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RESUMO

Neste trabalho sdo apresentados os resultados dos estudos do perfil alcaldidico, em
cromatografia de camada delgada (CCD), das espécies Xylopia aromatica, X. excellens, X.
benthamii, Annona sericea, A. ambotay, Anaxagorea brevipes, Rollinia exsucca, Duguetia
ulei e Ephedrantus amazonicus (Annonaceae), encontradas nos arredores do Campus da
Universidade Federal do Amazonas e o estudo fitoquimico e bioldgico da espécie
Ephedrantus amazonicus R. E. Fries, planta pertencente a familia Annonaceae que se
encontra distribuida em toda Regido Amazénica sendo conhecida popularmente como
“envira-dura”.

Pelo perfil cromatogréfico das fracdes alcaloidicas das espécies analisadas pode-se
observar a presenca dos alcaldides oxoaporfinicos liriodenina e O-metilmoschatolina,
considerados como uns dos marcadores da familia Annonaceae. Analises preliminares por
FIA-ESI-IT-MS das fracdes alcaloidicas das folhas e galhos finos de E. amazonicus indicou a
presenca dos alcaldides O-metilmoschatolina nas folhas, liriodenina, lisicamina nos galhos
finos, isomoschatolina e 9-metoxi-isomoschatolina em ambas partes da planta, em acordo
com os dados das analises em CCD. Outras anélises de EM/EM e CL/EM s&o necessarios
para validacdo destes resultados.

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas e galhos finos de Ephedranthus
amazonicus conduziu ao isolamento dos alcaldides oxoaporfinicos O-metilmoschatolina,
liriodenina e isomoschatolina. A identificacdo das substancias isoladas foi realizada por meio
de analises espectroscopicas (RMN *H e de **C 1D e 2D) e por comparagdo com dados da
literatura.

Os extratos e fracdes de E. amazonicus foram submetidos a ensaios para avaliar sua
atividade biologica. Em teste de citotoxicidade frente a Artemia salina todos os extratos e

fracOes apresentaram-se ativos. Os extratos metandlicos, as fracGes alcaloidicas e 0s



compostos isolados apresentaram capacidade antioxidante pelo ensaio ORACk,.

Palavras-chaves:

Annonaceae, perfil alcaloidico, Ephedrantus amazonicus, atividade citotoxica, capacidade
antioxidante.



ABSTRACT

This paper presents the results of studies of the profile alkaloids in thin layer
chromatography (TLC), the species Xylopia aromatica, X. excellens, X. benthamii, Annona
sericea, A. ambotay, Anaxagorea brevipes, rollinia exsucca, Duguetia ulei and Ephedranthus
amazonicus (Annonaceae), found in the vicinity of the Campus of the Amazon and the
phytochemical and biological species Ephedranthus amazonicus R. E. Fries, Annonaceae
plant belonging to the family that is distributed throughout the Amazon region is known as
“envira-dura”.

For the chromatographic profile of the alkaloid fractions of the species studied can be
observed the presence of oxoaporphine alkaloids liriodenine and O-metylmoschatoline,
regarded as one of the markers of the family Annonaceae. Preliminar analysis by FIA-ESI-IT-
MS of alkaloid fractions from leaves and twigs of E. anazonicus indicated the presence of
alkaloids O-metilmoschatoline and annamontine leaves, liriodenine and lisicamine in twigs,
isomoschatoline and 9-metoxy-isomoschatoline in both parts of the plant, in agree with the
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 twigs of Ephedranthus
amazonicus led to the isolation of oxoaporphine alkaloids O-metylmoschatoline, liriodenine
and isomoschatoline. The identification of isolated compounds was performed by means of
spectroscopic analysis (*H and *3C 1D and 2D) and comparison with literature data.

The extracts and fractions of E. amazonicus tests were done to evaluate its biological
activity. In cytotoxicity test on Artemia salina all extracts and fractions showed themselves
active. The methanol extacts, the alkaloid fractions and isolated compounds showed

antioxidant active by testing ORACkE..



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 originadas. Sabe-se que as plantas
contém uma enorme diversidade de metabodlitos secundarios os quais representam 0S 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 vegetal constituem
uma vertente para a inovacao farmacéutica, tendo em vista a sua singularidade estrutural, com
aplicacdo como farmacos, bem como o desenvolvimento de novos medicamentos.

No passado, importantes farmacos foram descobertos e muitos deles ainda sdo usados
na terapéutica atual. Como exemplos podem ser citados o alcal6ide antimalarico quinina,
isolado de Cinchona spp. (Rubiaceae) e os "curares”, venenos de flecha dos indios
amazonicos, que deram origem ao desenvolvimento de uma linha de relaxantes musculares
utilizados como coadjuvantes em anestesias de cirurgias (PINHEIRO, 2000).

A Amazénia possui 0 maior ecossistema de florestais tropicais do mundo e é
considerada a maior reserva de plantas medicinais (DI STASI et al., 2002). A despeito desta
potencialidade da flora amazdnica, poucos estudos foram desenvolvidos sobre os alcaldides
de plantas amazonicas, merecendo registro o trabalho pioneiro de Rocha e colaboradores
(1979), sobre a descoberta de um novo esqueleto de alcaloides, os azafluorantenos, isolados
de espécies do género Abuta, da familia Menispermaceae. Data de 1968, o primeiro screening
fitoquimico (ROCHA et al.,1968), realizado em material de herbario, que apontou as familias
Annonaceae, Menispermaceae, Apocynaceae e Loganiaceae, COmo as mais promissoras em

alcaldides na Amazobnia.



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 em
relacdo a sua biodiversidade e seus ecossistemas. Constitui-se em um grande laboratério vivo
para estudo da biodiversidade da Amazonia.

Dentro deste contexto, torna-se importante um estudo mais detalhado de algumas
espécies nativas popularmente conhecidas, como é o caso de espécies pertencente a familia
Annonaceae.

Espécies de Annonaceae se destacam por 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, inseticida, e
agentes antidiarreica. Muitas espécies apresentam em sua composi¢do substancias das classes
dos alcaldides, acetogeninas, terpenos, lignanas, neolignanas, chalconas, flavondides e
lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literatura como bioativos.

Pesquisas recentes com a espécie Annona cornifolia revelaram o isolamento de doze
acetogeninas de anonacea com atividade antioxidante (LIMA et al., 2010). Adicionalmente,
foram isolados alcalGides coritenchina, xylopinina, discretamina e xylopina isolados da
espécie Xylopia langsdorffiana (SILVA et al., 2009). A partir de Annona foetida , coletada
no campus da UFAM foram isolados os alcaloides liriodenina, O-metilmoschatolina,
annomontina e hidroxianonmontina que se revelaram promissora atividade leishmanicida
(COSTA et al., 2006).

Estes resultados aliados a potencialidade quimico-farmacologica da familia
Annonaceae referente as atividades biologicas justificam a necessidade de um estudo quimico
e bioldgico mais intenso, de espécies dessa familia, em especial, das ocorrentes no campus da
Universidade Federal do Amazonas. Nesta dissertacdo, serdo apresentados, alem do perfil

alcaloidico de espécies de anonaceas do Campus Universitario, aspectos botanicos, quimicos



e bioldgicos da espécie Ephedranthus amazonicus, para a qual ndo ha registro de estudos na

literatura.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Familia Annonaceae Juss.

A familia Annonaceae pertence a classe Magnoliopsida, subclasse Magnoliidae e
ordem Magnoliales. Essa familia apresenta uma combinacdo de caracteres marcantes, sendo
uma das mais uniformes tanto do ponto de vista anatbmico como estrutural, e € uma das mais
primitivas das Angiospermae (CRONQUIST, 1988; FECHINE et al., 2002).

Annonaceae compreende cerca de 135 géneros e mais de 2.500 espécies, estando
distribuida nas regiGes tropicais e subtropicais em todo o mundo (CHATROU et al., 2004; DI
STASI et al., 2002) (FIGURA 1). No neotrdpico esta representada por aproximadamente 40
géneros e 900 espécies (CHATROU et al., 2004) e no Brasil por 26 géneros e com cerca de
260 espécies (MAAS et al., 2001; MAAS, 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 géneros Anaxagorea, Annona, Cananga, Duguetia e Xylopia sdo 0s que possuem
distribuicdo pantropical, enquanto que Diclinanona, Froesiodendron, Guatteriella,
Guatteriopsis, Ruizodendron e Trigynaea sdao amazOnicos e 0s restantes dos géneros sao
neotropicais (MURILLO-A et al., 2001).

A maioria dos representantes dessa familia € composta por plantas arbdreas, 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 longas e resistentes na casca, conhecidas popularmente como
envira; pela filotaxia alterna e distica de suas folhas (exceto em Tetrameranthus R.E.Fries,
com folhas espiraladas) (RIBEIRO et al., 1999).

Grande parte desta familia € polinizada por besouros grandes ou pequenos e moscas,
de acordo com o tamanho das flores (GOTTSBERGER, 1999; WEBBER, 1996, MAAS,
2007).

No aspecto econdmico, a familia apresenta uma diversidade muito grande como fonte
de frutos comestiveis, principalmente espécies pertencentes aos géneros Annona e Rollinia
tais como: A. cherimolia (cherimdlia), A. squamosa (ata, fruta do conde ou pinha), A.
muricata (guanabana, graviola) e R. mucosa (biribd). Essas espécies sdo cultivadas e
comercializadas e, seus frutos séo usados in natura ou na forma de sucos e sorvetes (FIGURA
2).

Algumas espécies como Annona glabra Linn, Annona crassiflora Mart., Bocageopsis
spp, Fusaea longifolia, Oxandra lanceolata, Oxandra laurifolia, Guatteria megalophylla e
Guatteria stipitata sdo de grande importancia econémica em madeireiras para confeccao de
utensilios (LOBAO et al., 2005; MURILLO-A., 2001; BERNARDI e SPICHIGER, 1980).

Na Asia as flores de Canangium odoratum e Artobotrys odoratissima sdo cultivadas

para obter a esséncia de Ylang-Ylang que serve de base para a fabricacdo de perfumes. Na



Africa e Malésia as sementes de Xylopia sp. sd0 usadas como um substituto de pimenta
(BERNARDI e SPICHIGER, 1980).

Véarios membros desta familia sdo usados na medicina popular para tratar os mais
diversos males. Na Amazoénia foi identificado o uso freqliente de trés espécies: Annona
muricata, no qual o suco do fruto é usado internamente como antitérmico, diurético e no
combate a insonias leves, Annona tenuiflora, que € usada contra dores de cabeca, tonturas e
hipotensdo. A infusdo das folhas de Xylopia cf. frutescens, é usada como analgésico e
antiinflamatério, ao passo que a decoccdo da casca é usada, na forma de inalacdo, para

combater resfriados e dores de cabeca (DI STASI et al., 2002).

A. squamosa (fruta- do- conde) A. muricata (graviola)

A. cherimolia (cherimélia) R. mucosa (biriba)

Figura 2. Frutos comestiveis pertencente & familia Annonaceae
Fonte: http://minhasfrutas.blogspot.com



2.2 Principais Constituintes Quimicos da Familia Annonaceae

A familia Annonaceae € muito rica em compostos quimicos, 0 que se deve a
diversidade biogenética e estrutural de metabdlitos secundarios que podem ser evidenciados
em suas espécies. A familia é caracterizada pela ocorréncia de alcaldides e acetogeninas de
anonaceas. Outras classes de compostos como polifendis, terpenos, compostos aromaticos,
neolignanas, flavonoides, esterdides, lactonas e amidas também podem ser encontrados em
espécies desta familia (LEBOEUF et al.,1982; DIAZ, 1997; ALALI et al., 1999; PINTO et

al., 2005).

2.2.1 Alcaloides

Os alcaldides encontram-se presentes em um grupo restrito de familias botanicas,
sendo as principais Apocynaceae, Rutaceae, Ranunculaceae, Fabaceae, Papaveraceae,
Menispermaceae, Annonaceae, Solanaceae, Rubiaceae, Liliaceae e Loganiaceae (KRANE,
1982; MENACHERY et al., 1986; MIN, 1991).

Segundo Leboeuf (1982), a familia Annonaceae é caracterizada pela ocorréncia de
alcaldides do tipo isoquinolinico, tais como os alcaldides isoquinolinicos simples;
benziltetraisoquinolinicos; bisbenzilisoquinolinicos e  bisbenziltetraisoquinolinicos;
protoberberinicos e tetrahidroprotoberberinicos; aporfinodides, incluindo todos os alcaldides
com o nucleo aporfinico verdadeiro e os alcaldides baseados em seu nucleo, porém com
esqueletos modificados (CAVE et al., 1987).

Os alcal6ides liriodenina [1] (oxoaporfinico) (SIQUEIRA et al., 1998), reticulina [2]

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



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

(LEBOEUT et al., 1982).

CH;0 O O
‘ N < NH
“CH 0
CH30 ‘ O

" OH
3
2] 3]

Diversas atividades bioldgicas tém sido atribuidas a classe dos alcaldides
isoquinolinicos, tais como: citotoxica, antiespasmddico, antitumoral, antimicrobiana,
antifungica, antinflamatorio, antiviral, antioxidante e pode atuar como os inibidores da enzima
(ANISZEWSKI, 2007).

Na Tabela 1 sdo apresentados exemplos de alcaldides isolados de diversas espécies
pertencentes a familia Annonaceae derivados do esqueleto isoquinolinico bem como suas

respectivas atividades biolégicas.



Alcaléides Afuv[dgde I_Espeme Referéncia
bioldgica isolada
Isoquinolinico simples
H3CO
Annona
NH Antifingica YANG et al., 2004
HO || squamosa
0]
Thalifolina
Benziltetrahidroisoquinolinico
Atividade Xylopia PUVANENDRAN
antioxidante championii etal., 2008

(+)-Laudanidina

Bisbenzilisoquinolinico

OCHs HsCO
‘ ‘ MAHIOU et al.,
N o HO N 2000;

. . Guatteria
Antiprotozoario CHAN-BACAB et

boliviana
0 al., 2001
OH

Puertogalina A

Bisbenziltetraisoquinolinico

Pseudoxandra MISHRA et al.,

sclerocarpa 2008

Leishmanicida

Obaberina

Tabela 1: Atividade biolégica de alcaldides isoquinolinicos.
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Aporfinico
OCH; oy
CH50
o . Guatteriopsis
NH Antimicrobiana o COSTA, 2009
CH30 friesiana
CHs
‘ CHs
Guatteriopsicina
Oxoaporfinico
OCHj3
O AN
< N _ Artabotrys ~ STEVIGNY etal.,
) ~ Antitumoral _
uncinatus 2005
NS
O ’
Atherospermidina
Fenantreno
CH3
HO N
CH3
) Annona
H5CO Antitumoral WU etal., 1993
montana
Argentinina
Proaporfinico
H3CO
‘ N—CH; .
OH o Annona STEVIGNY etal.,
Citotoxica
O purpurea 2005
Z
O

S-Glaziovine

Tabela 1: Atividade biolégica de alcal6ides isoquinolinicos (cont.)
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Protoberberinico

) o Annona QUEIROZ et al.,
Leishmanicida )
spinescens 1996
Berberina
Tetrahidroprotoberberinico
HO
LI
H3CO S Guatteriopsis
Antimicrobiana COSTA, 2009

I OCHj3

OCHs

Corypalmina

friesiana

Tabela 1.Atividade biolégica de alcaldides isoquinolinicos (cont.).
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Alcaldides do tipo ndo isoquinolinicos tém sido encontrados em algumas espécies de
Annonaceae. Das cascas de Annona impressivenia foi isolado o alcaléide metoxiannomontina
[4] (SANTOS, 2007) e das cascas de Annona foetida foram isolados os alcaldides N-
hidroxiannomontina [5] e annomontina [6] (COSTA et al., 2006) todos do tipo pirimidino-f-
carbolinilico. Annomontina foi isolado pela primeira vez da espécie Annona montana

(LEBOEUF et al., 1982a).

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

2.2.2 Acetogeninas de Anonaceas

As acetogeninas sdo metabdlitos secundarios derivados de acidos graxos de cadeia
longa, contendo de 35 a 37 atomos de carbonos, que sdo combinados com uma unidade de 2-
propanol. Sdo usualmente caracterizadas pela presenca de uma cadeia alifatica longa com
grupos funcionais hidroxila, acetila e carbonila conectado a um grupo terminal ¢J-lactona-2,4-

dissubstituido, podendo ser saturados ou a,B-insaturado. Podem também conter de 1 a 3 anéis
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tetraidrofuranicos (THF). Existem acetogeninas que ao invés de apresentar anel THF,
apresentam anel tetrahidropiranico (THP) (ALALI et al., 1999).

As acetogeninas constituem uma série de produtos naturais isolado exclusivamente de
espécies da familia Annonaceae e sdo encontradas em dez géneros: Annona, Asimina,
Anomianthus, Disepalum, Goniothalamus, Rollinia, Polyalthia, Porcelia, Uvaria e Xylopia
(ALALI et al., 1999; CUNHA et al., 2009). Estas substancias sdo conhecidas por exibir uma
variedade de efeitos farmacoldgicos tais como: antiparasitario, inseticida, citotoxico,
antitumoral, imunossupressiva, vermicida, abortiva, antimicrobiana, inibidora do apetite e
antimalarica (QUEIROZ et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2003).

Desde uvaricina [7], a primeira acetogenina bioativa encontrada a partir das raizes de
Uvaria accuminata em 1982, mais de 400 membros desta familia de composto foram isolados

de 51 espécies diferentes (LI et al., 2008).

OH

/
(CHy)
o) O 2 11/ﬁ/

T 0

© [7]

CH3(CHy)g

Das folhas da espécie Rollinia laurifolia, uma planta nativa do cerrado brasileiro,
foram isolados as acetogeninas laurilfolina [8], gonionenina [9], annonina | [10], uvariamicina
I [11] e solamina [12], sendo que as trés primeiras apresentaram consideravel atividade

citotoxica (CUNHA et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2003).
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CH3(CHy)13 0 CHo)12 \C(
O
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Das sementes de Annona senegalensis foram isoladas as acetogeninas senegalena [13],
esquamocina [14], asimicina [15] e molvizarina [16] que apresentaram atividade contra as
formas promastigotas de Leishmania major e L. donovani em concentracdes entre 25-100

ug/mL (CHAN-BACAB et al., 2001).
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(CH)sCH3

trans threo rans

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

2.2.3 Outros constituintes quimicos

Embora menos freqiientes, outras importantes classes de compostos também foram

isolados da familia Annonaceae, tais como:
e Terpenos: 6xido de cariofileno [17], espatulenol [18], 1B,6a-diidroxi-4(15)-eudesmeno
[19] e 4-hidroxi-1-15-per6xieudesmano [20], isolados dos ramos de Xylopia

emarginata (MOREIRA et al., 2007).

0.,

[17] [18] [19] [20]
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e Flavonoides: kaempferol [21], 3-O-[3",6"-di-O-p-hidroxicinamoil]-p-galactopiranosil-
kaempferol [22], 6"-O-p-hidroxicinamoil-p-galactopiranosil-kaempferol [23], 3-O-f-
galactopiranosil-kaempferol [24], isolados das folhas de Annona dioica (VEGA et al.,

2007).

OH

[23] [24]

e Esterdides: estigmasterol [25] e B- sitosterol [26], isolados dos galhos finos de Annona

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

¢ Neolignanas: 3 -metoxi-3,4-metilenodioxi-4 7-epoxi-9-nor-8,5"-neolighana-7,8"-dieno
[27] e &cido 3"-metoxi-3,4-metilenodioxi-4",7-epoxi-9-nor-8,5 -neolignana-7-em-9"-oico

[28], isoladas do cerne de Anaxagorea clavata (DiAZ, 1997).

COOH

[28]

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

benthamii (PIMENTA et al., 2009).
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OH
o |O /\Q/
AN
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HO 04 H
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[29] [30]

e Oleos essenciais: a-pineno [31], B-pineno [32], limoneno [33], tem sido encontrado nos
6leos essenciais das folhas de Xylopia aromética (LAGO et al., 2003); biciclogermacreno
[34], (E)-cariofileno [35] ¢ a-copaeno [36] foram isolados das folhas de Annona foetida
(COSTA et al., 2009); a-eudesmol [37], p-eudesmol [38] e o y-eudesmol [39] foram

obtido das folhas de Guatteriopsis friesiana (COSTA et al., 2008).

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

[37] [38] [39]
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e Lactonas: argentilactona [40], isolada do cerne de Annona ambotay (BRAVO et al.,
2002); uma lactona sesquiterpénica denominada guatteriolida [41] foi isolada das cascas

Guatteriopsis friesiana (COSTA, 2009).

[40] [41]

e Compostos aromaticos: grandiuvarona A [42], grandiuvarinas A, B e C [43, 44 e 45],

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

CHs

:<

0
0
|

0 HO,

0]
OH

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

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

2.3 O género Ephedranthus S. Moore

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

indumento de pélos simples. Suas flores sdo solitarias com sépalas livres e pétalas e os frutos
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sd0 apocarpicos ou monocarpicos. As espécies desse género podem ser encontradas na
Ameérica do Sul, principalmente no Nordeste do Brasil (MAAS et al.,2001; MAAS et al.,

2007).

2.3.1 Ephedranthus amazonicus R. E. Fries

A espécie Ephedranthus amazonicus R. E. Fries é uma arvore vulgarmente conhecida
como envira-dura, envira-surucucu, envireira, envira-taia e envira-preta, com ocorréncia em
solo argiloso a areno-argiloso. Apresenta folhas disticadas com nervuras secundarias impressa
na face superior. As flores sdo amarelo-creme e seus frutos sdo apocéarpicos, de coloracéo
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. Espécie E. amazonicus: (a) arvore; (b) frutos e (c) caule.
Fonte: ALENCAR, D. C.; www.plantes-botanique.org



22

Essa espécie ndo apresenta registros na literatura de estudos etnofarmacoldgicos e
bioldgicos e de seus constituintes quimicos fixos, entretanto, o potencial quimico-
farmacologico da familia Annonaceae estimula o estudo da espécie E. amazonicus.

Estudos da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de E. amazonicus
revelaram a presenca de (E)-cinamato de metila (85.6%) [46] e (Z)-cinamato de metila

(7.4%) [47], representando cerca de 93% do 6leo total (ANDRADE et al., 2007).

O
O/

[46] [47]

2.4 Caracterizacdo geral da area em estudo

O Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) esta situado na zona leste
da cidade de Manaus e possui cerca de 600 hectares de florestas primarias e secundarias.

A érea selecionada para o desenvolvimento dessa pesquisa é limitada pelos bairros do
Coroado, Aquariquara, Zumbi dos Palmares, Armando Mendes, Conj. Nova Republica, Conj.
Atilio Andreaza e Japiinlandia.

A proximidade com bairros habitados por populacdes carentes tem levado algumas
areas do Campus Universitario a um estado de degradacdo preocupante devido ao uso
desordenado, tornando dificil a manutencdo das esséncias florestais adaptadas nesse
ecossistema.

A vegetacdo do Campus da UFAM é constituida por floresta tropical mida de terra

firme, mata primaria, capoeira, campinarana, floresta de crescimento secundario e areas
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antropicas (NERY et al., 2004), recortada por uma rede de igarapés. O relevo dessa area
verde é formado por platds, vertentes e baixios.

A éarea em estudo apresenta caracteristicas de clima equatorial Umido, com
temperatura e precipitacio 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 representa um dos maiores fragmentos florestais urbanos do
Pais, sendo pouco estudado em relacdo a sua biodiversidade e seus ecossistemas. Constitui-se
em um grande laboratorio vivo para estudo da biodiversidade da Amazénia.

Atualmente, existem poucos estudos relacionados a flora do campus da UFAM,
sobretudo ao levantamento e a identificacdo de espécies pertencente a familia Annonaceae
promissoras em compostos bioativos. Esse tipo de estudo contribui ao mesmo tempo para a

preservacado e conservacao da area do Campus.

2.5 Consideragdes gerais sobre os testes de atividade efetuados

2.5.1 Avaliacdo da atividade citotoxica frente a Artemia salina Leach

A Artemia salina Leach, comumente conhecida como “larva de camardo” é um
crustaceo da ordem Anostraca (sem carapaca) que vive em agua salgada encontrado em todo
0 mundo, e € utilizado como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente
encontrados em lojas de animais.

Como a A. salina é um organismo simples que pode sentir o efeito de qualquer
substancia biologicamente ativa e apresenta facilidade na obtencdo de suas larvas e estocagem
de seus ovos mesmo em ambientes diversos, a mortalidade desse microcrustaceo €

considerada o bioensaio ideal. Esse bioensaio detecta compostos bioativos em extratos de
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plantas e a letalidade desse crustaceo tem demonstrado correlacdo com atividades antitumoral,
pesticida (McLAUGHLIN et al., 1993), anti-plasmodica (SOLIS et al., 1993) e
tripanossomicida (DOLABELA, 1997). Inumeros constituintes bioativos tém sido obtidos de
vegetais fazendo-se o isolamento guiado pelo bioensaio de toxicidade sobre a A. salina.

A letalidade desses organismos simples tem sido utilizada para monitoramento rapido
e simples da resposta biologica, onde a razdo entre o numero de larvas mortas e 0 nimero de
larvas vivas em comparacdo a um controle positivo é utilizado para estimar a toxicidade das
solucdes testes. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto é
considerado como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
bioldgica.

Pesquisas com o extrato diclorometano das cascas do caule de U. lindmanii reveleram
significativa citotoxidade frente a Artemia salina. O fracionamento biomonitorado desse
extrato levou a identificacdo dos alcaldides liriodenina [1], lisicamina [48] e unonopsina [49]

como compostos ativos (SIQUEIRA et al., 1998).

[48] [49]

Do estudo fitoquimico biomonitorado pelo bioensaio com Artemia salina do extrato
etandlico das cascas do caule de Duguetia glabriuscula foram isolados os alcalGides
oxobuxifolina [50], lanuginosina [51], polialtina [52], oliveridina [53] (SIQUEIRA et al.,

2001).
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OCHs;

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

2.5.2 Avaliacao da atividade antioxidante

Danos oxidativos irreversiveis de biomoléculas sdo alguns dos fatores que causam a
ocorréncia e desenvolvimento de numerosas doencas tais como: arteriosclerose, cancer,
envelhecimento, diabetes, inflamacdo, mal de Parkison, mal de Alzheimer, doencas
cardiovasculares, etc. (LODYATO et al., 2004).

A atividade antioxidante estd relacionada com compostos capazes de proteger um
sistema bioldgico contra os efeitos danosos de processos ou reagfes que causam oxidacao
excessiva, envolvendo espécies reativas de (nitrogénio) oxigénio (ARNAO, 2000).

Os efeitos protetores dos produtos naturais de origem vegetal sdo devidos a presenca
de varios componentes que possuem diferentes mecanismos de acdo. Os compostos
responsaveis pela atividade captadora de radicais livres sdo enzimas, proteinas e substancias
como vitaminas, carotenoides, flavonoides, antocianinas, alcaldides e outros compostos
fenolicos (SANCHEZ-MORENO et al., 1998; BOSCOLO et al., 2007).

Varios métodos tém sido desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante de
substancias puras e extratos de plantas. Esses métodos podem ser divididos em duas

categorias: (1) baseados na reacdo de transferéncia de elétrons, representados pelo método de
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Folin-Ciocalteu e sequestro de radicais livres, tais como o DPPH e (2) baseados na reagédo de
transferéncia de atomos de hidrogénio, representado pelo ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) ¢ sistema f-caroteno/acido linoléico (HUANG 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
2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) a 37°C. Nesse ensaio, o radical
peroxila reage com um composto fluorescente formando um produto nao fluorescente. O
efeito protetor de um antioxidante é verificado calculando-se a area formada abaixo da curva
de decaimento da fluorescéncia da amostra versus tempo, quando comparada ao branco, que
ndo apresenta antioxidantes. Inicialmente, o composto fluorescente utilizado para reagir com
o radical peroxila formado era a B-ficoeritrina. Entretanto, foi observado que a B-ficoeritrina
interagia com os compostos fenolicos levando a erros neste método. Considerando esta
desvantagem, OU et al. (2001) desenvolveram e validaram uma modificacdo do ORAC
usando fluoresceina como composto fluorescente, que perde a fluorescéncia indicando reacdo
com o radical peroxila. Além disso, a fluoresceina mostrou excelente fotoestabilidade,
reducdo dos custos deste experimento e ndo interage com antioxidantes.

Muitos compostos isolados de plantas pertencentes a familia Annonaceae tém
mostrado significativa capacidade antioxidante. Os alcaldides 9-metoxi-isomoschatolina [54],
O-metilmoschatolina [55], lisicamina [48], liriodenina [1], nornuciferina [56], coreximina
[57], e isocoreximina [58] isolados das cascas de Guatteria hispida exibiram capacidade

antioxidante no ensaio ORACg_(COSTA et al.; 2010).
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OCHs

[57] [58]
Das cascas do caule e do caule de Xylopia championii foram isolados os alcal6ides
(+)-laudanidina [59], (-)-discretina [60], nordicentrina [61] e dehidrocoritenchina [62] que

mostraram significativa atividade antioxidante no ensaio DPPH (PUVANENDRAN et al.;
HO
C1)
H;CO
O OCH3

OCHj

2008).

[59] [60]
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100
o) ‘ NH
H,CO ]
OCHj,
[61] [62]

As acetogeninas bulatacina [63], cornifolina [64], folianina B [65] e annonfolina [66]
obtida das sementes de Annona cornifolia apresentaram pronunciada capacidade capturadora

de radicais livres (LIMA et al.; 2010).




29

threo \ / threo

H5;C
[65]
threo
threo \ / erythro
HsC '

trans

[66]
O flavonodide 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-3-O-rhamnosil-2-fenilcromona [67] isolado das
folhas de Rollinia pittieri apresentou grande capacidade antioxidante nos ensaios DPPH e

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

3.1 Geral

e Contribuir para o conhecimento da flora do Campus da Universidade Federal do
Amazonas investigando seu potencial alcaloidico, visando identificar espécies da familia
Annonaceae promissoras em compostos bioativos, contribuindo simultaneamente para sua

preservacao e conservacao.

3.2 Especificos

e Realizar 0 mapeamento das espécies de Annonaceae nos arredores do Campus da
Universidade Federal do Amazonas;

e Estudar o perfil alcaloidico das espécies encontradas no Campus;

e Estudar a composicdo quimica das folhas e galhos finos da espécie Ephedranthus
amazonicus R. E. Fries, determinando as estruturas moleculares dos metabolitos isolados
atraveés de métodos cromatogréaficos e espectrométricos;

o Realizar testes bioldgicos dos extratos hexanico e metandlicos e nas fragdes alcaloidicas e

neutra da espécie selecionada.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Analise cromatogréafica

4.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises foram realizadas em cromatoplacas pré-fabricadas de silica gel TLC de
0,2 mm de espessura e indicador de flourescéncia Fys4, da Sorbent Technologies. A detecgédo
dos compostos foi feita por irradiagdo com lampada ultravioleta (UV) (264 e 365 nm) e

posterior revelagdo com reagente de Dragendorff.

4.1.2 Cromatografia em coluna (CC)

Foram utilizados colunas de vidro, cujo comprimento e diametro variam de acordo
com a quantidade de amostras a serem analisadas. As separacdes cromatograficas foram
realizadas utilizando-se como suporte silica gel 60 de 0,060-0,200 mm, da Acros Organics
tratada previamente com bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 10 %. As fases mdveis usadas

foram hexano, diclorometano e metanol.

4.2 Solventes e reagentes reveladores

4.2.1 Solventes

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

foram utilizados solventes deuterados.
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4.2.2 Reagentes reveladores

Reagente de Dragendorff com modificacdo de Munier (MUNIER, 1953 apud Merck,
1971). Solucédo A: 1,7 g de nitrato de bismuto 111 e 20,0 g de &cido tartarico dissolvidos em 80
mL de agua destilada. Solucéo B: 16,0g de iodeto de potassio dissolvidos em 40 mL de agua
destilada. A mistura de partes iguais destas solugbes constitui a solucdo estoque. Para
borrifacdo das cromatoplacas, adicionou-se 10,0 g de acido tartarico, dissolvidos em 50 mL
de &gua destilada. Apos borrifacdo das placas cromatograficas os spots das substancias

apresentaram coloracdo laranja.

4.3 Métodos espectrometricos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear 1D foram registrados em aparelhos
Brucker ARX-200, operando a 4,7, 9,4 e 11,7 Tesla (T), respectivamamente, observando *H a
400 MHz. As amostras foram solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCl3) e metanol
deuterado (CD30D). Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (8) ¢ as constantes
de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz). Os experimentos obtidos no aparelho
Brucker foram realizados no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetro fon-trap modelo LCQ
FLEET (Thermo scientific) através da técnica de “Electron Spray Ionization” (ESI), operando
com ion no modo positivo no Departamento de Quimica da Universidade Federal do

Amazonas (UFAM).
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4.4 Outros equipamentos

e Evaporador rotatério: Heidolph, tipo Heizbad OB;

e Moinho: Modelo Willey com quatro facas;

e Estufa de circulacéo de ar: Deleo, tipo A6 sefaf;

e Ultravioleta (UV): Lampada de 264-365 nm, da Solab;

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

e Ultrason: Unique, modelo USC-2800.

4.5 Material botanico

4.5.1 Mapeamento das Anonaceas na area do Campus da Universidade

Federal do Amazonas (UFAM)

O Campus da UFAM foi dividido em trés areas de estudo: area 1, préximo ao bairro
do Coroado e ao mini-campus com solo areno-argiloso; éarea 2, proximo ao ICHL e ao
bairro Nova Republica com solo arenoso a areno-argiloso; area 3, proximo ao bairro Ouro
verde solo arenoso (FIGURA 4).

O mapeamento das Anonéceas do Campus da UFAM foi realizado no periodo de
fevereiro a junho de 2009, com o acompanhamento do botanico Dr. Antonio Carlos Webber
para a identificacdo das espécies. As coordenadas geograficas das espécies encontradas foram
obtidas no aparelho de GPS (Global Position System) Modelo Garmim e Trex Vista HCx

shown (TABELA 2).
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Guatteria sp. (005 Guatteria sp, 031
e 057 Guatteria olivacea)

Tetrameranthus sp .(093)

Xylopia sp. (087 Xylopia sp.,092
Xylopia aromatica e Xylopia
benthamii, 080 Xylopia excellens)

009 e 059 Annona sericea)

Rollinia sp. (002, 055 e 101 Rollinia
exsucca, 029 Rollinia sp. , 055
Rollinia mucosa)

Unonopsis sp. (074 Unonopsis sp.,
094 Unonopsis espectabilis, 120
Unonopsis guatterioide)

uatteriopsis sp. (008 e 021
Guatteriopsis blepharophylla)

Ephedranthus sp. (024 e 058
Ephedranthus amazonicus)

Anaxagorea sp. (073 e 090
Anaxagorea brevipes)

Duguetia sp. (079 Duguetia riparia)

093 094

001 | |Varias espécies (004 Tetrameranthus

duckei e Xylopia aromatica, 011, 012
e 058 Guatteria sp. e Ephedranthus
amazonicus, 089 Guatteriopsis
¢ blepharophylla, Tetrameranthus

Image © 2010 GeoEye 5% ¥ P ' duckei, Unonopsis estiptata e 091
© 2010 MapLink/Tele/Atlas Thiat Ceh 3 Y o ¥ Duguetia riparia, Duguetia ulei e
e .‘.’ \ L . WO 4 E Unonopsis guatterioides)

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

002: S 03°05°58.5” ; W 059°58° 30.4” 003: S 03°05°40.2”; W 059°57°32.4”
004: S 03°05°34.1”; W 059°57°20.7” 005: S 03°05°23.5”; W 059°57°42.0”
008: S 03°05°41.4”; W 059°58°22.9” 009: S 03°05°48.5”; W 059°58°22.1”
011: S 03°05°50.7”; W 059°58°23.2” 012: S03°05°49.5’; W059°58°33.0”
021: S 03°05°57.5”; W 059°58°31.6” 022: S 03°05°48.7”; W 059°58°39.1”
024: S 03°05°48.7”; W 059°58°38.4” 029: S 03°05°47.1”; W059°58°30.9”
031: S 03°05°48.7”; W 059°58°22.1” 055: S 03°05°59.6”; W 059°58°35.8”
056: S 03°05°56.7”; W 059°58°35.4” 057: S 03°05°50.4”; W 059°58°34.1”
058: S 03°05°50.7”; W 059°58°23.0” 059: S 03°05°49.0”; W 059°58°22.6”
060: S 03°05°34.0”; W 059°58° 20.7” 073: S 03°05°05.5”; W 059°57°59.3”
074: S 03°05°04.6”; W 059°57°58.3” 075: S 03°05°01.6”; W 059°57°54.5”
079: S 03°06°00.7”; W 059°58°27.2” 080: S 03°05’39.7”; W 059°58°38.5”
087: S 03°06°00.7”; W 050°58°27.0” 088: S 03°05°41.4”; W 059°57°32.4”
089: S 03°05°44.6”; W 059°57°31.8” 090: S 03°05°47.3”; W 059°57°32.3”
091: S 03°05°51.2”; W 059°57°34.5” 092: S 03°05°49.3”; W 059°57°36.5”
093: S 03°05°49.6”; W 059°57°35.6” 094: S 03°05°50.4”; W 059°57°35.4”
101: S 03°05°32.6”; W 059°57°41.8” 120: S 03°05°40.6”; W 059°58°39.0”

Tabela 2. Coordenadas geograficas das espécies de Annonaceae

4.5.2 Coleta e identificacdo botanica

O material botanico das espécies da familia Annonaceae encontradas dentro do
Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) foram coletados entre os meses de
fevereiro a junho de 2009. O material botanico foi identificado pelo Dr. Antonio Carlos
Webber do Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFAM e

a exsicata das espécies com material fértil foi depositado no herbario da UFAM sob 0s
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seguintes numeros: Annona sericea (8160), Rollinia mucosa (8148), R. exsucca (8147),
Xylopia aromatica (8150), X. excellens (8279), Tetrameranthus duckei (8149), Anaxagorea
brevipes (8280), Duguetia riparia (8278), Unonopsis stipitata (8250) e U. guatterioides
(8249).

De acordo com MAAS (2007) o periodo de floracdo da espécie E. amazonicus é de
marco a maio e o de frutificacdo € de maio a setembro. Essa espécie foi acompanhada
durante o andamento das pesquisas, mas por estar em uma area antropica sua fertilizacédo
ndo pbde ser observada.

As especies A. ambotay, X. benthamii, Guatteria olivacea, Guatteriopsis
blepharophylla, D. ulei, U. espectabilis, e E. amazonicus ndo estavam férteis, com isso nao
poderdo ser depositadas no Herbario da UFAM, porém, todos os individuos foram

identificados a campo pelo Botanico Dr. Antonio Carlos Webber do ICB da UFAM.

4.5.3 Secagem e moagem

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

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

4.5.4 Preparacdo dos extratos

O material botanico das espécies A. ambotay, A. sericea, R. exsucca, X. aromatica,
X. benthamii, X. excellens, E. amazonicus, A. brevipes e D. ulei foram pulverizados e
submetidos a extragéo.

Todo material depois de pulverizado (500 g) foi submetido a extracdo por maceragéo
com solvente em ordem crescente de polaridade hexano e metanol, com remogdo em
intervalo de 3 dias, totalizando 28 dias. O material remanescente foi desprezado, de acordo

com o Esquema 1.
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Os extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob pressdo reduzida em
temperatura de 50 °C e, em seguida, secos em dessecador.

Apds completa secagem foi calculado o rendimento de cada extrato das espécies
(TABELA 3) e, em seguida, retirada uma pequena quantidade dos extratos (2 mg) para a

realizacéo dos testes biologicos.

Material botanico

(500 9)

Extragdo com hexano

Concentracéo

Torta Extrato hexanico |

Extracdo com metanol

Concentracgéo

Torta Extrato metanélico |

Torta

(desprezar)

Esquema 1. Fluxograma da obtencéo dos extratos brutos das espécies da familia Annonaceae coletadas.
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Espécies Parte da ExtAra_tos Rendimento Extra}t_os Rendimento
planta hexanicos g (%) metanolicos g (%)
Folha EHAA (F) 1,21 (1,0 EMAA (F) 12,53 (10,3)
Annona ambotay Galhos finos EHAA (GF) 1,67 (0,5) EMAA (GF) 3,74 (1,1)
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 (11,3)
Rollinia exsucca Galhos finos EHREX (GF) 0,23 (0,1) EMREX (GF) 2,04 (0,9)
Casca EHREX (CAS) 0,37 (0,4) EMREXx (CAS) 5,52 (5,4)
Cerne EHREx (CER) 0,45 (0,1) EMREX (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 benthamii Galhos 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 (0,8)
Folha EHXEX (F) 6,21 (3,0) EMXEX (F) 20,20 (9,6)
Xylopia excellens Galhos finos EHXEXx (GF) 0,53 (0,5) EMXEXx (GF) 5,40 (5,1)
Casca EHXEXx (CAS) 0,38 (0,6) EMXEXx (CAS) 7,17 (11,8)
Cerne EHXEXx (CER) 0,46 (0,2) EMXEx (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 (2,1) 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 obtencao de alcaloides

4.6.1 Tratamento dos extratos metandlicos

Por meio de CCD, foi observado que os extratos metandlicos das espécies coletadas

evidenciaram a presenca de alcal6ides quando revelado com o reagente Dragendorff
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(indicativo de alcaldide). Entdo, esses extratos foram submetidos a extracdo acido-base
(COSTA, 2004).

Para cada extrato metanolico procedeu-se da seguinte forma: o extrato bruto foi
solubilizado em diclorometano e extraido trés vezes com solucdo de acido cloridrico a 3%
vlv, obtendo-se duas fracOes de cada extrato: a fracdo aquosa acida e a fragdo
diclorometanica neutra. A fracdo aquosa acida foi basificada com hidroxido de amonio
concentrado (NH,OH) até pH 10, em seguida, foi extraido sucessivamente com
diclorometano, levando a duas novas fracGes: a fracdo diclorometénica alcaloidica, que foi

concentrada em evaporador rotatorio a pressdo reduzida, e a fracdo aquosa basica que foi

desprezada (ESQUEMA 2).
Extrato metandlico
Solubilizado em 50 mL de CHCl,
Extracdo com HCl a 3 % v/v
Fracdo aquosa &cida I Fracao diclorometénica neutra I

Basificado com NH,OH conc. a pH 10

Extragdo com CH,Cl,

Fracdo aquosa bésica Fracéo diclorometénica
(desprezada) alcaloidica (FAL)

Esquema 2. Fluxograma do fracionamento dos extratos metandlicos para obtencéo de alcaldides.

Todas as fracOes alcaloidicas foram evaporadas sob pressédo reduzida em temperatura

inferior a 40 °C, e ap06s secas foi obtido rendimento em gramas (TABELA 4).



Espécies Extratos Fracdes Rendimento Fracdes Rendimento
P metanolicos 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) 27,40
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) 11,50
EMXEX FALEMXEX (GF) 0,19 FNEMXEXx 2,10
Xylopia (GF) (GF)
EMXEX FNEMXEX 3,60
excellens '
(CAS) FALEMXEx (CAS) 0,19 (CAS)
EMXEX FNEMXEX 3,50
(CER) FALEMXEX (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
aromatica (CAS) FALEMXA (CAS) 0,24 (CAS)
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 2,11
Rollinia EMREXx FNI(E(IB\/FIZI)?EX 3,05
exsucca :
(CAS) FALEMREX (CAS) 0,15 (CAS)
EMREXx FNEMREX 3,06
(CER) FALEMREX (CER) 0,37 (CER)
Ephedranthus EMEA (F) 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 078
brevipes (CAS) FALEMAB (CAS) 0,10 (CAS)
EMAB FNEMAB 1,20
(CER) FALEMAB (CER) 0,24 (CER)
Duguetia ulei EMDU (F) FALEMDU (F) 0,32 FNEMDU (F) 5,01
J EMDU (GF)  FALEMDU (GF) 0,60 FNEMDU (GF) 2,07

Tabela 4. Rendimento da extracdo acido-base dos extratos metandlicos
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4.7 Perfil alcaloidico

Todas as fracdes alcaloidicas foram submetidas a analise por CCD, comparadas entre
si e com padrées de liriodenina, lisicamina, O-metilmoschatolina, isomoschatolina,
annamontina, alcaloides isolados de anonaceas em trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisa. As cromatoplacas foram eluidas em mistura de cloroférmio/metanol, na proporcéao
de 9:1, e reveladas com reagente Dragendorff para a observacdo do perfil alcaloidico de
cada espécie.

As fracdes alcaloidicas de E. amazonicus foram também submetidas a analises por
espectrometria de massa com técnica de “Electron Spray Ionization” (ISE) e operando com

ion no modo positivo.

4.8 Fracionamento cromatografico dos extratos metanolicos de E.

amazonicus

4.8.1 Analise cromatografica da fracdo alcaloidica das folhas de E.

amazonicus (FAL EMEA (F))

A FAL EMEA (F) foi submetida ao fracionamento por meio de coluna
cromatografica em silica gel tratada previamente com solucdo de NaHCO3 a 10 % e eluida
com hexano, diclorometano e metanol em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 30
fragdes (ESQUEMA 3).

Estas fracdes foram analisadas por CCD e as que apresentaram 0 mesmo R foram

reunidas e recodificadas.
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FAL EMEA (F)

170 mg

Coluna com silica tratada com NaHCOs a 10 %
(0,063-0,200 mm)(o x h de 2,6 x 42,0 cm)

Hexano CH,Cl, Metanol
Fr. 01 Fr. 18 Fr. 30
Hexano/CH,Cl, CH,Cl,/Metanol
Fr. Fr.

90:10 02 90:10 19-23

80:20 03 80:20 24-25
70:30 04 70:30 26
60:40 05 60:40 27
50:50 06 50:50 28
40:60 07-10 40:60 29
30:70 11-13

10:90 17

FracOes reunidas por analise de CCD

Fr.3-4
Fr.5-6
Fr. 09-10
Fr.11-12
Fr. 13-14

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

4.8.1.1 Anélise cromatografica das fragdes 13-14

ApoOs comparacdes através de CCD, usando diferentes sistemas de eluentes e o
reagente de Dragendorff como revelador para a deteccdo de alcaloide, as fracbes 13-14
foram reunidas e recromatografadas em coluna cromatografica em silica gel tratada
previamente com solu¢cdo de NaHCO; a 10 % e eluida com hexano, diclorometano e

metanol em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 52 fragcbes (ESQUEMA 4).
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Mediante analise comparativa das frac6es por CCD e pela utilizacdo de reveladores

como a luz UV (254 e 365 nm) e do reagente de Dragendorff, as fracdes foram reunidas.

Fracéao
13-14
68,9 mg

Coluna com silica tratada com NaHCO3; a 10 %
(0,063-0,200 mm)(¢ x h de 2,6 x 42,0 cm)

CH,Cl, Metanol
Fr. 35-37 Fr.52

Hexano
Fr.01

Hexano/CH,Cl, CH,Cl,/Metanol
Fr. Fr.
90:10 02-04 90:10 38-42
70:30 05-11 70:30 43-47
50:50 12-17 50:50 48
40:60 18-27 40:60 49
20:80 28-34 20:80 50-51

CCD |
FEA (F) (13-14/38-47) Reuni&o
(35,7 mg) Fr. 38-47

Esquema 4. Fluxograma da andlise cromatogréafica da fragdo 13-14

Depois de avaliadas, as frages foram reunidas em uma fragdo 38-47 (35,7 mg) que
foi analisada novamente por meio de CCD utilizando a mistura cloroférmio/metanol, na
propor¢cdo de 9:1, como fase movel. A anélise em CCD apresentou um (nico spot de
coloragéo laranja quando revelado com reagente Dragendorff. Esta substéncia, codificada

como FEA (F) (13-14/38-47) foi submetida as analises espectrométricas.
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4.8.2 Andlise cromatogréfica da fracdo alcaloidica dos galhos finos de E.

amazonicus (FAL EMEA (GF))

A fracdo FAL EMEA (GF) foi inicialmente submetida a analise cromatografica em
coluna usando silica gel tratada previamente com solugdo de NaHCO3 a 10 % e eluida com
hexano, diclorometano e metanol em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 31
fragdes (ESQUEMA 5).

As fragOes obtidas foram analisadas por meio de CCD, utilizando luz UV (365 nm) e
reagente Dragendorff como revelador.

A fragdo 14 ap6s evaporagdo do solvente resultou no isolamento de um residuo
amarelo codificado como FEA (GF) 14 (33,5 mg). A andlise por CCD apresentou um Unico
mancha de coloracdo laranja quando revelado com reagente Dragendorff. A substancia foi
submetida as analises espectrométricas.

A fracdo 21 foi obtida como um sélido azul codificado como FEA (GF) 21 (30,5
mg). A analise por CCD apresentou um Gnico mancha de coloragdo roxa quando revelado

com reagente Dragendorff. A substancia foi submetida as analises espectrométricas.
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FAL EMEA (GF)
230 mg

Coluna com silica tratada com NaHCO3 a 10 %
(0,063-0,200 mm)(¢p x h de 2,6 x 42,0 cm)

Fr.

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

80:20
70:30
60:40
50:50
30:70

10:90

04
05
06
07-08
09
10-11

CH,CI, CH,Cl,/Metanol Metanol
Fr.12-14 Fr. Fr.31
90:10 15-25

70:30 26-27
50:50 28-29
30:70 30

FEA (GF) 21
30,5 mg
FEA (GF) 14 Sélido azul
33,5 mg

Residuo amarelo

Esquema 5. Fluxograma da anélise cromatogréafica da FAL EMEA (GF)
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4.9 Bioensaios dos extratos brutos e fracdes de E. amazonicus

4.9.1 Teste de letalidade frente a Artemia salina Leach

Os bioensaios com as larvas da A. salina foram realizados no Laboratorio de
Fitoquimica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Amazonas.

Para esse teste utilizou-se a metodologia de Meyer adaptada. Em um aquario de
vidro, os cistos de A. salina foram incubados na solucdo salina a 37 %, sob iluminagédo
artificial a 28 °C. Apds 24 horas foram transferidos o primeiro estagio de nauplio para outro
aquario que continha solucéo salina, e mantida em nova incubagdo por mais 24 horas, sob as
mesmas condi¢cBes. Apds essa incubacdo, ocorre o estdgio de metanauplios do
microcrustécio.

Foram preparadas solucdes, em triplicata, dos extratos brutos (EHEA (F), EHEA
(GF), EMEA (F) e EMEA (GF)) e das fragdes (FAL EMEA (F), FAL EMEA (GF),
FNEMEA (F) e FNEMEA (GF)) nas concentragdes de 10, 25, 50, 100 e 200 xL/5 mL em
dimetilsulféxido (DMSO), utilizou-se como controle positivo o Lapachol. Um volume de
4,5 mL de solugéo 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
microcrustaceos o numero de sobreviventes foi contado.

Utilizou-se o método Probitos de analise para obtencdo das DLsy e respectivos

intervalos de confianca. Os extratos foram considerados ativos quando DLse< 1000 pg.mL™.
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4.9.2 Teste da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos, fracGes e substancias isoladas de E.
amazonicus foi mensurada utilizando-se o ensaio ORACg_ (Oxygen radical absorbance
capacity) com fluoresceina como sonda fluorescente e AAPH (2,2°-Azobis (2-
amidiopropane) dihydrochloride) como fonte de radical 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 solu¢des estoques dos
extratos (50 mg/mL), fracdes (5 mg/mL) em tampdo fosfato/DMSO (99:1) e diluidas 100,
500, 1000, 5000 e 10000 vezes com tampdo fosfato. As substancias isoladas e o Trolox
(substancia de referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) -
analogo da vitamina E) foram analisados nas concentragdes de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50
4M, empregando-se 0 mesmo sistema diluente.

A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitacdo A= 485nm e
emissdo A= 528nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reacdo a cada 2 min.
por um periodo de 70 min. (temperatura= 37°C). Os valores foram obtidos através de uma
planilha que calcula a area sob a curva de decaimento da fluorescencia da fluoresceina de
cada amostra e correlaciona com uma curva analitica do trolox. Os resultados foram
expressos como pmol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fragdo em base
seca (LM de TE/g) e como Trolox equivalente relativo para as substancias isoladas. Como
controle positivo foi utilizado &cido caféico, acido clorogénico e quercetina e como controle

negativo a solucdo diluente. 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 por CCD das fracGes alcaloidicas das espécies pertencente a familia
Annonaceae evidenciou a potencialidade em alcaldides desse tdxon (FIGURA 5, 6 e 7).
Essas fracbes foram comparadas com padrdes de liriodenina [1], lisicamina [48], O-

metilmoschatolina [55], isomoschatolina [68] e annamontina [6].
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F GF CAS CER F GF CAS CER F GF CAS CER| 1 2 3 4 5
X. excellens X. benthamii X. aromatica PadrGes
(FAL EMXEX) (FAL EMXB) (FAL EMXA)

Figura 5. CCD das fragdes alcaloidicas FAL EMXEX, FAL EMXB, FAL EMXA e padrdes de (1) liriodenina,
(2) lisicamina, (3) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina e (5) annamontina, eluida em
cloroférmio/metanol na proporcéo 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 Padr&es
(FAL EMREX) ( FAL EMEA) (FAL EMDU)

Figura 6. CCD das fragdes alcaloidicas FAL EMREX, FAL EMEA, FAL EMDU e padrdes (1) liriodenina,
(2) lisicamina, (3) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina e (5) annomontina, eluida em
cloroférmio/metanol na proporcéo 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. sericea
(FAL EMAB) (FAL EMAA) (FAL EMAS)

Figura 7. CCD das fracdes alcaloidicas FAL EMAB, FAL EMAA, FAL EMAS e padrdes de (1) liriodenina,
(2) lisicamina, (3) O-metilmoschatolina, (4) isomoschatolina e (5) annomontina, eluida em
cloroférmio/metanol na proporcao de 9:1 e revelada com reagente Dragendorff.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados do perfil alcaloidico por CCD das
espécies de Annonaceae analisadas.

O alcaldide O-metilmoschatolina ndo foi evidenciado nas folhas de E. amazonicus,
no entanto, através dos estudos fitoquimicos realizados foi isolado esse alcaléide desta parte
da planta.

No perfil alcaloidico das espécies pdde-se perceber a existéncia de manchas em
comum entre si e entre as espécies. Manchas de alcaldides com baixa polaridade foi
verificado entre todas as partes de X. excellens (a), folhas e galhos finos de R. exsucca (f) e
galhos finos e cerne de A. ambotay (i).

Outros alcaldides em comum com media polaridade foram verificados nos galhos
finos e casca de X. aromatica (b); galhos finos, casca e cerne de X. aromatica (c) e em todas
as partes de A. ambotay e nas partes analisadas de A. sericea (j).

Manchas em comum de alcaléides com alta polaridade podem ser verificadas nas
folhas, galhos finos e casca de X. excellens, folhas, galhos finos e cerne de X. benthamii,

folha e galhos finos de X. aromatica (e); folhas, galhos finos e casca de R. exsucca (h);
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folhas e galhos finos de A. sericea (l); em todas as partes de A. ambotay (m); e folhas, e

cerne de A. brevipes (n).

O perfil alcaloidico das espécies, aléem de evidenciar a presenca dos alcaldides

pirimidina-B-carbolina e oxoaporfinicos, evidéncia a existéncia de outros alcaldides, ndo

identificados com a metodologia empregada.

Espécies

Parte
da
planta

Alcaloides

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

+ 1

E. amazonicus

F
GF

nwm wm

D. ulei

=
GF

w

A.brevipes

F
GF
CAS
CER

A. ambotay

F
GF
CAS
CER

A. sericea

=
GF

Tabela 5. Resultado do perfil alcaloidico de espécies pertencente a familia Annonaceae
Convencao: (-) negativo, (+) positivo e (S) mancha semelhante
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5.2 Perfil alcaloidico por espectrometria de massa (IES-EM/EM)

5.2.1 Perfil das fracdes alcaloidicas das folhas e galhos finos de E.
amazonicus (FAL EMEA (F) e (FAL EMEA (GF))

Os espectros de massa das FAL EMEA (F) e FALEMEA (GF) foram avaliados por
FIA- ESI-IT-MS, ou seja, por injecdo direta das amostras em espectrémetro de massa com
interface electrospray e analisador de ion-trap. Foram preparadas solu¢des de 20 ppm da
FAL EMEA (F) e FAL EMEA (GF), introduzidas diretamente na fonte de ESI por meio de
uma seringa infusora, com um loop de 5 pL e um sistema de bombeamento em fluxo de 25
pL/min. Os parametros de operacdo utilizado foram os seguintes: a tensdo da agulha spray
foi fixada em 5 kV e spray foi estabilizado com uma vaz&o de gas nitrogénio de 30 arb, a
voltagem do capilar foi de 35V e a temperatura do capilar 200 °C.

Foram obtidos espectros de massa em full-scan apresentando os ions precursores das
moléculas protonadas [M+H]". Foram observados ions com m/z correspondentes aos ions
moleculares  protonados dos alcaldides liriodenina, lisicamina, O-metilmoschatolina,
isomoschatolina e 9-metoxi-isomoschatolina. A analise do espectro de massa da FAL
EMEA (F) (FIGURA 8) evidenciou a presenca dos ions m/z 322, 308 e 338, os quais foram
fragmentados (MS?) (FIGURA 10). O monitoramento desses fons forneceu os perfis de
fragmentacdo semelhante aos dos padrGes dos alcaldides O-metilmoschatolina,
isomoschatolina e 9-metoxi-isomoschatolina, respectivamente (FIGURA 12, 13, 14, 15, 16
17, 20 e 21). Nos Esquemas de 6 a 8 sdo mostrados os fragmentos mais importantes dos
padrdes dos alcalbides liriodenina, isomoschatolina e O-metilmoschatolina.

O espectro de massa da FAL EMEA (GF) (FIGURA 9) mostrou a presenca dos ions
m/z 176, 292, 308 e 338, que ap6s a fragmentacdo MS® para cada um desses fons

(FIGURA 11) permitiu identificar a presenca dos alcaloides liriodenina, lisicamina,
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isomoschatolina e 9-metoxi-isomoschatolina nos galhos finos de E. amazonicus. Estes
resultados sdo compativeis com as analises cromatograficas em CCD e o isolamento dos
alcaldides liriodenina, O-metilmoschatolina e isomoschatolina da planta em estudo.
Contudo, tendo em vista pequenas diferencas na intensidade dos ions selecionados em
relacdo aos padr@es, e a ndo padronizacdo das energias empregadas para fragmentacao, estes
resultados sdo considerados ndo conclusivos requerendo analises padronizadas, inclusive em
CLAE/EM, para sua validagéo.
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Figura 8. Espectro de massas de primeira ordem (full scan), em modo positivo da FAL EMEA(F)
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Figura 10. Espectro de massas de segunda ordem dos ions precursores de m/z 308, 322 e 338 obtidos em
modo positivo da FAL EMEA(F).
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Figura 11. Espectro de massas de segunda ordem dos ions precursores de m/z 276, 292, 308 e 338 obtidos
em modo positivo da FAL EMEA (GF).
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Figura 13. Espectros de massas full MSe (a) full MS? obtidos em modo positivo do padréo lisicamina.
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Figura 14. (b) Espectros de massas full MS®e (c) full MS* obtidos em modo positivo do padréo lisicamina.
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Figura 16. (b) Espectros de massas full MS® e (c) full MS* obtidos em modo positivo do padrdo
isomoschatolina.
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Figura 17. (d) Espectros de massas full MS® e (e) full MS® obtidos em modo positivo do padrdo
isomoschatolina.
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Figura 19. (b) Espectros de massas full MS® e (c) full MS* obtidos em modo positivo do padréo
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F: ITMS + ¢ ESI Full ms [300.00-400.00]
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Figura 20. Espectros de massas full MS e (a) full MS? obtidos em modo positivo do padréo
9- metoxi- isomoschatolina.
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Esquema 6. Fragmentos mais importantes observados no padréo do alcaldide liriodenina.
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Esquema 7. Fragmentos mais importantes observados no padréo do alcal6ide isomoschatolina.
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Esquema 8. Fragmentos mais importantes observados no padréo do alcal6ide O- metilmoschatolina
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5.3 Identificacdo e determinacao estrutural das substancias isoladas

5.3.1 Identificacdo de FEA (F) (13-14/38-47)

O composto codificado como FEA (F) (13-14/38-47) foi isolado na forma de um
residuo amarelo, apresentando teste positivo para alcaldide frente ao reagente de
Dragendorff.

Analise comparativa através de CCD, utilizando cloroférmio/metanol na proporc¢édo
de 9:1 como eluente, com uma amostra padrdo do alcaldide O- metilmoschatolina [55] pode-

se evidenciar a semelhanca do composto isolado com o respectivo padrdo (FIGURA 22).

Figura 22. CCD da amostra FEA (F) (13-14/38-47) com
0 padrdo do alcaloide O-metilmoschatolina eluida em
CHCI,/MEOH 9:1.

No espectro de RMN 'H a 400 MHz do composto FEA (F) (13-14/38-47), em
CDCIl3, mostrou a presenca de quatro sinais relativos aos hidrogénios aromaticos em ¢ 9,11
(1H, ddd, J= 8,4, 1,1 e 0,6 Hz, H-11), § 7,75 (1H, ddd, J= 8,4, 7,0 e 1,6 Hz, H-10), 6 7,54
(1H, ddd, J= 7,9, 7,2 e 1,1 Hz, H-9) e & 857 (1H, dd, J= 7,9 e 1,4 Hz, H-8) o que
caracteriza a presenca do anel benzénico dissubstituido do nucleo aporfinico. Os sinais em ¢

8,24 (1H, d, H-4) e 6 9,00 (1H, d, H-5) com constante de acoplamento, J, igual a 5,3 Hz s&o
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atribuidos aos hidrogénios o e p do anel piridinico. A presenca dos sinais em ¢ 4,08, 4,11 e
4,20 sdo referentes as substituicdes dos hidrogénios em C-1, C-2 e C-3 por grupos

metoxilas (FIGURAS 23 a 27).
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Figura 23. Espectro de RMN 'H de FEA (F) (13-14/38-47) (CDCl;, 400 MHz).
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Figura 24. Ampliacdo da regido entre 6 9,15 a 8,98 do espectro de RMN *H de FEA (F) (13-14/38-47)
(CDCls;, 400 MHz).
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Figura 26. Ampliacdo da regio entre ¢ 7,75 a 7,76 do espectro de RMN *H de FEA (F) (13-14/38-47)
(CDCl;, 400 MHz).
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Figura 27. Ampliacdo da regido entre ¢ 4,20 a 4,06 do espectro de RMN 'H de FEA (F) (13-14/38-47)
(CDCls, 400 MHz).

A andlise do espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) permitiu verificar a
presenca de 19 carbonos na molécula. A presenca das trés metoxilas foi confirmada pelos
sinais em 6 61,01, 61,48 e 61,81 em acordo com a indicacdo do espectro de RMN de *H
(FIGURA 27 e FIGURA 28). Foi verificada também a presenca de linhas espectrais
correspondentes a carbonos de grupos metinicos sp? devido os sinais em ¢ 119,18 e 144,52
atribuidos aos carbonos do anel piridinico C-4 e C-5, respectivamente. Os sinais observados
em & 128,92, 128,16, 134,38 e 127,66 sdo referentes aos carbonos sp® C-8, C-9, C-10 e C-
11. A presenca do grupo carbonila foi verificada através do sinal em ¢ 182,63. Foi possivel
verificar a presenca dos carbonos quaternarios pelos sinais em ¢ 156,49, 115,66, 147,35,
148,45, 131,10, 122,82, 145,47, 131,43 e 134,54 que foram determinados pelo o espectro

HMQC e comparados com dados da literatura (FIGURA 29 e TABELA 6).
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Figura 28. Espectro de RMN de **C a 100 MHz em CDCl, de FEA (F) (13-14/38-47).

As correlacBes dos carbonos quaternarios foram determinados por intermédio dos
acoplamentos "Jc.4 apresentados no mapa de correlacdo heteronuclear de *H, **C- HMBC
(FIGURA 30 e TABELA 6). No mapa de contorno HMBC foi observado que o sinal em ¢
8,24 (1H, d), pertencente ao hidrogénio o do anel piridinico, estava correlacionado com o
sinal em ¢ 148,45 relativo ao carbono C-3 portador do grupo metoxilico e os sinais em ¢
122,82 e 144,52. Do mesmo modo foram observadas as correlacfes dos sinais em ¢ 9,00
(1H, d), relativo ao hidrogénio B do anel piridinico com os sinais em ¢ 119,18, 131,10 e

145,47 referentes aos respectivos carbonos C-4, C-3a e C-6a (FIGURA 29).
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Pelo mapa de contorno HBMC pbéde-se verificar a presenga do grupo carbonilico na
molécula devido a correlacdo do sinal em 6 8,57 (1H, dd) atribuido ao H-8 com o sinal em ¢
182,63 (C-7) (FIGURA 29).

Os grupos metoxilicos substituido em C-1 e C-2 foram observados no mapa de
contorno de HSQC com a correlagédo dos sinais em ¢ 4,08 e 4,11 com os sinais dos carbonos

em ¢ 61,01 (C-1) e 61,48 (C-2), respectivamente (FIGURA 28, FIGURA 29 e TABELA 6).

Figura 29. Correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC de FEA (F) (13-14/38-47).
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Figura 32. Mapa de contorno HSQC a 400 MHz em CDCl; de FEA (F) (13-14/38-47).
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Comparando os dados obtidos de *H, *C RMN de 1D e 2D com os da literatura
verificou-se que FEA (F) (13-14/38-47) trata-se do alcaldéide oxoaporfinico O-
metilmoschatolina (FIGURA 34), substancia isolada das espécies A. ambotay (BRAVO et
al., 2002) , A. foetida (COSTA, 2004), Oxandra longipetala (ORTIZ et al., 2007), Rollinia

pittieri (TORRES et al., 2007) e G. blepharophylla (COSTA, 2009).

Figura 34. Estrutura do alcaldide O-metilmoschatolina.



Bc 13 H (0) H ()
@  (9)° (mult., J em Hz)® (mult., J em Hz) ¢

1 156,49 156,4

Posicdo

la 115,66 115,8

2 147,35 1472

3 148,45 1484

3a 131,10 130,8

3b 122,82 1228

4 119,18 1191 8,24 (1H, d, 5,3) 8,22 (1H, d, 5,3)

5 14452 1446 9,00 (1H, d, 5,3) 8,97 (1H, d, 5,3)

6a 145,47 145,6

7 182,63 182,6

Ta 131,43 1311

8 128,92 129,0 8,57 (1H,dd, 79 e 1,4) 8,58 (1H, dd, 7,8 e 1,4)

9 128,16 128,2 7,54 (1H,ddd, 7,9,7,2e1,1) 7,55 (1H, ddd, 7,8 ,7,1e 1,0)

10 134,38 134,3 9,11 (1H, ddd, 8,4,1,1e0,6) 7,76 (1H, ddd, 7,8, 7,1 e 1,4)

11 127,66 1275 9,11 (1H, ddd, 8,4,1,1¢e0,6) 9,11 (1H, d, 8,3)

1la 13454 1315

1-0CH; 6101 61,0 4,08 (s) 48 (s)
2-OCH; 61,48 614 4,11 (s) 4,10 (s)
3-OCH; 6181 617 4,20 (s) 4,18 (s)

Tabela 6. Comparagdo dos dados de RMN *H e **C de FEA (F) (13-14/38-47) com a literatura.

# Experimento realizado a 400 MHz para *H e 100 MHz para *C em CDCl,, utilizando 0 TMS como
referéncia interna.  Multiplicidades determinadas pelos espectros de **C e HSQC. ¢ Dados da
literatura de acordo com ORTIZ et al., 2007. ¢ Dados da literatura de acordo com TORRES et al.,
2007.
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5.3.2 Identificacdo de FEA (GF) 14

O composto FEA (GF) 14 caracterizou-se como um residuo amarelo e teste positivo
para alcaloide frente ao reagente de Dragendorff. A substancia foi submetida a CCD em
cloroférmio/metanol, na proporcdo de 9:1, com o padrdo do alcaldide liriodenina [1],

observando-se que a amostra analisada apresentava 0 mesmo Rt do padrdo (FIGURA 35).

[1]

Figura 35. CCD da amostra FEA (GF) 14 com o
padrdo do alcaldide liriodenina eluida em
CHCIs/MEOH 9:1.

Pela analise do espectro de RMN *H a 400 MHz do composto FEA (GF) 14, em
CDCl3, puderam ser evidenciados sinais de hidrogénios em sistema aromatico em ¢ 8,61
(1H, ddd, J= 8,1, 1,0 e 0,5 Hz, H-11), ¢ 7,73 (1H, ddd, J= 8,1, 7,4 e 1,4 Hz, H-10), ¢ 7,56
(1H, ddd, J=7,9, 7,4 e 1,0 Hz, H-9) e ¢ 8,57 (1H, ddd, J= 7,9, 1,4 e 0,5 Hz, H-8) e um
hidrogénio aromatico em ¢ 7,16 (1H, s, H-3) o que caracterizou a presenca do anel
benzénico dissubstituido do nacleo aporfinico e do anel pentassubstituido portador do grupo
metilenodioxi. O grupo metilenodioxi pode ser comprovado pela presenca do sinal em ¢

6,37 (2H, s) referentes as substituicdes dos hidrogénios em C-1 e C-2 do anel aromatico. Os
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sinais em ¢ 7,75 e 8,87 (1H, d e J= 5,1 Hz) sdo correspondentes aos hidrogénios a ¢ B do

anel piridinico em H-4 e H-5 respectivamente (FIGURAS 36 a 40)
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Figura 36. Espectro de RMN *H de FEA (GF) 14 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 40. Ampliacdo dos sinais entre ¢ 7,30 e 7,10 do espectro de RMN 'H de FEA (GF) 14 (CDCls, 400 MHz).

Os dados obtidos para os atomos de carbonos que mostravam correlagdo com os
respectivos hidrogénios no mapa de contorno de HMBC foram comparados com os da
literatura para o composto liriodenina (COSTA et al., 2009).

Pelo mapa de contorno HMBC a 400 MHz em CDCl; (FIGURA 42) foi possivel
ratificar a presenca do grupo metilenodioxi pelas correlagdes dos sinais em 6 6,37 (2H, s),
relativo aos hidrogénios metilenicos, com os sinais em ¢ 1479 (C-1) e 151,9 (C-2)
(FIGURA 41 e FIGURA 43b). Pode-se ainda verificar que o sinal em & 7,16 (1H, s),
referente ao H-3, esta correlacionados tanto com os sinais dos carbonos metinicos C-1 e C-2
guanto com os sinais em ¢ 108,1, 123,1 e 124,3 atribuidos respectivamente a C-1a, C-3b e
C-4. Foram observados acoplamentos entre o hidrogénio B do anel piridinico ¢ 8,87 (1H, d)

com os sinais em § 123,1 (C-3b), 124,3 (C-4), 135,7 (C-3a) e 145,3 (C-6a) (FIGURA 41 e
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FIGURA 44c). Na Tabela 7 estdo reunidas todas as correlacfes dos respectivos sinais o

8,57 (H-8), 0 7,56 (H-9), 07,73 (H-10) e 6 8,61 (H-11).

Figura 41. CorrelacBes observadas no mapa de contorno HMBC de FEA (GF) 14.
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Figura 42. Mapa de contorno HMBC a 400 MHz em CDCl; de FEA (GF) 14.
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A partir dos dados obtidos dos espectros de RMN *H de 1D e 2D comparados com
os da literatura (ORTIZ et al., 2007; COSTA et al., 2009) (TABELA 7) foi possivel
identificar o composto FEA (GF) 14 como sendo o alcaldide oxoaporfinico liriodenina
(FIGURA 45). Como mencionado anteriormente, esta substancia € amplamente encontrada

na familia Annonaceae.

Figura 45. Estrutura do alcaloide liriodenina.
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Posicdo N b H(9) a H(9) c
() (mult., J em Hz) (mult., J em Hz)
1 147,9
la 107,9
2 151,6
3 103,2 7,16 (1H, s) 7,15 (1H, s)
3a 135,7
3b 123,1
4 124,3 7,75 (1H,d, 5,1) 7,74 (1H, d, 5,0)
5 1447 8,87 (1H, d, 5,1) 8,88 (1H, d, 5,1)
6a 145,3
7 182,5
7a 131,2
8 128,8 8,57 (1H, ddd, 7,9, 1,4 e 0,5) 8,56 (1H, dd, 7,9 e 0,7)
9 1285 7,56 (1H, ddd, 7,9, 7,4 e 1,0) 7,55 (1H, dd, 7,7e 7,4)
10 133,8 7,73 (1H, ddd, 8,1,7,4e 1,4) 7,71 (1H, dd, 8,2e1,2)
11 127,3 8,61 (1H, ddd, 8,1,1,0e0,5) 8,59 (1H, d, 8,1)
11a 132,8
OCH,0 1024 6,37 (2H, s) 6,36 (2H, s)

Tabela 7. Comparacéo dos dados de RMN *H de FEA (GF) 14 com a literatura.

® Experimento realizado a 400 MHz para 'H em CDCI;, utilizando o TMS como
referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com COSTA et al., 2009. ¢ Dados
da literatura de acordo com ORTIZ et al., 2007.

5.3.3 ldentificagdo de FEA (GF) 21

O composto FEA (GF) 21 (30,5 mg) foi isolado como um s6lido azul com teste

positivo para alcaldide frente ao reagente de Dragendorff. O espectro de RMN *H a 400

MHz desse composto, em CD30OD, apresentou sinais de hidrogénios aromaticos em ¢ 9,08
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(1H, ddd, J= 8,6, 1,0 e 0,5 Hz), 6 7,68 (1H, ddd, J= 8,6, 7,0 e 1,6 Hz), 6 7,33 (1H, ddd, J=
8,0,7,0e 1,0 Hz) e 6 8,41 (1H, ddd, J= 8,0, 1,6 e 0,5 Hz) caracteristico da existéncia de anel
benzénico dissubstituido do ndcleo aporfinico, atribuidos a H-11, H-10, H-9 e H-8,
respectivamente. Os dois sinais restantes observados em ¢ 8,73 e ¢ 8,60 ambos dubletos com
constante de acoplamento do tipo piridinico (J = 5,1 Hz) eram compativeis com 0s
hidrogénios do anel B, atribuidos a H-5 e H-4, respectivamente. Observou-se ainda dois
sinais em ¢ 4,08 e ¢ 3,97 ambos 0s singletos com integracao para trés hidrogénios tipicos de

grupos metoxilicos substituidos em C-1 e C-2 (FIGURA 46 a 51).
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Figura 46. Espectro de RMN 'H de FEA (GF) 21 (CD;0D, 400 MHz).




90

L€60'6
"~ ¥2606
~ 1606
GELO'6
T Tel06
0T.0'6
1690°6

ppm (t1)

Figura 47. Ampliagdo da regido entre ¢ 9,10 a 9,06 do espectro de RMN *H de FEA (GF) 21 (CD;0D, 400 MHz).
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Figura 49. Ampliacdo da regido entre & 8,44 a 8,39 do espectro de RMN *H de FEA (GF) 21 (CD;0D, 400
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Figura 50. Ampliacéo da regido entre ¢ 7,71 a 7,66 do espectro de RMN *H de FEA (GF) 21 (CD;0D, 400
MHz).
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Z).

A andlise do espectro de RMN de **C a 100 MHz em CDsOD permitiu verificar a
presenca de 18 carbonos na molécula (FIGURA 52 e TABELA 8). A presenca de duas
metoxilas foi ratificada pelos sinais em ¢ 61,26 e 60,67 estando de acordo com a indicacao
do espectro de RMN de *H. Os sinais observados em & 124,01 e 141,96 foram atribuidos aos
dois carbonos metinicos do anel piridinico C-4 e C-5 respectivamente. Foi verificado um
sinal em ¢ 166,07 indicando a existéncia de um carbono aromatico oxigenado. Observou-se
ainda a presenca de um grupo carbonila conjugado através do sinal em ¢ 184,58 o que
tornou possivel identificar a presenca do esqueleto oxoaporfinico. Os valores de
deslocamentos quimicos dos demais carbonos foram determinados com base nas correlagdes

obtidas no mapa de contorno de HMBC (TABELA 8).
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Figura 52. Espectro de RMN de **C a 100 MHz em CD;0D de FEA (GF) 21.

O mapa de contorno heteronuclear *H, **C-HMBC a 400 MHz em CD3;OD (FIGURA
54) apresentou correlacdo do sinal de carbono em ¢ 166,07 com o de hidrogénio em ¢ 8,60
(H-4) indicando a presenca do grupo hidroxila na posi¢cdo C-3 (FIGURA 56¢). Por sua vez,
esse sinal de hidrogénio estava correlacionado com os sinais em §124,71 e 141,96 atribuidos
aos carbonos C-3b e C-5, respectivamente. Foi verificada tambem a correlagdo do sinal em ¢
8,73 (H-5) com os sinais em ¢ 136,15 e 124,71 pertencentes respectivamente aos carbonos
C-3a e C-3b. Observa-se ainda o acoplamento dos carbonos quaternérios C-1 e C-2 em o
162,74 e 144,00 com os respectivos sinais dos hidrogénios metilico das metoxilas em ¢ 4,08

e 3,97. Péde-se confirmar a presenca do grupo carbonilico devido a correlagdo do sinal em ¢
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8,41 referente ao H-8 com o sinal do carbono em §184,58 (C-7) (FIGURA 53 e FIGURA
57).

Na Tabela 8 sdo mostrados todos os sinais de carbono e hidrogénio do composto
FEA (GF) 21, baseados nas anélises dos espectros de RMN de *H e *C e nos experimentos

bidimensionais HMBC.

Figura 53. CorrelacBes observadas no mapa de contorno HMBC de FEA (GF) 21.
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Figura 55. (a) Ampliacdo do mapa de contorno HMBC a 400 MHz em CD30OD de FEA (GF) 21.
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Figura 57. (d) Ampliacdo do mapa de contorno HMBC a 400 MHz em CD;0D de FEA (GF) 21.

Os dados obtidos dos experimentos de RMN de *H e **C de 1D e 2D e comparados
com dados da literatura (ATTI et al., 1982) (TABELA 8) confirmaram a estrutura do
alcal6ide oxoaporfinico isomoschatolina (FIGURA 58). Este alcal6ide foi isolado,

inicialmente, da espécie Guatteria melosma (ATTI et al., 1982).

Figura 58. Estrutura do alcal6ide isomoschatolina.



Posicdo 13Ca H(9) a H(9) b
() (mult., J em Hz) (mult., J em Hz)
1 162,74
la 102,73
2 144,00
3 166,07
3a 136,15
3b 124,71
4 124,01 8,60 (1H, d, 5,1) 8,88 (1H, d, 6,0)
5 141,96 8,73 (1H, d, 5,1) 9,12 (1H, d, 6,0)
6a 145,08
7 184,58
7a 130,62
8 128,89 8,41 (1H, ddd, 8,0,1,6 e 0,5) 8,60 (1H, d, 8,0)
9 125,57 7,33 (1H, ddd, 8,0, 7,0 e 1,0) 8,07 (1H, m)
10 135,14 7,68 (1H, ddd, 8,6, 7,0 e 1,6) 7,72 (1H, m)
11 127,38 9,08 (1H, ddd, 8,6, 1,0 e 0,5) 9,33 (1H, d, 8,0)
11a 138,79
1-OCH; 61,29 4,08 (3H, s) 4,03 (3H, s)
2-OCH; 60,67 3,97(3H, s) 4,11 (3H, s)
3-OH

Tabela 8. Comparagéo dos dados de RMN *H de FEA (GF) 21 com a literatura.

2 Experimento realizado a 400 MHz para *H em CDCl;e 100 MHz em CD,0D para
B¢, utilizando 0 TMS como referéncia interna. ® Dados da literatura de acordo com
ATTl etal., 1982.
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5.4 Atividades bioldgicas

5.4.1 Avaliacéo da toxicidade frente ao microcrustacio Artemia salina

99

A Tabela 9 mostra o resultado do screening da atividade citotoxica dos extratos

brutos e das fraches provenientes desses extratos obtidos do estudo da espécie E.

amazonicus. De acordo com MEYER et al. (1982) os valores de toxicidade sdo

considerados ativos até a concentracdo de 1000 xg.mL™ (1000 ppm).

Extratos e fragles DLso (ug.mL™) Intervalo de confianga 95 % (ug.mL™)
EHEA (F) 31,76 20,00 - 50,43
EHEA (GF) 25,38 23,04 — 32,36
EMEA (F) 14,70 11,30 - 19,14
EMEA (GF) 13,94 11,05-17,58
FAL EMEA (F) 10,22 8,31-12,86
FAL EMEA (GF) 9,95 7,71-11,09
FNEMEA (F) 23,47 20,92 — 26,53
FNEMEA (GF) 19,98 16,12 - 24,81
Lapachol 68,09 57,25 -179,17

Tabela 9. Teste de toxicidade para A. salina dos extratos e das fracdes de E. amazonicus.

Todos os extratos e fragdes foram considerados ativos, uma vez que apresentaram

DLso < 1000 xg.mL™. Dentre os extratos analisados o que apresentou maior toxicidade foi o

extrato metanolico dos galhos finos. Esse resultado é indicativo da presenca de importantes

componentes citotoxicos no extrato, tais como alcaloide. Isso pode ser ratificado pela maior

atividade concentrada na fracao alcaloidica obtido desse extrato (FAL EMEA (GF) = 9,95

ug.mL™Y).
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5.4.2 Determinacao da capacidade antioxidante

Os resultados do teste da capacidade antioxidante pelo método ORACE, dos extratos,
fracdes e substancias isoladas de E. amazonicus estdo apresentados na Tabela 10 e 11. Os
valores estdo expressos como micromols de Trolox equivalente por grama (umol de TE g)
de extrato ou fracdo em base seca e em Trolox equivalente relativo para as substancias
isoladas. Conforme observado na Tabela 10 para os extratos e fracdes, verificou-se que
dentre os extratos avaliados somente os metandlicos apresentaram capacidade antioxidante,
isso provavelmente é devido a presenca de uma elevada concentracdo de alcaldides. Isso
pode ser ratificado pelos valores obtidos das fracGes alcaloidicas. Verifica-se ainda que a
fracdo alcaloidica dos galhos finos foi a que obteve a maior capacidade antioxidante. Os

extratos hexanicos e fragdes neutras foram inativos.

Ensaio ORAC?
Amostra

(umol of TE g™ de extrato ou fragao)b

EHEA (F) 782.10 (2.92)
EMEA (F) 3105.54 (5.59)
FNEMEA (F) 479.45 (0.73)
FALEMEA (F) 2853.83 (8.08)
EHEA (GF) 437.68 (15.15)
EMEA (GF) 2279.63 (6.98)
FNEMEA (GF) 459.94 (3.19)
FALEMEA (GF) 4159.98 (2.92)

Tabela 10. Capacidade antioxidante dos extratos e fracdes de E. amazonicus.

*Dados apresentados como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em triplicata. "Os
resultados estdo expressos como micromols de Trolox equivalente por grama de extrato ou
fracdo em base seca. Valores maiores que 1000 pmol de TE g™séo considerados ativos.
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Para os compostos isolados (TABELA 11) observou-se que todos apresentaram
atividade antioxidante, com destaque para o alcaldide isomoschatolina que apresentou uma
significativa capacidade antioxidante. Vale ressaltar que esse alcaldide foi isolado da fragéo

alcaloidica dos galhos finos de E. amazonicus.

Substéncias isoladas Ensaio ORAC?
O-metilmoschatolina 0.50 (2.67)
Liriodenina 0.30 (1.38)
Isomoschatolina 1.86 (2.35)
Quercetina® 5.60 (1.20)
Isoquercitrina® 5.10 (1.40)
Acido cafeico” 2.85 (1.15)
Acido clorogénico” 2.65 (1.30)

Tabela 11. Capacidade antioxidante das substancias isoladas de E. amazonicus.

®Dados apresentados como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata. Os resultados
estdo expressos como Trolox equivalente relativo, média (coeficiente de variacdo) dos ensaios
em triplicata. ® Controles positivos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no levantamento das Anonaceas no Campus da UFAM foram
satisfatorios, levando em consideracdo o0 numero de espécies encontradas na area
selecionada para estudo. A espécie mais freqlientemente encontrada foi Annona sericea,
enquanto a maior concentracdo de espécies foi observada em terreno areno-argiloso.

Estes dados contribuem para o conhecimento e compreensédo da flora do Campus e
conseqiientemente sdo importantes para o planejamento e tomada de decisfes sobre
estratégias de conservacao da diversidade bioldgica existente no Campus da UFAM.

Pela analise em CCD das fracdes alcaloidicas das espécies A. ambotay, A. sericea, X.
aromatica, X. benthamii, X. excellens, R. exsucca, D. ulei, A. brevipes e E. amazonicus
encontradas nos arredores do Campus da UFAM po6de-se confirmar o potencial em
alcal6ides isoquinolinicos da familia Annonaceae, sendo ratificada a presenca do alcaléide
liriodenina como marcador desta familia.

A técnica de cromatografia em camada delgada revelou-se eficiente para analise de
perfis quimicos, evidenciando similaridades entre a composi¢cdo alcaloidica de partes da
mesma planta, ou entre espécies do mesmo género da familia.

O uso da técnica FIA-ESI-IT-MS forneceu dados preliminares sobre o perfil quimico
das fracOGes alcaloidicas das folhas e galhos finos de E. amazonicus, que devera ser
investigado por analises subseqiientes de EM/EM e CLAE/EM, para validacéo.

O estudo fitoquimico dos extratos metanolicos das folhas e dos galhos finos da
espéecie E. amazonicus conduziu ao isolamento dos alcaldides oxoaporfinicos: O-
metilmoschatolina FEA (F) (13-14/38-47), isomoschatolina (FEA (GF) 21) e liriodenina
(FEA (GF) 14). Suas estruturas moleculares foram determinadas por métodos

espectrométricos (RMN *H e °C de 1D e 2D) e comparacdo com dados da literatura.
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Todos os extratos e fracdes de E. amazonicus avaliados frente as larvas de Artemia
salina foram t6xicos, apresentando valores de CLsp<1000 pg.mL™. O extrato que apresentou
maior toxicidade foi o extrato metandlico dos galhos finos (ClLsy = 13,94 pg.mL™Y).As
fragdes foram mais ativas que os respectivos extratos.

Entre os extratos e fracGes avaliados pelo ensaio ORACE. somente 0s extratos
metanolicos e as fracdes alcaloidicas apresentaram capacidade antioxidante, sendo que a
fracdo alcaloidica dos galhos finos apresentou maior atividade antioxidante com valor de
4159.98 pmol de TE g*. Com relagdo aos compostos isolados, todos apresentaram
significativa capacidade capturadora de radicais livres, com destaque para o alcaldide
isomoschatolina que apresentou maior valor de capacidade antioxidante através do método
de ORACk..

Este trabalho constitui-se no primeiro estudo quimico-bioldgico da espécie E.
amazonicus. Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a identidade da espécie com a
familia Annonaceae, uma vez que 0s seus compostos isolados sdo encontrados em diversos
géneros dessa familia, tais como, Annona, Duguetia, Guatteria, Guatteriopsis, Rollinia,
Uvaria, Xylopia, entre outros. Assim, os resultados dos estudos quimicos e biologicos da
espécie Ephedranthus amazonicus contribuem para o conhecimento quimiotaxonémico da

familia Annonaceae.
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