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RESUMO

Neste trabalho sédo apresentados os resultados dos estudos do perfil alcaldidico, em
cromatografia deamada delgada (CCD), das espédgpia aromatica X. excellens, X
benthamii, Annona sericea,. Ambotay, Anaxagorea brevipes, Rollinia exsudaguetia
ulei e Ephedrantus amazonicus\nnonaceae), encontradas nos arredores do Campus da
Universidade Fderal do Amazonas e o estudo fitoquimico e biolégico da espécie
Ephedrantus amazonicuR. E. Fries, planta pertencente a familia Annonaceae que se
encontra distribuida em toda Regido Amazbnica sendo conhecida popularmente como
i enxiura o .

Pelo perfil comatografico das fracdes alcaloidicas das espécies analisadasepode
observar a presenca dos alcaléides oxoaporfinicos liriodeninameetinoschatolina,
considerados como uns dos marcadores da familia Annonaceae. Andlises preliminares por
FIA-ESHT-MS das fracOes alcaloidicas das folhas e galhos finés denazonicusdicou a
presenca dos alcaldid€dmetilmoschatolinanas folhas, liriodenina, lisicamina nos galhos
finos, isomoschatolina 8-metoxiisomoschatolineem ambas partes da planta, em acordo
com os dados das analises em CCD. Outras andlises de EM/EM e CL/EM s&@o necessarios
para validacao destes resultados.

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas e galhos fineghamiranthus
amazonicusconduziu ao isolamento dos alcaléidesoaporfinicos Gmetilmoschatolina,
liriodenina e isomoschatolina. A identificagcdo das substancias isoladas foi realizada por meio
de analises espectroscépicas (RMNe de'*C 1D e 2D) e por comparacao com dados da
literatura.

Os extratos e fragbes & amazonicudoram submetidos a ensaios para avaliar sua
atividade biologica. Em teste de citotoxicidade fren#ri@mia salinatodos os extratos e

fracbes apresentarage ativos.Os extratos metandlicos, as fracdes alcaloidicas e os



compostos isolados agentaram capacidade antioxidante pelo ensaio QRAC

Palavraschaves:

Annonaceae, perfil alcaloidic&phedrantus amazonicuatividade citotdxica, capacidade
antioxidante.



ABSTRACT

This paper presents the results of studiesthaf profile alkaloids in thin layer
chromatography (TLC), the speci¥ylopia aromatica X. excellensX. benthamii Annona
sericea A. ambotayAnaxagorea brevipesollinia exsucca Duguetia uleiand Ephedranthus
amazonicus(Annonaceae), found in the wnity of the Campus of the Amazon and the
phytochemical and biological speci&phedranthus amazonicu®. E. Fries, Annonaceae
plant belonging to the family that is distributed throughout the Amazon region is known as
fienvirad ur a o .

For the chromatographjarofile of the alkaloid fractions of the species studied can be
observed the presence of oxoaporphine alkaloids liriodenine antetydmoschatoline,
regarded as one of the markers of the family Annona&raéminaranalysis by FIAESFIT-

MS of alkaloidfractions from leaves and twigs &f anazonicusindicated the presence of
alkaloids Ometilmoschatoline and annamontine leavespdienine and lisicamine in twigs,
isomoschatoline and-@etoxyisomoschatoline in both parts of the plaimt agree with ta

TLC data. Other MS/MS and LC/MS analyses are necessaries for the validation of these
results.

Phytochemical study of methanolic extract of leaves and twigEpdfedranthus
amazonicuded to the isolation of oxoaporphine alkaloidsm@tylmoschatolingliriodenine
and isomoschatolinélhe identification of isolated compounds was performed by means of
spectroscopic analysi¥H{ and**C 1D and 2D) and comparison with literature data.

The extracts and fractions Bf amazonicusests were dont® evaluate its biological
activity. In cytotoxicity test orArtemia salinaall extracts and fractions showed themselves
active. The methanol eadts, the alkaloid fractions and isolated compounds showed

antioxidant active by testing ORAC



Keywords:

Annonaceae, alkaloidal profile, Ephedrantus amazonicus cytotoxic activity, antioxidant

capacity.
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1. INTRODUCAO

O avanco do uso das plantas para fins medicinais tem provocado renovado interesse
pelo conhecimento das caracteristicas das substancias delas ori¢gaheas.que as plantas
contém uma enorme divetlside de metabdlitos secundariosqosis representanos seus
principios ativos.

Muitas pesquisas com espécies vegetais tém sido realizadas no intuito de isolar e
determinar a estrutura de compostos ativos. Estes compostos de origem cgatgtitaiem
umavertentepara a inovacatarmacéutica, tendo em vistaaasingularidade estruturatom
aplicacdo como farmacos, bem como o desenvolvimento de novos medicamentos.

No passado, importanté&rmacos foram descobertos e muitos deles ainda sdosusa
na tergpéutica atualComo exemplos podem ser citadosalcaléide antimalarico quinina,
isolado de Cinchona spp. (Rubiaceae) e os "curares", venenos de flecha dos indios
amazobnicos, que deram origem ao desenvolvimento de uma linha de relaxantes musculares
utilizados como coadjuvantes em anestesias de ciruiisiEIRO, 2000).

A Amazbnia possui o maior ecossistema de florestais tropicais do mundo e é
considerada a maior reserva de plantas medic{phiSTASI et al.,2002. A despeito desta
potencialidade da fla amazobnica, poucos estudos foram desenvolvidos sobre os alcaldides
de plantas amazdnicas, merecendo registro o trabalho pioneiro de Rocha e colaboradores
(197), sobre a descoberta de um novo esqueleto de alcaldides, os azafluorantenos, isolados
de espées do génerdbutg da familia Menispermaceae. Data de 1968, o prinser@ening
fitoquimico (ROCHAetal.,1968), realizado em material de herbario, que apontou as familias
Annonaceae, Menispermaceae, Apocynaceae e Loganiaceae, COmMo as mais pramissoras

alcaléides na Amania.



O Campus da Universidade Federal do Amazonas possui cerca de 600 hectares e
representa um dos maiores fragmentos florestais urbanos do Pais, sendo pouco estudado err
relacdo a sua biodiversidade e seus ecossistemas. Cesestuium grande laboratorio vivo
para estudo da biodiversidade da Amazonia.

Dentro deste contexto, torsa importante um estudo mais detalhado de algumas
espécies nativas popularmente conhecidas, como € o0 caso de espécies pertencente a famili
Annonaceae.

Egpéciesde Annonaceae se destacamr sua importancia no fornecimento de frutos
comestiveis, produtos para cosméticos, material para perfumes e sdo usadas na medicina
popular para varias finalidades, por exemplo, como antitumoral, antiparasitaria, iaseticid
agentes antidiarreicduitas espécieapresentanem sua composicao substancias das classes
dos alcaldides,acetogeninasterpenos, lignanas, neolignanas, chalconas, flavondides e
lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literaturdmahms.

Pesquisas recentes com a espécironacornifolia revelaram o isolamento de doze
acetogeninas de anonaaaam atividade antioxidante (LIMA&t al, 2010).Adicionalmente,
foram isoladosalcal6ides coritenchina, xylopinina, discretamina e xylopswados d
espécieXylopia langsdorffiangSILVA et al, 2009. A partir deAnnona foetidg coletada
no campus da UFAM foram isolados os alcal6ides liriodeninane@@moschatolina,
annomontina e hidroxianonmontina que se revelaram promissora ativieladmadnicida
(COSTAEet al, 2006).

Estes resultados aliados a potencialidade quifalcpacolégica da familia
Annonaceae referente as atividabesogicasjustificam a necessidade de um estudo quimico
e bioldgico mais intensale espécies desfamilia, en especial, das ocorrentes no campus da
Universidade Federal do Amazon&$eda dissertacgoserdoapresentadosalém do perfil

alcaloidico de espécies de anonaceas do Campus Universisoeatos botanicos, quimicos



e biologicos da espéckephedranthusamazonicuspara aqual ndo ha registro de estudos na

literatura.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Annonacea Juss.

A familia Annonaceae pertence a classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae e
ordem Magnoliales. Ba familia apreseatuma combinacdo de caracteres marcantes, sendo
uma das mais uniformes tanto do ponto de vista anatémico como esteititaha das mais
primitivas das Angiosperma€RONQUIST, 1988FECHINEet al, 2002).

Annonaceae compreende cerca de 135 génerosi:edma?.500 espécies, estando
distribuida nas regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (CHAER&IJ2004; DI
STASI et al.,2002) (FIGURA 1). No neotropico esta representada aproximadanente 40
géneros e 900 espéci@SHATROU et al., 2004) o Brasil por 26 géneros e com cerca de
260 espécies (MAAS et al., 200MAAS, 2007, ocorrendo em diversos habitats, como

florestas, cerrados, caatingas e restingas.

st e

Figura 1 Distribuicdo mundial da familia Annonaceae
Fonte:www.mobot.org/.../orders/magnolialesweb.htm
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Os génerof\naxagoreaAnnona Cananga Duguetiae Xylopiasdo os que possuem
distribuicdo pantropical, emquanto que Diclinanona Froesiodendron Guatteriellg
Guatteriopsis Ruizodendrore Trigynaeaséd amazOnicos e 0s restantes @d@neros sao
neotropicais (MURILLGA et al, 2001).

A maioria dos representantesdgefamilia € compda por plantas arbéreas, ou muitas
vezes arvoretas ou arbustos. Vegetativamente, a familia pode ser reconhecida pelas seguintes
caracteristicas particulares: odor forte e caracteristico que exala do tronco cortado ou dos
ramos; por apresentar fibras longasesistentes na casca, conhecidas popularmente como
envira; pela filotaxia alterna e distica de suas folhas (excetdetrameranthusk.E.Fries,
com folhas espiraladpéRIBEIRO et al., 1999).

Grande parte desta familia é polinizada por besouros grandesquenog moscas,
de acordo com o tamanho das flores (GOTTSBERGER9; WEBBER 1996, MAAS,
2007).

No aspecto econdmico, a famil@oresenta uma diversidade muito grande ctomte
de frutos comestivsi principalmenteespécies pertencentass géneos Annonae Rollinia
tais como:A. cherimolia (cherimdlia), A. squamosa(ata, fruta do conde opinha), A.
muricata (guanabana, graviolag R. mucosa(biribd). Essas espécies samltivadas e
comercializadas, seus frutos séo usadosnaturaou na formade sucos e sorvet@sIGURA
2).

Algumas espécies comfmnonaglabra Linn, AnnonacrassifloraMart., Bocageopsis
spp Fusaea longifba, Oxandra lanceolataOxandralaurifolia, Guatteria megalophylla
Guatteriastipitata sdo de grande importanc@ondmeca em madeireiragpara confeccao de
utensilios(LOBAO et al., 2005; MURILLGA., 2001; BERNARDI e SPICHIGER, 1980).

Na Asiaas flores deCanangium odoratune Artobotrys odoratissima&o cultivadas

para obter a esséncia de Ylarigng que serve de base pardabricacdo de perfumeNa



Africa e Malasiaas sementede Xylopia sp. sd0 usadas como unsubstituto de pimenta
(BERNARDI e SPICHIGER, 1980)

Varios membros desta familia sdo usados na medicina popuéaitrptar os mais
diversos malesNa Amazoénia foiidentificado o uso frequentde trés espéciesAnnona
muricatg no qual o suco do fruto € usado internamenteocantitérmico, diurético e no
combate a insbnias levesnnonatenuiflora, que € usada contra dores de cabeca, tonturas e
hipotensdo A infusdo das folhagle Xylopia cf. frutescensé usada como analgésico e

antiinflamatério, ao passo que a decoccdo da casca é usada, na forma de inalacdo, para

combater resfriados e dores de cal{eds5TASI et al.,2002.

A. squamosdfruta- do- conde) A. muricata(graviola)

A. cherimolia(cherimdélia) R.mucosabiribd)

Figura 2. Frutos comestiveis pertencente a familia Annonaceae
Fonte http://minhasfrutas.blogspobm



2.2 Principais Constituintes Quimicos da Familia Annonaceae

A familia Annonaceae € muito ricam compostos quimicosp que se deve a
diversidade biogenética e estrutural de metabdlitos secundarios que podem ser evidenciados
em suas espécies. A familia é caracterizada pela ocardaalcaldides e acetogeninas de
anonaceas. Outras classes de compostos como polifendis, terpenos, compostos aromaticos,
neolignanas, flavonodides, esterbides, lactonas e amidas também podem ser es@mtrado
espécies destfamilia (LEBOEUF et al.,198DIAZ, 1997; ALALI et al., 1999; PINTO et

al., 2005).

2.2.1 Alcaldides

Os alcaldides encontrage presentes em um grupo restrito de familias botanicas,
sendo as principais Apocynaceae, Rutaceae, Ranunculaceae, Fabaceae, Papaveraceae
Menispermaceae, Annaneae, Solanaceae, Rubiaceae, Liliaceae e Loganiad€BANE,
1982;MENACHERY et al., 1986MIN, 1991).

Segundo Leboeuf (1982), a familia Annonaceae é caracterizada pela ocorréncia de
alcaldides do tipo isoquinolinico, tais como os alcal6ides isoquino$inisimples;
benziltetraisoquinolinicos; bisbenzilisoquinolinicos e bisbenziltetraisoquinolinicos;
protoberberinicos tetrahidroprotoberberinicosiporfindides, incluindo todos os alcaldides
com 0 nucleo aporfinico verdadeiro e os alcaldides baseadoglemisleo, porém com
esqueletos modificados (CAVE et al., 1987).

Os alcaldides liriodeninfl] (oxoaporfinico) SIQUEIRA et al., 1998), reticulin§2]

(benziltetraidroisoquinolinico) KANOKMEDHAKUL et al.,, 2007) e anonaina[3]



(aporfinico) COSTA et al., 2008) sao freqientemente encontrados em varias espécies da
familia  Annonaceae, sendo considerados marcadores quimiotaxondémicos desta familia

(LEBOEUT et al., 198

CH30O @)
STy o0, O
N NH
O /N \CH O
O O
CH30O

] OH
2] 3]

Diversas atividades biolégicas tém sidatribuidas a classe dosalcaldides
isoquinolinicos tais como: citotoxica, antiespasmodico, antitumoral, antimicrobiana,
antifangica, antinflamatorio, antiviral, antioxidante e podesatomo os inibidores da enzima
(ANISZEWSKI, 2007.

Na Tabelal sdo apresentad@exemplos dealcalbides isolados de diversas espécies

pertencentes a familia Annonaceae derivados do esqueleto isoquinolinico bem como suas

respectivas atividades bioldgicas.



Alcal6ides AFllela_de Espeme Referéncia
biologica isolada
Isoquinolinico simples
H3CO
] . Annona
NH Antifungica YANG et al., 2004
HO || squanosa
@)
Thalifolina
Benziltetrahidroisoquinolinico
Atividade Xylopia PUVANENDRAN
antioxidante championii et al., 2008
(+)-Laudanidina
Bisbenzilisoquinolinico
OCH3 H3CO
‘ ‘ MAHIOU et al.,
N o HO _N _ 200Q
. ) Guatteria
Antiprotozoaro . CHAN-BACAB et
boliviana
0 al,, 2001
OH
Puertogalina A
Bisbenziltetraisoquinolinico
_ o Pseudoxandra MISHRA et al.,
Leishmanicida
sclerocarpa 2008

Obaberina

Tabela 1: Atividade bioldgica de aléaes isoquinolinicas
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Aporfinico

. ) Guatteriopsis
Antimicrobiana o COSTA 2009
friesiana

Guatteriopsicina

Oxoaporfinico
OCH3

O A
< N Artabotrys ~ STEVIGNY et al,
O = Antitumoral
uncinatus 2005
NS
O ’

Atherospermidina

Fenantreno
CH3
HO N <
CHs3
) Annona
HsCO Antitumoral WU et al, 1993
montana
Argentinina
Proaporfinico
H3CO.
‘ N—CH; .
OH ) ) Annona STEVIGNY et al,
Citotéxica
O purpurea 2005
7
@)
S-Glaziovine

Tabela 1: Atividade bioldgica de alcaléidesquinolinicogcont)
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Protoberberinico

. o Annona QUEIROZ et al.,
Leishmanicida ]
spinescens 1996
Berberina
Tetrahidroprotoberber inico
HO
LI
H3CO o ) Guatteriopsis

Antimicrobiana COSTA 2009

I OCH3

OCHs

Corypalmina

friesiana

Tabela 1Atividade bioldgica de alcaléides isoquinolinidesnt.)
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Alcaldides do tipo néo isoquinolinicos tém sido encontrados em algspésies de
Annonaceae Das cascas d&nnona impressiveni@i isolado o alcal6éide metoxiannomontina
[4] (SANTOS 2007) e das cascas danona foetidaforam isolados os alcaldides- N
hidroxiannomonting5] e annomonting6] (COSTA et al., 2006) todos dgd pirimidino-b-
carbolinilica Annomontina foi isolado pela primeira vez da ésip Annona montana

(LEBOEUF et al., 1982a

[4] Ri= OCH;, R,= H (Metoxiannomontina)
[5] Ri= H, R= OH (N-hidroxiannomontina)
[6] Ri= H, R=H (Annomontina)

2.2.2 Acetogeninasle Anonaceas

As acetogeninas sdo metabalitos secundarios derivados de &cidos graxos de cadeia
longa, ontendo de 35 a 37 atomos de carbonos, que sdo combinados com uma unidade de 2
propanol. S&o usualmente caracterizadas pela presenca de uma cadet lahiga com
grupos funcionaigidroxila, acetila e carbonila conectado a um grupo termidatctona2,4-

di ssubstitu2do, p o0 -thsaturddw. Psdem tansbént aonteadbd a 3 angis U,
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tetraidrofuranicos (THF). Existem acetogeninas que ao invés de apresentar anel THF,
apresentam anel tehidropiranico (THP) (ALALI et al., 1999).

As acebgeninas constituem uma série de produtos naturais isolado exclusivamente de
espécies da familia Annonaceae e sdo encontradas em dez g&merosa Asiming
Anomianthus Disepalum GoniothalamusRollinia, Polyalthia, Porcelia, Uvariae Xylopia
(ALALI et al., 1999; CUNHA et al., 2009Estas substancias sao conhecidas por exibir uma
variedade de efeitos farmacoldgicos tais como: antiparasitario, inseticida, citotdxico,
antitumoral, imunossupressiva, vermicida, abortiva, antimicrobiana, inibidora dce apetit
antimalarica (QUEIROZ et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2003)

Desde uvaricing7], a primeira acetogenina bioatieacontrada partir das raizes de
Uvaria accuminatam 1982 mais de 400 membros desta familia de composto foram isolados

de 51 espéciadiferentes (LI et al., 2008)

OH

CHs(CHy)o © /A/
(C H2)11/X
(@)
0 ) ©
\\/ 3

© [7]

Das folhas da espéciRollinia laurifolia, uma planta nativa do cerrado brasileiro,
foram isolados as acetogenirasrilfolina [8], gonionenind9], annonina [10], uvariamicina
| [11] e solamina[12], sendo que asé&s primeiras apresentaram consideravel atividade

citotoxica (CUNHA et al., 200MASCIMENTO et al., 2003)
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OH OH S
[10]
CH3(CH,)13 o CHo)io~_//
o)
OH Il
OH J
[11]
trans
treo

eo

(CH2)12 \g(
O
/
O

Das sementes dennona senadensisforam isolads as acetogeninas senegalgrs,

]

esquamocingl4], asimicina[15] e molvizaina [16] que apresentaram atividade contra as
formas promastigotas deeishmania major d.. donovaniem concentracdes entre-260

eg/mL (CHAN-BACAB et al., 2001)
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Q OH
\ OH OH
\_/ (CHa)7 N (CHar T (CHYHCH:
HaC” OH

[13]

(CH2)5CH3

trans threg Lrans

[14] Ri= H, R= OH, n=10, *=erytro (Esquamocina)
[15] R;= OH, R=H, n=10, *=threo (Asimicina)
[16] R;= OH, R=H, n=8, *=erytro (Molvizarina)

2.2.3 Outros constituintes quimicos

Embora menos frequemsteoutras importantes classes de compodamnbém foram
isolados da familia Annonaceae, tais como:
1 Terpenos:6xido de cariofilend17], espatulendl18], 1 fliidréxid4(15)eudesmeno

[19] e 4hidroxi-1-15-peréxieudesmand20], isolados dos ramos d&Xylopia

emarginata(MOREIRA etal., 2007)

Q.

[17] [18] [19] [20]
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1 Flavonoides: kaempferol [21],3-O-[3",6"-di-O-p-hidroxicinamoil}b-galactopiranosil
kaempferol [22], 6"-O-p-hidroxicinamoitb-galactopiranosikaempferol [23], 3-O-b-
galactopiranosikaempferol[24], isolados das folhas dennona doica (VEGA et al.,

2007).

OH

[23] [24]

1 Esterdides: estigmastero[25] e - §itosterol[26], isolados dos galhos finos deona

pulctra (OLIVEIRA, 2007).
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[25] [26]

1 Neolignanas: 3'-metoxi3,4-metilenodioxi4 7-epoxi9-nor-8,5-neolignanar,8-dieno
[27] e &cido 3 metoxi3,4-metilenodioxi4’, 7-epoxi9-nor-8,5-neolignana7-em9-oico

[28], isoladas do cerne deaxagorea claata (DiAZ, 1997).

COOH

(28]

1 Amidas: N-trans [29] e N-cis-feruloiltiramina[30], isoladas da madeira dglopia

benthamii(PIMENTA et al., 2009)
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OH
> |O /\Q/
AN
/\Q/ b ITI
HO 04 H
O

[29] [30]

q Oleos essenciaist-pineno[31], -pineno[32], limoneno[33], tem sido encontrado nos
Oleos essenciais das folhas)Xddopia arométicaLAGO et al., 2003) biciclogermacreno
[34], (E)-cariofileno[35] e -cbpaend36] foramisolados das folhas dennona foetida
(COSTA etal., 2009); U-eudesmol[37], b-eudesmol[38] e o 2-eudesmol[39] foram

obtido das folhas déuatteriopsidriesiana(COSTA et al., 2008).

~—

[31] [32] [33] [34] [35] [36]

OH

[37] [38] [39]
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1 Lactonas: argentilactona[40], isolada do cerne dé&nnona ambotayBRAVO et al.,
2002) umalactona sesquiterpénica denomingdatteriolida[41] foi isolada das cascas

Guatteriopsis friesian§COSTA, 2009)

[40] [41]

1 Compostos aromaticos:grandiuvarona A42], grandiuvarinas A, B € [43, 44 e 4],

isoladas das cascas dearia grandiflora(ANKISETTY et al., 2006).

CHs

:<

0
0
|

¢ HO,

0O
OH

(o]
0 |
A O
o |
(0]
0.0 )\
N (@) CH3

[42] [43] [44] [45]

2.30 géneroEphedranthusS. Moore

O género EphedranthusS. Moore coresponde cerca de 10 espécies, sendo
caracterizadas pela presenca de folhas com nervura principal impressa no lado superior com

indumento de pélos simples. Suas flores s&o solitarias com sépalas livres e pétalas e os frutos
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SA0 apocarpicos ou monocarpicofs espeécies desse género podem ser encontradas na
Américado Sul, principalmente no Nordeste do BraMIAAS et al.,2001 MAAS et al.,

2007).

2.3.1Ephedranthus amazonicufR. E. Fries

A espécieEphedranthus amazonicls E. Fiesé uma arvore vulgarmée cothecida
como enviradura, envirasurucucu, envireira, envitaia e envirgpreta, com ocorréncia em
solo argiloso a arerargiloso. Apresenta folhas disticadas com nervuras secundarias impressa
na face superior. As flores sdo amam@iemee fus futos sdo apoadpicos de coloracdo
verde quando imaturos e amarelos quando maduros. A espécie pode ser encontrada na
Amazobnia venezuelana, Peru, Brasil e Bolivia (MAAS et al.,, 2001; MAAS et al., 2007;

RIBEIRO et al., 1999(FIGURA 3).

(b)

Figura 3. Espéci&. amazonicuga) arvore; (b) frutos e (c) caule.
Fonte: ALENCAR, D. C.; www.plantelotanique.org
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Essa spécie ndo apresenta registros na literatlraestudos etnofarmacologicos e
biologicos e de seus constituigteuimicos fixos entretantg o potencial quimico
farmacoldgico da familia Annonaae estimula estudo da espédie amazonicus.

Estudos da compizdo quimica do Oleo essencial das folhasEdeamazonicus
revelaram a presenca dE)-cinamato de mtila (85.6%) B6] e (£)-cinamato de metila

(7.4%)[47], representando cerca de 93% do Oleo t&NIRADE et al., 200Y.

O
O/

[46] [47]

2.4 Caracterizacadogeral da area em estudo

O Campus da Universidade Federal do Amazqhi#sAM) esta situado na zona leste
da cidade de Manawspossui cerca de 600 hectares de florestas priméarias e secundarias

A area selecionada para o desenvolvimentsajessquisa limitada pelodairros do
Coroado, Aquariquara, Zumbi dos Palmares, Armando Mendes, Conj. Nova Republica, Conj
Atilio Andreaza eJapinlandia.

A proximidade com bairros habitados por populacdesntas temevado algumas
areas do Campus Universitarao um estado de degradacédo preocupante devido ao uso
desordenado, tornando idif a mantien@o das esséncias florestais adaptadas nesse
ecossistema

A vegetacdo do &@npus da UFAM é constituida por floresta tropical umida de terra

firme, mata primaria, caeira, campinarana, floresta de crescimento secundario e areas
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antropicas(NERY et al., 2004)recortala por uma rede de igarapés. O relevo dessa
verdeé formado por platds, vertentes e baixios.

A area em estudo peesenta caracteristicas de clima watorial Umido, com
temperatura e precipitacdo média anual de 26 °C e 2100 mm, respectivamente- (SILVA
FORSBERG, 1999), elevada umidade do ar e baixas velocidades de ventos (NIMER, 1979).

O Campus da UFAM epresenta um dos maiores fragmentos florestaignosbdo
Pais, sendo pouco estudado em relacdo a sua biodiversidade e seus ecossistemasseConstitui
em um grande laboratério vivo para estudo da biodiversidade da Amazénia.

Atualmente, existem poucos estudos relacionados a flora do campus da UFAM,
sobretido ao levantamente a identificacdo de espécies pertencente a familia Annonaceae
promissoras em compostos bioativdssse tipo de estudo contribui a0 mesmo tempo para a

preservacao e consepé da area do Ggus.

2.5 Consideracg0es gerais sobre os testde atividade efetuados

25.1 Avaliacéo da atividade citotoxicafrente a Artemia salinaLeach

A Artemia salinaL e a c h, comumente conhecida <c¢como
crustaceo da ordem Anostraca (sem carapaga) que vive em agua satgadeado enodo
o mundo, e é utilizado como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente
encontrados em lojas de animais

Como aA. salinaé um organismo simples que pode sentir o efeito de qualquer
substéancia biologicamente atieapresenta facilidade na eb¢&o de suas larvas e estocagem
de seus ovos mesmo em ambientes diversosnortalidade dess microcrustaceo é

considerada o bioensaio ideal. Esse bioendatectacompostos bioativos em extratos de
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plantas e ¢etalidadedesecrustaceo tem demonstradarrelacdo com atividades antitumoral
pesticida (MCLAUGHLIN et al., 1993, antiplasmodica (SOLIS et al., 1993)e
tripanossomicidgdDOLABELA, 1997). Inameros constituintes bioativos tém sido obtidos de
vegetais fazendee o isolamento guiado pelo bioeinsde toxicidade sobreA. salina

A letalidade dssesorganismos simples tem sido utilizagara monitoramento rapido
e simples da resposta biologica, onde a razao entienern de larvas mortas enamero de
larvas vivas em comparacao a um controldatposé uilizado para estimar a toxicidade das
solucdes teste®© ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto &
considerado como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
bioldgica.

Pesquisas com o eatodiclorometano das cascas do cauléJdéindmaniireveleram
significativa citotoxidade frente @Artemia salina O fracionamento biomonitorado desse
extrato levou a identificacdo dos alcalbides liriodeijalisicamina[48] e unonopsin§49]

como @mpostos ativos (SIQUEIRA et al., 1998)

[48] [49]

Do estudo fitoquimico biomonitorado pelo bioensaio cdrtemia salinado extrato
etandlico das cascas do caule d2uguetia glabriusculaforam isolad® os alcal6ides
oxobuxifolina [50], lanwinosina pl], polialtina (2], oliveridina [53] (SIQUEIRA et al,

2001).
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OCHs;

[50] [51] [52] (53]

2.5.2 Avaliagao da atividade antioxidante

Danos oxidativosrreversiveisde biomoléculassdo alguns dos fatores que causam a
ocorréncia e desenvolvimento de numerosas doencas tais comoselerose, cancer,
envelhecimento, diabetes, inflamagamal de Parkison, mal de Alzheimer, doencas
cardiovasculares, et ODYATO et al., 2004

A atividade antioxidanteesta relacionadaom compostosapazes de proteger um
sistema biolégico contra os efeitos danosopmeessos ou reacdes que causam oxidacao
excessiva, envolvendo espédieativas de (nitrogénio) oxigénio (ARNA, 2000).

Os efeitos protetores dos produtos naturais deeimrigegetal sdo devidos a presenca
de varios componentes que possuem diferentes mecanismos de acdo. Os compostos
responsaveis pela atividadaptidorade radicais livres& enzimasproteinas e substancias
como vitaminas, carotendides, flavonodides, antocas alcaldidese outros compostos
fenolicos (SANCHEZMORENO et al., 1998BOSCOLO et al., 2007

Varios meétodos tém sido desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante de
substancias puras e extratos de plantas. Esses métodos podem seosdemdiciuas

categorias: (1) baseados na reacao de transferéncia de elétrons, representados pelo método d
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Folin-Ciocalteu e sequestro de radicais livres, tais como o DPPH e (2) basaadagdo de
transferéncia de atwos de hidrogénio, representado peldiRAT (Oxygen Radical
Absorbance Capacily e s tcardtematéaidofinoléicdHUANG et al., 2005).

Nesse trabalho foi empregado o método ORAC que verifica a capacidade
sequestradora de um antioxidante frente a formacdo de um radical peroxila induzido pelo
2 , -&06bis (2amidinopropano) dihidioreto (AAPH) a 37°C. Nesse ensaio, o radical
peroxila reage com um composto fluorescente formando um produto ndo fluorescente. O
efeito protetor de um antioxidante é verificado calculesel@a area formada abaixo da curva
de decaimento da fluorescéncimaimostra versus tempo, quandeng@arada ao branco, que
nao apresenta antioxidantes. Inicialmente, o composto fluotesatizado para reagir com
o radical p e r o-Xicodritana.Endretantafd @i e o las ear vheodritrinaq u e  a
interagia com os compostos fendlicos levando a erros neste método. Considerando esta
desvantagem, OU et al. (2001) desenvolverawal@laram uma modificacdo do ORAC
usando fluoresceina como composto fluorescente, que perde a fluorescéncia indicando reacéo
com o radical peroxila. Além disso, a fluoresceina mostrou excelente fotoestabilidade,
reducao dos custos deste experimento emérage com antioxidantes

Muitos compostosisolados de plantas pertencenta familia Annonaceadém
mostrado significativa capacidadatioxidante Os alcaloide®-metox-isomoschatoling54],
O-metilmoschatoling55], lisicamina[48], liriodenina[1], nornuciferina[56], coreximina
[57], e isocoreximina[58] isolados das cascas @atteria hispidaexibiram capacidade

antioxidante no ensaldRACq_ (COSTA et al.; 2010).
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OCHs

[57] (58]
Das cascas do caule e do cauleXgéopia championiiforam isola®s os alcaldides
(+)-laudanidina[59], (-)-discretina[60], nordicentrina[61] e dehidrocoritenchings?2] que

mostraramsignificativa ativichde antioxidante no ensaio DPPH (PUVANENDRAN et al.;
HO
(1)
HsCO
O OCHg3

OCHs

2008).

[59] [60]
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100
0 ‘ NH
HsCO ]
OCHj3
[61] [62]

As acetogeninabulatacinal[63], cornifolina[64], folianina B[65] e annonfolingd66]
obtida das sementes dmnona cornifoliaapresentararpronunciada capacidade capturadora

de radicais livres (LIMA et al.; 2010).
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threo \ / threo

HsC

trans

[66]
O flavondide 5 , 7 ,-t8ti@hiddoRi3-O-rhamnosH2-fenilcromona[67] isolado das
folhas deRollinia pittieri apresentogrande capacidade antioxidant®s ensaios DPPH e

ABTS (TORRES et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerd

1 Contribuir para o conhecimento da flora do Campus da Universidade Federal do
Amazonas investigando seu potencial alcaloidico, visando identificar espadiasilia
Annonacea@romissoras em compostos bioativosntribuindosimultaneamentpara sua

preservacgao e conservacgao.

3.2 Especificos

1 Realizar o mapeamentodas espécies deAnnonaceaenos arredores do Campus da
Universidade Federal do Amazonas;

1 Estudaro perfil alcaloidicadas espéciesncontradaso Camps;

71 Estudar a composicdo quimica dimhas e galhos finos da espédiphedranthus
amazonicuR. E. Fries determinando as estruturas molecularesndesbalitos isolados
atraves de métodos cromatograficos e espectromeétricos;

1 Realizartestes biolégicosab extratohexanico emetanolicos e rsafracdes alcaloidicas

neutrada espécie selecionada
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Andlise cromatografica

4.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As anadlises foram realizadas em crombgoaspréfabricadas de silica gel TLC de
0,2mm de espessa e indicador de flourescéncigsk da Sorbent Technologie& detecgao
dos compostos foi feitpor irradiacdocom lampadaultravioleta (UV) (264 e 365 nm) e

posterior revelagdoom reagente de Dragendorff.

4.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utlizados colunas de vidro, cujo comprimento e didmetro variam de acordo
com a quantidade de amostras a semsralisadasAs separages cromatografica foram
realizadas utilizandse como suporteilea gel 60 de 0,0600,200 mm da Acos Organics
tratadapreviamente com bicarbonato de sédio (NaHC® 10%. As fases moveis usadas

foram hexano, diclorometano e metanol.

4.2 Solventes e reagentes reveladores

4.2.1 Solventes

Foram utilizados solventd3A da Nuclear.Para a obtencdo dos espectros de RMN

foramutilizados solventes deuterados
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4.2.2 Reagentes reveladores

Reagente de Dragendorftom modificacdo de Munier (MUNIER, 19%pudMerck,
1971). Solucéo A: 1,@ de nitrato de bismuto Il e 20¢g0de aciddartarico dissolvidos em 80
mL de agua destilad&olucdo B: 16,0g de iodeto de potassio dissolvidos emL40e agua
destilada. A mistura de partes iguais destas solucbes constitui a solucdo estoque. Para
borrifacdo das cromatoplacas, adiciors@l10,0g de acido tartarico, dissolvidos em &
de aguadestilada. Apds borrifacdo das placas cromatograficasposs das substancias

apresentaram coloracéo laranja.

4.3 Métodos espectrométricos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear 1D foram registradamsaesinos
Brucker ARX200,0perando a 4,8,4 e 11,7 Tesla (T), respectivamamente, observifdo
400 MHz. As amostras foram solubilizadas em cloroformio deuterado @CBCmetanol
deuterado (CBDD). Os desl ocament os qu2micos foram ¢
de acoplamento (J) foranegistradas em Hertz (Hz). Os experimentos obtidoapawelho
Bruckerforam realizados no Departamento de Quimicblaersidade Federal do Parana.

Os espectros de massas foram registrados em espectrooretrapi modelo LCQ
FLEET (Thermo scientific)aav ®s da t ®cnica de fAEl ectron S
com ion no modo positivo no Departamento de Quimica da Universidade Federal do

Amazonas (UFAM).
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4.4 Outros equipamentos

1 Evaporador rotatéridHeidolph, tipo Heizbad OB

1 Moinho: Moddo Willey com quatro facgs

1 Estufa decirculacao de aDeleo, tipo A6 sefaf;

1 Ultravioleta (UV):Lampada de 26365 nm, da Solab;

1 Balanca analitica: Tecnal, classeriak. 210 g min. 100 mg);
1 Pipeta automatica: Gilson, P 5000, P 1000 e P 100;

1 Ultrason: Unique, maelo USG2800.

4.5 Material botanico

4.51 Mapeamento das Anonaceas narea do Campus da Universidade

Federal do Amazonas (UFAM)

O Campugda UFAM foi dividido em trés areade estudoarea 1,proximo ao baro
do Coroado e ao mihmampuscom solo arenargloso; area 2,proximo ao CHL e ao
bairro Nova Republicaom solo arenoso a areaayilosq area 3,proximo ao bairro Ouro
verde solo arenod¢-IGURA 4).

O mapeamento da&nonaceasdo Campus da UFAM foi realizado no periodo de
fevereiro a junho de@9, com o acompanhamento do botanio Antonio Carlos Webber
para a identificacdo das espécis coordenadas geograficas das espécies encontradas foram
obtidas no aparelho de GKGlobal Position System) Modelo Garmim e Trex Vista HCx

shown(TABELA 2).
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Guatteria sp(005 Guatteria sp031
e 057Guatteria olivacea

Tetrameranthus sg093)

Xylopia sp.(087 Xylopia sp092
Xylopia aromaticae Xylopia
benthamij 080 Xylopia excellens

009 e 059Annona sericen

Rollinia sp.(002, 055 e 10Rollinia
exsucca029Rollinia sp., 055
Rollinia mucosa

Unonopsis sp(074 Unonopsis sp.
094 Unonopsis espectabilid 20
Unonopsis guatterioide

uatterigsissp.(008 e021
Guatterigsisblepharophylla)

Ephedranthus sff024 e 058
Ephedranthus amazonicus

Anaxagorea sp073 e 090
Anaxagorea brevipgs

Duguetia sp(079Duguetia riparig

093 094

001 | |Varias espécies (0OPetrameranthus

duckeie Xylopia aromaticap11, 012
e 058Guatteria sp.e Ephedranthus
amazonicus089Guatteriopsis
¢ blepharophyla, Tetrameranthus

Image © 2010 GeoEye $& ¥ P ' duckei, Unonopsis estiptata091
© 2010 MapLink/Tele/Atlas Thiat Ceh 3 Y o W Duguetia riparia, Duguetia ule¢
e .‘.’ \ L . WO 4 E Unonopsis guatterioidgs

Figura 4 Anonaceas encontradas no Campus da UFAM
Fonte Google Earth
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Legenda das coordenadas geograficas dos pontos

002:S 03A05658.50 ; W 003:S 03A05640.20; W
004:S 03A05634.10; W 005:S 03A05623.50; W
008:S 03A05MDB.9AH;8622 009:S03°0948.506; W 059A
011:S 03A05650.706; W 0122S03A05649.506; W05
021:S 03A05657.506; W 0222S 03A05648.70; W
024:S 03A050648.70; W 029:S 03A05647.10; WO
031:S 0 3 A0 5 604589. A7508; 6 2V@ . 055:S 03A05659.60; W
056:S 03A05656.70; W 057:S 03A05650.40; W
058:S 03A05650.706; W 059:S 03A05649.00; W
060:S 03A05634.00; W 073:S 03A050605.%%.;3
074:S 0 3 A0 5 600549. A6507;6 58 . 075:S 03A05601.60; W
079:S 03A06600.706,; W 080:S 03A05639.706; W
087:S 03A06600.706,; W 088:S 03A050641.40;, W
089:S 03A05044.60; W 090:S 03A05647.30; W
091:S 03A05651.20; W 092:S 03A05649.30; W
093:S 03A0506049.60; W 094:S 03A05650.40; W
101:S 03A05632.60; W 120:S 03A05640.60; W

Tabela 2. Coordenadas geogréficas das espézidaribnaceae

4.5.2Coleta e identificacdo botanica

O material botanico das espécies da familia Annonaceae encontiettas do
Campus da Universidade Federal do Amaz@b&3AM) foram coletados entre os meses de
fevereiro a junho de 2009. O material botanico foi idemiifac pelo Dr. Antonio Carlos
Webber do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IGEjA e

a exsicata das espécies com material fértil foi depositado no herbario da UFAM sob os
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seguintes numerosAnnona sericeg8160), Rollinia mucsa (8148), R. exsucca(8147),
Xylopiaaromaica (8150), X. excelleng8279), Tetrameranthus ducké8149), Anaxagorea
brevipes(8280), Duguetia riparia (8278) Unonopsis stipitata8250) eU. guatterioides
(8249).

De acordo com MAAS (2007) o periode floracdo da espécie. amazonicu® de
marco a maio e o de frutificacdo € de maicetermbro. Essa espéciéi acompanhada
durante o andamemtdas pesquisas, mas porag&m uma areaantropicasuafertilizacdo
nao paleser observada

As espéciesA. amboty, X. benthamij Guatteria olivacea  Guatteriopsis
blepharophyllaD. ulei, U. espectabilise E. amazonicusdo estavam férteisom issanao
poderdo ser depositadas no Herbario da UFAM, porém, todos os individuos foram

identificados a campo pelo Botaaibr. Antonio Carlos Webbeto ICB da UFAM.

4.5.3 Secagem e moagem

Depois de coletadas, as diferentes partes das plantas, foram secas na estufa de

circulacao de ar a 50 °C sendo em seguida trituradas em moinho de quatro facas.

4.5.4 Preparacédo dos extratos

O materid botanico das espéciés ambotayA. sericeaR. exsuccaX. aromatica
X. benthamii X. excellensE. amazonicusA. brevipese D. ulei foram pulverizads e
submetidg a extracao

Todo materiatepois de pulverizado (5@f) foi submetido a extracgmwor maceracao
com solvente em ordem crescente de polaridade hexano e metanol, com remogdo em
intervalo de 3 digdotalizando28 dias O material remanescente foi desprezado, de acordo

com o EBsquemadl.
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Os extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob spé® reduzida em
temperatura de 50 °€ em seguidasecos em dessecador.

ApoOs completa secagem foi calculado o rendimento de cada extrato das espécies
(TABELA 3) e, em seguidaretirada uma pequerguantidade dos extrat¢® mg) para a

realizacdo dos stes bioldgicos.

Material botanico

(500 9)

Extracdo com hexano

Concentragao

Torta Extrato hexanico |

Extracdo com metanol

Concentracao

Torta Extrato metandlico |

Torta

(desprezar)

Esquema 1. Fluxograma da obtencgéo dos extratos brutos das espéciesalAfmmilaceae coletadas.
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Espécies Parte da Ext[at.os Rendimento Extra,tqs Rendimento
planta hexanicos g (%) metandlicos g (%)
Folha EHAA (F) 1,21 ,0 EMAA (F) 12,53(10,3
Annona ambotay Galhos finos  EHAA (GF) 1,67(0,5 EMAA (GF) 3,74(1,)
Casca EHAA (CAS) 1,21(0,4) EMAA (CAS) 3,98(1,4)
Cerne EHAA (CER) 2,39(0,3 EMAA (CER) 7,42(0,9
Annona sericea Folha EHAS (F) 5,52(1,6) EMAS (F) 20,30(4,28)
Galhos finos  EHAS (GF) 2,95(1,3 EMAS (GF) 4,00(1,7)
Folha EHREX(F) 7,06(2,1) EMREX (F) 38,90 (1,3
Rollinia exsucca Galhos finos EHREX (GF) 0,23(0,1) EMREX (GF) 2,04(0,9
Casca EHREx (CAS) 0,37(0,9 EMREXx (CAS) 5,52(5,4)
Cerne EHREx (CER)  0,45(0,1) EMREXx (CER) 6,70(1,6)
Folha EHXA (F) 0,48(0,2 EMXA (F) 8,08(2,6)
Xylopia aromatica Galhos finos  EHXA (GF) 2,24(0,7) EMXA (GF) 42,28(13,2
Casca EHXA (CAS) 1,01(0,9 EMXA (CAS) 12,99(11,0
Cerne EHXA (CER) 0,42(0,1) EMXA (CER) 7,00 1,0
Folha EHXB (F) 33,00(7,0 EMXB (F) 51, 50(10,7)
Xylopia benthamil Galhas finos EHXB (GF) 2,09(0,2 EMXB (GF) 34,60(3,2
Casca EHXB (CAS) 0,71(0,5 EMXB (CAS) 12,30 8,2
Cerne EHXB (CER) 0,83(0,1) EMXB (CER) 8, 00(0,9
Folha EHXEX (F) 6,21(3,0 EMXEX (F) 20,20 0,6)
Xylopia excellens Galhos finos  EHXEXx (GF) 0,53(0,5 EMXEXx (GF) 5,40(5,])
Casca EHXEx (CAS) 0,38(0,6 EMXEXx (CAS) 7,17(11,8
Cerne EHXEx (CER) 0,46(0,2 EMXEXx (CER) 5,90(2,8
Ephedranthus Folha EHEA (F) 1,19(1,1) EMEA (F) 6,09(5,5
amazonicus Galhos finos EHEA (GF) 0,40(0,8 EMEA (GF) 2,25(4,3
Folha EHAB (F) 4,42(2,7) EMAB (F) 27,70(13,1)
Anaxagorea brevipes Galhos finos  EHAB (GF) 1,25(0,13 EMAB (GF) 7,50(0,8
) Casca EHAB (CAS) 0,27(0,23 EMAB (CAS) 2,01(1,7
Cerne EHAB (CER) 0,23(0,08 EMAB (CER) 4,50(1,7)
Duguetia ulei Folha EHDU (F) 2,95(3,0 EMDU (F) 11,95 12,2
Galhos finos  EHDU (GF) 0,95(0,5 EMDU (GF) 7,31(3,6)

Tabela 3. Rendimento dos extratos brutos

4.6 Marcha quimica para obtencéo de alcaloides

4.6.1Tratamento dos extratos metanolicos

Por meio de CCD, foi observado go extratos metanébs das espécies coletadas

evidenciaama presenca de alcaloides quando revelado caragentddragendorff
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(indicativo de alcal6ide)Entdq esses extratos foram submetidos a extracdo -aeis®
(COSTA 2004.

Para cada extrato metanodlico procedewa seguinte forma: extrato bruto fo
solubilizado em diclorometano e extraido trés vezes com solucdo de acido cloridrico a 3%
vlv, obtendese duas fracbes de cada extrato: a fracdo aquosa acida e a fracéo
diclorometéanica neutra. Aracdo aquosaacida foi basificada com hidroxido de amoni
concentrado(NH,OH) até pH 10 em seguida, foiextraido sucessivamentecom
diclorometano, levando a duas novas fracdes: a fracdo diclorometéanica alcaloidica, que foi

concentrada em evaporador rotatorio a pressao rejuzid fracdo aquosa basica que foi

desprezadéESQUEMA 2.
Extrato metandlico
Solubilizado em 50 mL de GBI,
Extracdo com HCl a 3 % v/v
Fracdo aquosa écidal Fracao diclorometéanica neutra I

Basificado com NEOH corc.a pH 10

Extracdo com CECls

Fracdo aquosa basic Fracao diclorometanica
(desprezada) alcaloidica (FAL)

Esquema 2. Fluxograma do fracionamento dos extratos metandlicos para obtencao de alcaléi

Todas as fracOes alcaloidicas foram evaporadas sob pressao reduzida em temperatura

inferior a 40 °C e ap0s secas fobtido rendimentcem grama¢TABELA 4).



. Extratos Fracodes Rendimento Fracdes Rendimento
Espécies

metandlicos Alcaloidicas emg neutras emg
EMAA (F) FALEMAA (F) 0,33 FNEMAA (F) 4,63
EMAA (GF) FALEMAA (GF) 0,18 FNEMAA (GF) 1,73
Annona EMAA FNEMAA 3,17
ambotay (CAS) FALEMAA (CAS) 0,16 (CAS)
EMAA FNEMAA 2,03
(CER) FALEMAA (CER) 0,40 (CER)
Annona EMAS (F) FALEMAS (F) 0,15 FNEMAS (F) 7,24
sericea EMAS (GF) FALEMAS (GF) 0,05 FNEMAS (GF) 0,54
EMXB (F) FALEMXB (F) 0,46 FNEMXB (F) 27,90
EMXB (GF) FALEMXB (GF) 0,64 FNEMXB (GF) 13,80
Xylopia EMXB FNEMXB 3,90
benthamii (CAS) FALEMXB (CAS) 0,30 (CAS)
EMXB FNEMXB 4,70
(CER) FALEMXB (CER) 0,23 (CER)
EMXEX (F) FALEMXEX (F) 0,42 FNEMXEX (F) 11,90
EMXEX FNEMXEXx 2,10
xylopia (GF) FALEMXEX (GF) 0,19 (GF)
EMXEX FNEMXEX 3,60
excellens '
(CAS) FALEMXEx (CAS) 0,19 (CAS)
EMXEX FNEMXEX 3,50
(CER) FALEMXEXx (CER) 0,14 (CER)
EHXA (F) FALEMXA (F) 0,14 FNEHXA (F) 4,10
EHXA (GF) FALEMXA (GF) 0,16 FNEHXA (GF) 16,70
Xylopia EHXA FNEHXA 6,75
EHXA FNEHXA 3,22
(CER) FALEMXA (CER) 0,29 (CER)
EMREx (F) FALEMREX (F) 0,37 FNEMREX (F) 10,58
EMREx (GF) FALEMREx (GF) 0,16 FNEMREX 211
Rollinia EMREXx FN(EGI\/II:F)QEX 3,05
exsucca ,
(CAS) FALEMREX (CAS) 0,15 (CAS)
EMREXx FNEMREX 3,06
(CER) FALEMREX (CER) 0,37 (CER)
Ephedranthus EMEA (3] FALEMEA (F) 0,17 FNEMEA (F) 3,48
amazonicus EMEA (GF) FALEMEA (GF) 0,23 FNEMEA (GF) 2,50
EMAB (F) FALEMAB (F) 0,21 FNEMAB (F) 21,80
EMAB (GF) FALEMAB (GF) 0,28 FNEMAB (GF) 5,10
Anaxagorea EMAB ENEMAB 0,78
brevipes (CAS) FALEMAB (CAS) 0,10 (CAS)
EMAB FNEMAB 1,20
(CER) FALEMAB (CER) 0,24 (CER)
Duauetia ulei EMDU (F) FALEMDU (F) 0,32 FNEMDU (F) 5,01
g EMDU (GF) FALEMDU (GF) 0,60 FNEMDU (GF) 2,07

Tabela 4Rendimento da extracao acibbase dos extratos metandlicos
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4.7 Perfil alcaloidico

Todas as fracfes alcaloidicasaior submetidas a analise por C€bmparadasntre
si e com padrdes de liriodenina, lisicamin&-metimoschatolina, isomoschatolina
annamontina, alcaldides isolados de anonaceas em trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisaAs cromatoplacas foram eluidas em mistura de cloroférmio/metanol, na proporcao
de 9:1, e reveladas com reagente Dragendorff para a observacaofidalpaoidico de
cada espécie.

As fracdes alcaloidicas d& amazonicusforam também submetidas a analises por
espectrometria de massa com t ®c nperaralocdre 0 E| «

ion no modo positivo.

4.8 Fracionamento cromatografico dos extratos metandlicos de E.

amazonicus

4.81 Andlise cromatografica da fracdo alcaloidica das folhas deE.

amazonicugFAL EMEA (F))

A FAL EMEA (F) foi submetida ao fracionamento por meio de coluna
cromatografica em silica gel tratada previamente com solucdo de NaHUID% e eluida
com hexano, diclametano e metaneim misturas de polaridades crescentes, obtsadb
fracbes (ESQUEMA 3).

Estas fracdes foram analisadas por CCD e as que apresentaram o mésm@mm R

reunidase recodificadas.
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FAL EMEA (F)

170 mg

Coluna com silica tratada com NaHE£10 %
(0,0630,200 mm){i x h de 2.6 x 42.0 cm)

Hexano CHCl>» Metanol
Fr.01 Fr. 18 Fr. 30
Hexano/CH,Cl» CHCly/Metanol
Fr. Fr.

90:10 02 90:10 1923
80:20 03 80:20 2425
70:30 04 70:30 26
60:40 05 60:40 27
50:50 06 50:50 28
40:60 0710 40:60 29
30:70 1113

20:80 1416

10:90 17

Frag@es reunidas por analise de CCD

Fr.34
Fr. 56
Fr. 0910
Fr.1%12
Fr. 1314

Esquema 3Fluxograma da andlise cromatogréfica da FAL EMEA (F)

4.8.1.1 Andlise cromatogréica das fracGes 1314

Apdés comparagfes atraves de CCD, usando diferentes sistemas de eluentes e o
reagente de Dragendorff como revelador para a deteccdo dédmcals fracOes 1B4
foram reunidas e recromatografadas em coluna cromatografica em silica gel tratada
previamente com solu¢cdo de NaHL@ 10 % e eluida com hexano, diclorometano e

metanol em misturas de polaridades crescentes, obsenstd fracdeESQUEMA 4)
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Mediante analise comparativa das fracfes por CCD e pela utilizacdo de reveladores

como a luz UM254 e365 nm) e do reagente de Dragendorff, as fracdes foram reunidas

Fracao
1314
68,9 mg

Coluna com silica tratada com NaH&E#10 %
(0,0630,200 mm){ x h de 2,6 x 42,0 cm)

Hexano CH-CI, Metanol
Fr. 01 Fr.35-37 Fr. 52

Hexano/CH,Cl» CHCly/Metanol
Fr. Fr.
90:10 02-04 90:10 3842
70:30 0511 70:30 4347
50:50 1217 50:50 48
40:60 1827 40:60 49
20:80 28-34 20:80 56051

CCD |
FEA (F) (13-14/3847) Reunigio
(35,7 mg) Fr. 3847

Esquema 4Fluxograma da andlise cromatogcafida fracdo 134

Depois deavaliad®, as fragbes forameunidasem umafracdo38-47 (35,7 mg)que
foi analisada novamente por meio de Ca@filizando a mistura cloroférmio/metanol, na
proporcdo de 9:1, como fase movel. A andlise em CCD apreseantounico spot de
coloracao laranja quando revelado com reagente DragenHet#.substanciaodificada

como FEA (F)13-14/3847) foi submetic asanaliss espectrométricas
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4.8.2 Andlise cromatografica da fracdo alcaloidica dos galhos finos de.

amazonicugFAL EMEA (GF))

A fracdo FAL EMEA (GF) foi inicialmente submetidaanalise cromatografica em
coluna usando silica gel tratada previamente com solugcdo de NaHTXD% e eluida com
hexano, diclorometano e metanol em misturas de polaridades crescentes, @ate3iio
fracbes (ESQUEMA 5).

As fragOes obtidas foram analisadas por meio de CCD, utilizando I(3&B5/nm)e
reagente Dragendorébmo revelado

A fracdo 14 apds evaporacdo ddveate resultou no isolamento de um residuo
amarelo codificado como FEA (GF) 14 (33,5 mg). A analise por CCD apresentou um Unico
manchade coloragao laranjguando revelado com reagente Dragendorff. A substancia foi
submetidasanaliss espectrométricas

A fracdo 21 foi obtidacomo um 8élido azul codificad como FEA (GF) 21 (30,5
mg). A analise por CCD apresentou um unicanchade coloragdo roxguando revelado

com reagente Dragendorff. A substancia foi submetidaalises espectrométricas.



FAL EMEA (GF)

230 mg

45

Cduna com silica tratada com NaHE®10 %
(0,0630,200 mm){ x h de 2,6 x 42,0 cm)

Hexano Hexano/CH,Cl,
Fr. 01 Fr.
90:10 02-03

80:20 04
70:30 05
60:40 06
50:50 0708

30:70 09
10:90

1011

CHCl>
Fr.12-14

FEA (GF) 14

33,5 mg

Residuo amarel

CHCl,/Metanol Metanol
Fr. Fr.31
90:10 1525

70:30 2627
50:50 2829
30:70 30

FEA (GF) 21

30,5 mg
Sélido azul

Esquema 5Fluxograma da andlise cromatogréafica da FAL EMEA (GF)
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4. 9 Bioensaia dos extratos brutos e fracbes dE. amazonicus

4 9.1 Teste de letalidade frente &rtemia salinaLeach

Os bioensais com as larvas da\. salina foram realizados no dboratorio de
Fitoquimica do Depatamento de Qimica da Universidade Federal do Amazonas.

Para esse teste utilizae@ a metodologia de Meyer adaptada. Em um aquério de
vidro, os cistos dé\. salinaforam incubados na solucdo salina a 37 %, sob iluminagéo
artificial a 28 °C. Apos 24 hordsram transferidos o primeiro estagio de nauplio para outro
aquario que continha solucao salina, e mantida em nova incubacgéo por mais 24 horas, sob as
mesmas condicbes. ApOs essa incubagdoorre o estdgio de metanauplios do
microcrustacio.

Foram prepaidas solugcbes, em triplicata, dos extratos br(Er$EA (F), EHEA
(GF), EMEA (F) e EMEA (GF))e das fracde§FAL EMEA (F), FAL EMEA (GF),
FNEMEA (F) e FNEMEA (GF) nas concentracgdes de 13, 80, 100 e 20@L/5 mL em
dimetilsulféxido (DMSO), utilizou-se cano controle positivo o Lapachol. Um volume de
4,5 mL de solucéo salina foram transferidos para tubos de ensaio, sendo ainda adicionados
os metanauplios em 0,5 mL (10/tubo), em volume final de 5 mL. Apos 24 horas, 0s
microcustaces o numero de sobrevivesftoi contado.

Utilizou-se o método Probitos de analise para obtencdo dags eDkespectivos

intervalos de confianca. Os extratos foram considerados ativos quaggolD00pg.mL™.
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4.9.2 Testeda atividade antioxidante

A capacidade antioxidante sloextratos, fracbes e substancias isoladaskE.
amazonicusfoi mensurada utilizandee o ensaio ORAE (Oxygen radical absorbance
capacity) com fluoresc;na como sonda fluorescente e AAPH 2 ;A2o0bis (2
amidiopropanejlinydrochloride)como fonte de radat livre.

Os experimentos foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos de
acordo com metodologia descrita por PRIOR et al. (2003) e OU et al. (2001) com
modificacdes (SALVADOR et al., 2006). Para tanto foram preparadas solucdes estoques dos
extratos (50 mg/mL), fracdes (5 mg/mL) em tampao fosfato/DMSO (99:1) e diluidas 100,
500, 1000, 5000 e 10000 vezes com tampao fosfato. Asasaiast isoladas e o Trolox
(substancia de referéncias-ldydroxy-2,5,7,8tetramethylchroma-carboxylic acid -
andogo da vitamina E) foram analisados nas concentracdes de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50
mM, empregandee 0 mesmo sistema diluente.

A leitura foi realizada utilizandee filtro fluorescente (excitagdlo= 485nm e
emissad = 528nm) em leitor de microplaca mamando a cinética de reacao a cada 2 min
por um periodo de 70 miitemperatura=37°C). Os valaes foramobtidos através dema
planilha que calcula a area sob a curva de decaimento da fluoresceflo@edaena de
cada amostra e correlaciona com umava analitica do troloxOs resultadosforam
expressos compmol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fracdo em base
seca |IM de TE/g) e como Trolox equivalente relativo para as substancias isoladas. Como
controle positivdoi utilizado acdo caféco, acido clorogénico e quercetina e como controle

negativo a solucadiluente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Perfil alcaloidico por cromatografia em camada delgada (CCD)

A andlise porCCD das fracOesalcaloidicas das espécies pertencemtiamilia
Annonaceaeevidencioua potencialidade em alcaléiddsessetaxon (FIGURA 5 6 e 7).
Essas frgbfes foram comparadas copadrdoes ddiriodenina [1], lisicamina[48], O-

metimoschatolina [5], isomoschatolind68] e annamontina [6]
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F GF CAS CE F GF CAS CER| F GF CAS CER 1 2 3 4 5
X. excellens X. benthamii X. aromatica Padrbes
(FAL EMXEX) (FAL EMXB) FAL EMXA)

Figura 5. CCD das fragbes alcaloidicas FAL EMXEx, FAL EMXB, FAL EMXA e padrdes de (1) liriode
(2) lisicamina, 8) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina e (5) annamontina, eluida
cloroférmio/metanol na proporcao de 9:1 e revelada com reagente Dragendorff.

F GF CAS CER F GF F GF 1 2 3 4 5
R. exsucca E. amazonicus D. ulei Padrbes
(FAL EMREX) EAL EMEA) ( FAL EMDU)

Figura 6. CCD das fracOes alcaloidi¢asl. EMREX, FAL EMEA, FAL EMDU e padr6eél) liriodenina,
(2) lisicamina, (3) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina @) anromontina, eluida em
cloroférmio/metanol na prap¢éo de 9:1 e revelada com reagente Dragendorff.
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1 2 3 4 5 F GF CAS CER | F GF CAS CER F GF
Padrdes A. brevipes A. ambotay A. seric
(FAL EMAB) (FAL EMAA) (FAL EMAS)

Figura 7 CCD das fragGes alcaloidicas FAL EMAB, FAL EMAA, FAL EMAS e padrdes de (1) lirioder
(2) lisicamina, (3) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina e (5) @mnontina, eluida em
cloroférmio/metaol na proporgéo de 9:1 e revelada com reagente Dragendorff.

Na Tabela5 s&o apresentados os resultados do perfdlattico por CCD das
espéciesle Annonaceaanalisadas.

O alcal6ideO-metilmoschatolinando foi evidenciado nas folhas Be amazonicus

no entanto, através dos estudos fitoquimicos realizados foi isolado esse alcaléide desta parte

da planta.

No perfil acaloidico da espécie pddese perceber a existéncie manchas em

comum entre si e entre as espécies. Manchas de alcaldides com baixa polaridade foi

verificado entre todas as partesXleexcellenga), folhas e galhos finos d& exsuccdf) e

galhos firos e cerne dA. ambotayi).

Outros alcal6ides em comum com media polaridade foram verificados nos galhos

finos e casca d¥. aromatica(b); galhos finos, casca e cerneXdearomatica(c) e em todas
as partes dA. ambotaye nas partes analisadasAleericea()).

Manchas em comum de alcalbides calta polaridadgpodem ser verificadas nas
folhas, galhos finos e casca He excellensfolhas, galhos finos e cerne He benthamii

folha e galhos finos d¥. aromatica(e); folhas, galhos finos e casdaR. exsuccdh);
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folhas e galhos finos d&. sericea(l); em todas as partes de ambotay(m); e folhas, e

cerne déA. brevipegn).

O perfil alcaloidico das espécies, além de evidenciar a presencacdasdab

pirimidina-b-carbolinae oxoaporfinicosgevidécia a existéncia deutros alcal6ide, nao

identificados com a metodologia empregada.

Espécies

Parte
da
planta

Alcal6ides

Liriodenina

Lisicamina

O-metilmoschatolina

Isomoschatolina

Annomontina

X. excellens

GF
CAS
CER

X. benthamii

GF
CAS
CER

X. aromatica

GF
CAS
CER

R. exsucca

GF
CAS
CER

E. amazonicus

E
GF

nunon:

D. ulei

E
GF

wn

A.brevipes

F
GF
CAS
CER

A. ambotay

E
GF
CAS
CER

A. sericea

E
GF

Tabelab. Resultado do perfil alcaloidico de espécies pertencente a familia Annonaceae
Convencéao:-) negativo, (+)positivo e (S) mancha semelhante
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5.2 Perfil alcaloidico por espectrometria de massalEST EM/EM )

5.2.1 Perfil des fracdes alcaloidicas das folhas e galhos finosde E.
amazonicug§FAL EMEA (F) e (FAL EMEA (GF))

Os espectre de massa &aFAL EMEA (F) e FALEMEA (GF) foram avaliads por
FIA- ESHT-MS, ou seja, pomjecdo direta daamostra em espectrémetro de massa com
interfaceelectrospay e analisador deon-trap. Forampreparada solu¢cdesle 20 ppm da
FAL EMEA (F) eFAL EMEA (GF), introduzids diretamente na fonte d&€Slpor meio de
uma seringa infusoygom um loop dé& pL e um sistema de bombeamento em fluxo de 25
pL/min. Os parametros de operacao utilizado foram os seguintes: a tensédo da agulha spray
foi fixada em 5 kV e spray foi estdikado com uma vazao de gas nitrogénio dea®p a
voltagem do capilar foi de 35 V e a temperatura do capilar 200 °C.

Foram obtidos espectre de massa erfull-scanapresentando os ions precursores das
moléculas protonadas [M+H]Foramobservadosonscom m/z correspondentes aos ions
moleculares protonados dos alcaléiddgiodenina, liscamina, Gmetilmoschatolina,
isomoschatolinae 9metoxiisomoschatolinaA analise doespectro de massa da FAL
EMEA (F) (FIGURA 8) evidenciou a presenca dimmsm/z 322 308 e 338 os quais foram
fragmentados (M3 (FIGURA 10). O monitoramento desses fons forneceu os perfis de
fragmentacdo semelhante aos dos padroes dos alcald@deseilmoschatolina,
iIsomoschatolina e-fhetoxrisomoschatolinarespectivamenté~FIGURA 12, 13, 14, 15, 16
17, 20 e 2L Nos Esquema de6 a 8 sdo mostradosos fragmenbs mais importantes dos
padrdes dos alcaldidédgodenina, isomoschatolina e-@etilmoschatolina

O espectro de massa da FAL EMEA (GF)GURA 9) mostroua presenca ddsns
m/z 176, 292, 308 e 338que apds a fragmentacdo MSpara cada um desses ions

(FIGURA 11) permitiu identificaa a presenca dos alcaldides liriodenina, lisicamina,
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isomoschatolina é@-metoxtisomoschatolinanos galhos finos dé&. amazonicusEstes
resultados sdo compativeis com as analises cromatografic&CBne o isolamento dos
alcaldides liriodenina,O-metilmoschatolinae isomoschatolina da planta em estudo.
Contudo, €éndo em vista pequenas diferengas intensidade doions selecionados em
relagioaos padrées ando padronizacacad energias empregadas para fragmentaches
resultados séo considerados ndo conclusivos requerendckearddronizadas, inclusive em

CLAE/EM, para suavalidacéao.
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F: ITMS + ¢ ESI Full ms [200.00-500.00]
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Figura8. Espectro de massas de primeira ordiethgcanr), em modo positivo da FAL EMEA(F)
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Figura9. Espectro de massas de primeira ordiedhgcan, em modo positivo da FAL EMEAGF).
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FiguralO. Espectro de massas de segunda ordem dos ions precursorzs3f8, 322 e 338btidos em

modo positivo daFAL EMEA(F).






















































































































































