137,24) com C-4’ (&6 166,53) (Figura 27) do grupo 2-
aminopirimidina. O mapa de contorno HMBC (Figuras 29 e 30), traz essas evidéncias, pois
é possivel observar o sinal do H-5’ (6 7,89) correlacionando a 3J com o sinal de carbono em
5 137,24 atribuido a C-1, como também o H-6’ (6 8,47) a 2J com o sinal em & 107,43 (C-5’)
e a3Jcom o & 166,53 atribuido a C-4’ (Figura 29 e 30). A correlacdo de H-5’" e H-6’ também

pode ser vista no mapa COSY (Tabela 7).
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Figura 27— Ampliac3o do espectro de *H (500,13 MHz) de 8,55 — 7,85 ppm da substincia FB3.

A anadlise do mapa de contorno HMBC (Figuras 29 e 30), e comparag¢des com os
dados da literatura, permitiu a atribuicdo dos sinais sem ambiguidade. Pois, essas
atribui¢des sdo bem consolidadas no trabalho publicado por Costa e colaboradores (2008).

Osingleto integrando para 2H em 6 5,26 (Figura 26) pode ser observado apenas
na analise feita utilizando como solvente a CDCI3-D, sendo atribuido a posi¢do 7.

Neste caso, dois solventes foram utilizados com o objetivo de comparacao,
tendo em vista que, evidéncias cientificas sugerem que o uso de CDCl3-D permite a
supressao de sinais de H, fato ndo observado no experimento feito com Acetona-D (Costa
et al., 2008).

Além da quantidade de sinais de 3C, a auséncia de sinais de um carbono
carbonilico, dois singletos em 6 2,30 e 6 12,80 e um singleto integrando para 3H, descartam
a possibilidade do composto analisado ser um dos alcaloides derivados N-acetil-
annomontina (72), metoxi-annomontina (87), isolados dessa espécie (Leboeuf et al.,

1982c).
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Figura 28— Ampliac3o do espectro de *3C (125,76 MHz) da substancia FB3.
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Figura 29— Mapa de correla¢des HMBC (*H 500,13 MHz, *C 125,76 MHz) da substancia FB3.
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Figura 30 — Representacdo das correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC (*H 500,13
MHz, 13C 125,76 MHz) da substancia FB3.

Tais evidéncias ddo suporte para elucidar o composto FB3 como sendo o

alcaloide com o esqueleto pirimidinico-6-carbolinico, annomontina (73), com férmula

moléculas CisH11Ns (calculado 261,10145). Isolado em apenas 3 espécies de Annona

(Lebeouf et al., 1982c; Costa et al., 2006; Del Carmen Rején-Orantes et al., 2010).

Tabela 7 - Dados espectroscopicos de RMN (*H 500,13 MHz, 3C 125,76 MHz)? para a substancia

FB3.
» .. (6),°C &' (mult,)  &'H(mult.,J & HMBC (*H —
Posicdo (&), ~°C b em Hz) em Hz)® cosy 13¢)
1 137,24, 137,3
C
2 N
1a 135,94, 136,4
C
3 139,09, 138,9 8,53 (1H, d, 5,0) 117,52 (4) e
oH 8,53 (1H, d, 5,0) 8,25 e ey ot
4 117,53, 1180 8,25(1H,dd,5,0; 8,25(1H,d,5,0)
o 0.8) 8,53 121,67 (5a)
4a 131,67, 132,7
C
5 122,6 8,30 (1H, ddd 120,83 (6), 129,54
125':4' 8;2:. (11;'jg‘:3‘;' 70:12:0,8) 7,30  (7), 131,67 (4a) e
17 23 S 142,02 (8a)
5a 121,67, 121,8
C
6 120,83, 121,2 7,30 (1H, ddd, 731(1H,ddd o 113,14 (8) e
CH 7,9;7,2; 1,1) 7,9;7,1; 1,0) ’ 121,67 (5a)
7 129,54, 130,1 7,59 (1H, ddd, 7,60 (1H, ddd 122,54 (5), 142,02
CH 8,2;7,2;1,2) 8,3;7,1;1,2) (8a)
8 113,14, 113,3 7,71(1H,dt,8,2; 7,70 (1H, ddd
CH 1,1;0,8) 8,3;1,0; 0,8) 120,83 (6)
8a 142,02, 142,8
C
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9 N 11,79 (1H, s) 11,81 (1H, s)

2 164,23, 164,8
C
4 16656, 167,1
c
5’ 107,43, 107,4 7,88 (1H, d, 5,2) 137,24 (1) e
7 7,89 (1H, d, 5,2) 847 159,26 (6)
o 15026, 1593 8,48 (1H, d 5.2) 107,43 (5') e
o 8,47 (1H,d, 5,2) 7,89 166,53 (4')
7 N 5,26 (s, 2H) 6,40 (2H, bs)

Experimento utilizando o TMS como padr3o interno. ’Dados obtidos por Costa et al., 2006; ‘Dados
referente aos espectros obtidos com CDCls-D. (8) Deslocamento quimico em ppm.

5.4 Atividades bioldgicas
5.4.1 Atividade antimicrobiana

Os resultados da avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana dos extratos e
fracdo alcaloidica de A. montana, utilizando trés cepas bacterianas e uma fungica sdo
mostrados nas Figuras 27, 28 e 29. A interpretacdo do teste considerou os pontos de corte
utilizados para interpretar os resultados do teste de difusdo em disco para determinar a
suscetibilidade de microrganismos a tetraciclina (10 pg/mL). Sendo o microrganismo
considerados susceptivel quando os halos sdo = 15 mm e resistente quando os halos sdo <
11 mm (CLSI, 2021).

Frente a cepa gram-negativa E. coli os extratos testados ndao demostraram agao
inibitdria, fato comprovado pela auséncia de halo de inibigado translicidos ao redor do disco
de papel impregnado com as amostras. No controle positivo (disco impregnado com
tetraciclina) houve a formagao de halos translicidos, mostrando a suscetibilidade deste
microrganismo ao antibidtico.

No teste feito com Klebisiella pnemoniae, a amostra FNAM foi a mais eficaz em
impedir o crescimento desta bactéria. Os halos formados, nas maiores concentra¢des
testadas (70, 100, 200 e 250 pg/mL), foram proporcionais em tamanho ao halo na amostra
controle. A fracdo alcaloidica (FAAM) foi a segunda mais eficaz na a¢do contra esses
microrganismos, com a formacdo de halos em torno de 20 mm para as maiores
concentragdes testadas. No extrato EHAMC os resultados foram semelhantes, no entanto,
nas trés menores concentragdes nao houve formacao de halos translicidos de inibicdo. Ja

no extrato EMAM formou-se halos com 50% do tamanho da amostra controle, mostrando
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resisténcia do microrganismo (Figura 31).
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Figura 31 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de A. montana frente a K.
pneumoniae.

Frente a bactéria gram-negativa E. Coli as amostras EHAM e FAAM
apresentaram maior potencial de inibicdo em relacdo as demais amostras testadas.
Contudo, halos proporcionais a amostra controle (20 mm) foram formados apenas nas
guatro maiores concentragdes testadas (70, 100, 200 e 250 pg/mL). Nas menores
concentragdes (10, 15, 20 e 50 pg/mL) dessas amostras os halos translicidos foram 25%
menores comparados com o controle positivo. Os extratos EHAMC, EMAM e FNAM
apresentaram halos com 10 mm, representando 50% do crescimento desta bactéria na
amostra controle, nestes casos a bactéria mostra ser resistente a agao dos extratos. O
extrato etandlico (EEAM) demostrou ser ineficaz na inibicdo do crescimento de E. Coli

(Figura 31).
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Figura 32— Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos de A. montana frente a E. Coli.

Tal qual o teste feito em K. pneumoniae, as fracbes FNAM e FAAM
apresentaram os melhores resultados de inibicdo de crescimento para a cepa fungica C.
albicans. Todavia, quando comparados com a formacao de halos na amostra controle (30
mm), o resultado da FAAM representou 50% da inibicdo de crescimento deste
microorganismo (Halos com 15 mm) em todas as concentragdes testadas. Aos extratos
FNAM e EHAM o fungo demostrou maior resisténcia, pois formaram halos de 10 mm. O
extrato etandlico (EEAM) das cascas, também demostrou ser ineficaz na inibicdo do

crescimento de C. albicans (Figura 33).

30

25

20

Halo em mm
=
[é)]
|

10

10 15 20 50 70 100 200 250
Concentracao (pg/mL

m EHAM1 ®mEHAMC2 ®mEMAM ®mEEAM mFNAM FAAM Controle +

Figura 33 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de A. montana frente a C. albicans.

Ao comparar os resultados obtidos nota-se que ndao ha um padrao de inibicao
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de crescimento dos microrganismos testados, mesmo considerando as maiores
concentracdes. Apesar disso, os testes mostram que K. pneumoniae, E.coli e C. Albicans
sdo suscetiveis a acdo de metabolitos presentes em diferentes extratos de A. montana.

Sabe-se que essa espécie produz metabdlitos bioativos, como exposto na
Sessdo 3.4.3, sendo alguns destes toxicos para diferentes organismos (Blessing et al., 2010;
Hidalgo et al.,, 2020). Isso se deve a diversos fatores, como a inibicdo enzimatica, o
rompimento da parede celular ou a possiveis interacbes em proteinas envolvidas no
metabolismo dos organismos (Blessing et al., 2010).

Inclusive, o grupo de metabolitos acetogeninas, é conhecido pela acdo direta
no apoptose celular, através de atividade inibitéria nas mitocéndrias (Rakotomanga et al,,
2004; Colom et al., 2009). Dessa maneira, esses metabdlitos podem ser responsaveis pela
atividade antimicrobiana aqui apresenta.

Lépez-Romero e colaboradores (2022) testaram a atividade antifungica de
acetogeninas isoladas das sementes de A. muricata contra trés espécies de fungos: C.
albicans, C. krusei e C. tropicalis, e comprovaram a acdo desses compostos sobre o
crescimento dos microrganismos testados. Concluindo que, a inibicdo do crescimento
fungico foi maior em acetogeninas isoladas do que em extratos brutos. Um dos compostos
testados foi a annonacina, acetogenina também produzida por A. montana (Colom et al.,
2009).

Todavia, a atividade antibacteriana também pode estar relacionada a presenca
de alcaloide, pois fungos e bactérias patdgenos sdao suscetiveis a alguns alcaloides
aporfinicos (Hufford et al., 1980; Zhao et al., 2024). A liriodenina, por exemplo, apresenta
atividade antifungica significativa contra Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e Fusarium
proliferatum. Inclusive, no ensaio in vitro, os halos inibitérios formados com esse alcaloide
foram maiores do que o controle positivo utilizado no teste (nistatina 10 ug/mL) (Zhao et
al., 2024).

De forma oposta a esses resultados, Cagnini e colaboradores (2021), na
avaliacdo da atividade antimicrobiana de metabdlitos presente em folhas de A. muricata
pelo método de microdiluicdo em caldo contra 14 fungos e bactérias de origem alimentar,

relacionam a bioatividade a presenca de oleorresinas nas amostras, principalmente
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fitoesterdis e y-sitosterol. A minima concentracdo inibitéria (MIC) apresentada contra
bactérias variou de 0,0025 a 0,010 mg/mL.

A atividade antimicrobiana de extratos de A. montana também podem estar
relacionadas a presenca de ciclopeptideos que a planta produz. Chuang e colaboradores
(2018) testaram, em modelo in vitro, comprovando a relacdo desses compostos com a
reducdo da atividade anti-inflamatdria causada por lipopolissacarideo (LPS) que é um
componente da membrana externa de bactérias gram-positivas.

Os dados apresentados sdo solidificados nas informacoes publicadas, visto que
atividade antimicrobiana é frequentemente reportada para extratos de diferentes espécies
desse género: A. foetida (Costa et al., 2009), A. emarginata (Dolab et al., 2018) e A.

muricata (Cagnini et al., 2021) sdo bons exemplos.

5.5 Atividade larvicida

O estudo da atividade larvicida e adulticida em insetos transmissores de
arboviroses, é de grande interesse e relevancia cientifica. Espécies da familia Annonaceae
tem sido estudada pela diversidade quimica dessas plantas, e seu potencial para o controle
de vetores de doencas. As agOes antimicrobianas, citotodxicas e larvicidas demonstradas por
diversos membros da familia contra diferentes patdgenos, por exemplo, justifica esse
interesse (Brigido et al., 2020; Cagnini et al., 2021; Lopez-Romero et al., 2022; Silva et al.,
2024).

Os testes de atividade larvicida realizados com extratos de A. montana
revelaram que a fracdo FNAM apresentou a maior toxicidade para larvas de terceiro
estagio, com mortalidade de 93% apds 24 horas de exposi¢do e de 100% apds 48 horas. A
fragdo FAAM também se mostrou promissora com mortalidade de 83% apds 24 horas e
90% apods 48 horas. O extrato EMAM, nas concentragles testadas, foi capaz de eliminar
83% das larvas de A. aegypti apos 48 horas de exposicdo. Ja os extratos EHAM2 e EEAM,
assim como o sdlido isolado FB3 (200 pg/mL), ndo demonstraram atividade larvicida
significativa nas condi¢des experimentais utilizadas. A Figura 34 mostra esses os resultados

obtidos em forma de grafico.
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Figura 34— Rastreamento da atividade larvicida dos extratos (400 pug/mL) de A. montana frente a
A. aegypti.

No rastreamento inicial, os extratos foram testados na concentracdo de 400
ug/mL para identificar aquelas com maior potencial larvicida. As fracGes FNAM, FAAM e
EMAM, que induziram mortalidade superior a 40%, foram selecionadas para determinac¢ao
da concentracdo letal mediana (ClLsp) e concentracdo letal para 90% dos individuos (CLgp)
em uma série de concentrag¢oes diluidas (12,5 a 200 pg/mL) (Tabela 8). Os resultados
indicaram que a fragdo FNAM apresentou a maior poténcial larvicida, com CLso de 3,6
ug/mL, seguida da FAAM (7,9 pug/mL). Mas, em relagdo a Clgo, a fragdo FAAM mostrou-se
mais eficaz (31,6 pg/mL) do que a FNAM (37,3 pg/mL). Como controle positivo, o

Espinosade apresentou ClLso de 0,123 pg/mL. Todos os bioensaios tiveram duragdo de 24 h.

Tabela 8 — Atividade larvicida dos extratos de A. montana frente A. aegypti.

CLso £ DP CLooxDP

Amostras (IC 95% LCL- UCL) (IC 95% LCL- UCL) X2
24h 24h

(ng/mL) (ng/mL)
EMAM 345,2 +0,7 (238,0 - 668,6) >1000 1,48
FAAM 7,9+0,8(2,1-12,5) 31,6 £+ 0,6 (22,5 - 60,7) 0,68
FNAM 3,6+0,5(2,3-5,8) 37,3+1,3(16,8 -283,9) 3,79
Espinosade? 0,123 +0,1 (0,113 -0,134) - 2,9

LCso= Concentracgdo letal para 50% das larvas, LCqo= Concentragdo letal para 90% das larvas, IC= intervalo de
confianga de 95%. LCL= limite de confianca inferior, UCL= limite de confianca superior. X?= teste estatistico
qui-quadrado. - inseticida biolégico recomendado para controle de larvas do mosquito A. aegypti.
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Os dados apresentados endorsam resultados ja publicados, onde extratos e
isolados de A. montana sao tdxicas para larvas de diferentes organismos, tais como T.
tabaci L., A. salina e S. fugirperda (Blessing et al., 2010; Hidalgo et al., 2020).

Os valores de toxidade contra A. aegypti para a FNAM podem estar associados
a presenca do grupo de compostos acetogeninas. Pois, um estudo feito com 65 extratos
etandlicos de 56 espécies de plantas, mostrou que 16 destes tiveram alta atividade larvicida
contra A. gegypti. Entre os extratos mais potentes estavam os obtidos das sementes de A.
squamosa, A. cherimdlia e A. muricata, com valores de LCsg variando de 25,02 a 84,92 ppm
gue sdo 6rgaos vegetais ricos no armazenamento desses compostos (Oliveros-Diaz et al.,
2022).

Outro estudo destaca a atividade tdxica de 85 acetogeninas, mesmo em baixas
concentragOes, frente a 30 espécies de insetos, incluindo pragas agricolas e vetores de
doengas. Os autores sugerem o potencial uso das acetogeninas como alternativas
ecoldgicas, diante do fato que a atividade inseticida destes compostos, é comparavel a de
inseticidas comerciais. 48 acetogeninas foram documentadas, inclusive a annonacina e
gigantetronenina acetogeninas isoladas A. montana. Mas a esquamocina, foi o destaque
da atividade inseticida contra A. aegypti, seno listada como a mais toxica das amostras
testadas, com ClLsp 16,0 umol/mL (Duran-Ruiz et al., 2024).

Em conformidade com esse estudo, Rodrigues e colaboradores constatam que
as acetogeninas de A. mucosa tém potencial como agentes larvicidas para o controle de A.
aegypti e A. albopictus. Ressaltam ainda que esses compostos sdao uma alternativa verde,
pois, ao avaliaram a toxicidade em um organismo modelo, ndo encontram toxicidade
significativa, sugerindo que esses compostos sdo seguros para o meio ambiente (Rodrigues
etal, 2021).

Considerando o modo de atuagdo, as acetogeninas podem agir tanto na
inibicao da respiragdao mitocondrial, quanto na formacgao de complexos quelantes com ions
de calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*), interrompendo a homeostase de calcio intracelular
(zafra-Polo et al., 1996; Duran-Ruiz et al., 2024). Mas, estudos relatam que o principal
mecanismo de acdo, desses inseticidas naturais, é o poder de induzir a morte celular por

autofagia ou desestabilizar a membrana mitocondrial com a desidratacao causada ao redor
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dos grupos fosfato que a constituem (War et al., 2012). Em suma, esses compostos atuam
como uma defesa quimica que compromete a nutricdo e desenvolvimento dos insetos
vetores de microorganismos patégenos.

Avaliou-se, além da atividade larvicida, o potencial adulticida do composto FB3
por meio de bioensaio de contato, utilizando mosquitos fémeas adultas. Na concentracao
de 1000 pg/mL, apds 90 minutos de exposicdo, o composto causou a morte de 67% dos
insetos. A Figura 31 demonstra a curva dose-resposta, evidenciando uma relacdo
inversamente proporcional entre a concentracdo do composto e a mortalidade, com um
patamar de mortalidade de aproximadamente 14% nas menores concentracdes testadas
(125 e 250 pg/mL). A figura 35 mostra a curva dose-resposta da atividade adulticida do

alcaloide annomontina isolado das cascas de A. montana frente a A. aegypti.

100
20
&0
70
G0
50
40
30
20
10

% Mortalidade

1000 SO0 250 125

Concentragdo (microg/mL)

Figura 35— Curva dose-resposta da atividade adulticida alcaloide annomontina isolado das cascas
de A. montana frente a A. aegypti.

Nas condi¢Ges experimentais estabelecidas, a substancia FB3 apresentou uma
concentragdo letal mediana (CLso) de 609,5 pug/mL para larvas de terceiro estagio de A.
aegypti. Embora tenha induzido mortalidade significativa nesses insetos, a comparacao
com o inseticida padrdo utilizado como controle positivo (Tabela 9) indica que o composto
FB3 possui eficacia inseticida bastante inferior.

Tabela 9 - Atividade adulticida do alcaloide annomontina isolado das cascas de A. montana contra

A. aegypti.
Amostras % Mortalidade CLso=DP X2
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(500 pg/mL) (IC 95% LCL- UCL)

FB3 52 609,5+0,9 3,37
(384,5-1499,3)
Cielo® 100 0,1 +1,0* 2,46
(0,04-0,12)

LCso= Concentragdo letal para 50% das larvas, LCqo= Concentragdo letal para 90% das larvas, IC= intervalo de
confianga de 95%. LCL= limite de confianca inferior, UCL= limite de confianca superior. X2= teste estatistico
qui-quadrado. °- inseticida recomendado para controle de mosquitos adultos. *= ng/mL.

A fim de investigar o efeito do tempo de exposicdo sobre a toxicidade do
alcaloide contra mosquitos adultos, conduziram-se bioensaios em diferentes
concentracdes. Nas concentracdes mais elevadas (1000 e 500 pg/mL), observou-se um
aumento rdpido na mortalidade nos primeiros 15 minutos, atingindo um pico de
aproximadamente 30% de adultos mortos. No entanto, a mortalidade declinou
significativamente nos minutos subsequentes, estabilizando-se em valores inferiores a
10%. Nas concentracdes mais baixas (250 e 125 pg/mL), a mortalidade foi baixa nos
primeiros 45 minutos, apresentando um leve aumento aos 60 minutos (7%) e retornando

a zero apos 75 minutos de exposicdo (Figura 36).
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Figura 36 — Curva da atividade adulticida (tempos x mortalidade) do alcaloide annomontina isolado
das cascas de A. montana frente a A. aegypti.

A morte dos insetos por acdao do alcaloide pode estar relacionada ao modo
absorcao por meio do contato com o exoesqueleto de quitina do mosquito, o que pode ser
toxico e consequentemente, causar a morte (Spletozer et al., 2021; Silva et al., 2024).

Os adulticidas naturais atuam por meio de diversos mecanismos, dependendo
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de sua composicdo quimica, podendo desregular o sistema nervoso dos insetos ou
interferir em seu desenvolvimento e reproducdo. A eficacia desses agentes esta
relacionada a capacidade de serem absorvidos através da cuticula ou exoesqueleto dos
insetos, resultando em paralisia ou morte rapida. Além disso, alguns adulticidas possuem
acdo residual, permanecendo ativos apds a aplicacdo, enquanto outros agem de forma
rdpida e transitéria (Spletozer et al., 2021).

Um ponto crucial a ser avaliado é impacto ambiental do uso de adulticidas, uma
vez que podem afetar ndo apenas as populacbes de mosquitos, mas também a
biodiversidade local fato que torna a busca de novos compostos adulticidas pauta de
extrema relevancia (Silva et al., 2024).

A analise dos resultados obtidos nos bioensaios revela uma evidente correlagdo
entre a concentracdo do alcaloide utilizado e a mortalidade dos mosquitos adultos em
funcdo do tempo de exposicdo. Esses resultados sugerem que a eficacia do alcaloide é
dependente da concentracdo e do tempo de exposicdo. A escassez de dados da literatura
sobre a atividade bioldgica de alcaloide contra A. aegypti adulto ressalta a importancia de
investigar as propriedades e a eficacia deste grupo, além de compreender os mecanismos

de resisténcia e otimizar o uso de alcaloides no controle de populagées de mosquitos.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo fitoquimico da A. montana, mostrou que essa planta produz uma
variedade de alcaloides, pois com a interpretacdo manual dos espectros de massas da
fracdo alcaloidica, foi possivel a anotacdo de quatro alcaloides com esqueleto aporfinicos
(N-metil asimilobina, nuciferina, anonaina e seu derivado N-metil anonaina), trés com
esqueleto benzilisoquinolinico (coclaurina, N-metil coclaurina e reticulina), um
oxoaporfinico (liriodenina), todos ja isolados em diferentes partes dessa espécie. Um
alcaloide com esqueleto tetraidroprotoberberinico (stefalidina) e um benzilisoquinolinico
guaternario (magnoflorina) que foram anotados pela primeira vez em A. montana.

Utilizando as técnicas cromatograficas, isolou-se o alcaloide oxoaporfinico
liriodenina da fracdo alcaloidica do extrato metandlico do cerne. Anteriormente, este
composto havia sido isolado de extratos metandlicos de folhas e cascas de raizes da mesma
espécie, por meio de CLAE e CCDP. A liriodenina é um alcaloide comum em diversas
espécies deste género.

Além da liriodenina, isolou-se o alcaloide pirimidino-B-carbolino
annonmontina. A estrutura incomum deste alcaloide foi descoberta da espécie, nos cascas
das raizes, em 1982, sendo posteriormente identificado em outras trés espécies do género
Annona. Neste estudo, empregamos uma combinagdo inovadora de técnicas
cromatograficas, por ser distinta das previamente descritas, para isolar esse alcaloide a
partir de fragdes do extrato etandlico de cascas de A. montana.

O ensaio antimicrobiano in vitro revelou o potencial dos extratos e fragdes de
A. montana em inibir o crescimento dos microrganismos avaliados. As fragcdes neutras
(FNAM) e alcaloidica (FAAM) foram as mais efetivas, tendo em vista que inibiram o
crescimento de forma significativa de dois dos quatros patdgenos testados. Até entdo, nao
havia relato da avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana desses extratos e fracdao
alcaloidica frente S. aureus, K. pneumoniae, E. Coli e C. albicans.

Ademais, na avaliagdo da atividade larvicida, a fracdao neutra apresentou ClLsg
de 3,6 pg/mL sendo capaz de matar 100% das larvas, apds 48 h. A fragdo alcaloidica, CLso
de 7,9 ug/mL, com mortalidade de 90% das larvas nesse mesmo tempo. Essa espécie, pela

primeira vez, mostrou ser fonte de compostos com atividade larvicida e adulticida frente a
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A. aegypti.

O alcaloide annonmontina demonstrou efeitos adulticida relevantes em
fémeas adultas de A. aegypti. Sendo capaz de eliminar 52% desses insetos apds 90 minutos
de teste, mas esse resultado é notado em concentra¢des acima de 500 pg/mL da
substancia. Esta atividade ainda ndo havia sido relatada para este alcaloide annomontina.

A identificacdo dos alcaloides e as atividades biolégicas apresentadas aponta a
A. montana como fonte de produtos naturais de grande importancia. Estudos futuros
devem se concentrar no isolamento de outros compostos para avaliacdo detalhados de sua
seguranca e eficacia inclusive em modelos in vivo.

A caracterizacdo quimica da A. montana contribui significativamente para a
guimiotaxonomia da familia Annonaceae, uma vez que um dos compostos isolados e
elucidados estruturalmente é marcador quimico do género estudado. Além do mais, as
contribuicGes sdo relevantes para o conhecimento da espécie.

Em suma, esta pesquisa fornece informacao importantes sobre a composicdo
guimica e o potencial bioldgico de A. montana. Os resultados corroboram com uso
tradicional desta planta na medicina popular e destacam seu potencial para o

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e inseticidas.
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